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SAZETAK

Analiza ekstravaskularnih tjelesnih tekucina (ETT) moze pruziti kori-
sne informacije u diferencijalnoj dijagnozi poremecaja koji uzrokuju
njihovo nakupljanje. Kako bi se ublazile moguce negativne posljedice
na sigurnost bolesnika, potrebno je prepoznati jedinstvenu prirodu ta-
kvih uzoraka i specifi¢ne zahtjeve povezane s njihovom laboratorijskom
analizom.

Nacionalne preporuke za analizu ETT pripremili su ¢lanovi Radne gru-
pe za ekstravaskularne tjelesne uzorke (RG ETU). Preporuke se odno-
se na ukupni laboratorijski proces te opisuju klinicki znacaj parameta-
ra koristenih u njihovoj analizi. Prvo poglavlje se osvrée na validaciju
metoda koje se koriste za analizu ETT, a zatim se dokument nastavlja
specificnim preporukama za laboratorijsku analizu seroznih tekucina.

Dokument je podijeljen na poglavlja koja se odnose na predanaliticku,
analiticku i poslijeanaliticku fazu, a specifiéne su preporuke istaknute u
uokvirenom tekstu. Glavni cilj preporuka je pomoci u postizanju nacio-
nalne harmonizacije u analizi seroznih tekucina i naposljetku poboljsati
sigurnost bolesnika i ishod lijecenja. Nacionalne preporuke za analizu
ETT namijenjene su svim laboratorijskim djelatnicima koji provode ana-
lizu ETT i ostalim zdravstvenim djelatnicima uklju¢enim u sakupljanje
i obradu takvih uzoraka. Citolo3ke i mikrobioloske pretrage ETT nisu
obuhvadene ovim dokumentom.

Kljucne rijedi: harmonizacija; pleuralni izljev; perikardijalni izljev; as-
cites

Zagreb, sijecanj 2020.
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uvoD

U medicini se pojam ,ekstravaskularna tjele-
sna tekucina” specificno odnosi na sve tjelesne
tekucine koje su razlicite od krvi. Ekstravasku-
larne tjelesne tekucine (ETT) koje se analiziraju
u klinickom laboratoriju su cerebrospinalna te-
kucina (CSF), serozne tekucine (pleuralna, peri-
tonealna i perikardijalna), sinovijalna (zglobna)
tekucina, amnijska tekucina (plodova voda),
sadrzaj iz drena, sjemena tekudina (ejakulat),
mokraca, dijalizat i dr. Pojam ,ne-standardna”
tjelesna tekudina se Cesto koristi u literaturi, a
odnosi se na sve tjelesne tekucine kojima ne-
dostaju analiticke specifikacije proizvodaca
(odnosno, kojima specifikacije nisu navedene
u odlomku ,Namjena” u uputama proizvodaca
reagensa). Medutim, pojam ETT treba jasno ra-
zlikovati od pojma ,ne-standardna” tjelesna
tekucina obzirom da sve ekstravaskularne nisu
ujedno i ,ne-standardne” tjelesne tekucine.
Primjerice, iako se mokraca i CSF sukladno de-
finiciji ubrajaju u ETT, u slucaju odredivanja
ukupnih proteina i/ili glukoze one se smatraju
,standardnim” teku¢inama (1-4).

Sastav ETT je jedinstven i ovisi o poremecaju i/
ili organu koji je poremecajem zahvacen. U
tom smislu, analiza ETT moze dati korisne in-
formacije za razlikovanje poremecaja koji su
uzrokovali njihovo nakupljanje i pomodi u pre-
poznavanju specificnih organa ukljucenih u
poremecaj (5). Medutim, jedinstvena priroda
uzorka i posebni zahtjevi vezani uz analizu ETT
moraju se prepoznati kako bi se ublazile mo-
guce negativne posljedice po sigurnost bole-
snika. Izazovi koji prate analizu ETT ukljucuju:
odabir prikladnih spremnika za uzorkovanje i
uvjeta pohrane ukoliko je analiza odgodena,
poznavanje stabilnosti analita u uzorku ETT,
razlike u matriksu koje mogu utjecati na anali-
ticki proces, nedostatak materijala za kontrolu
kvalitete, itd. Osim toga, u analizi ETT pojavlju-
ju se dva vazna dodatna problema: analiticke

Zagreb, sijecanj 2020.

znacajke ,standardnih” tekué¢ina ne mogu se
prenijeti na ETT bez prethodne validacije/veri-
fikacije koja mora biti specifi¢na za vrstu uzor-
ka i metodu koja se koristi, a nedostatak refe-
rentnih intervala za ETT zahtjeva istaknutije
ukljucivanje laboratorijskih stru¢njaka u tuma-
Cenje dobivenih rezultata. Potpuna klinicka ko-
risnost analize ETT moze se posti¢i samo har-
monizacijom (2-6).

Cilj ovog dokumenta, pripremljenog od strane
¢lanova Radne grupe za ekstravaskularne tje-
lesne uzorke (RG ETU) Hrvatskog drustva za
medicinsku biokemiju i laboratorijsku medici-
nu (HDMBLM), je pomodi u postizanju nacio-
nalne harmonizacije postupaka koji se koriste
u analizi ETT i naposljetku poboljsati sigurnost
bolesnika i ishod lije¢enja. Uloga laboratorij-
skih stru¢njaka nije samo osigurati pouzdane
rezultate analize ETT, vec i potaknuti primjere-
nu upotrebu analiza u njihovoj obradi te savje-
tovati prilikom tumacenja dobivenih rezultata.
Sukladno tome, ove preporuke su primarno
namijenjene svim laboratorijskim djelatnicima
koji provode analizu ETT, ali i svim zdravstve-
nim djelatnicima koji su ukljuceni u sakuplja-
nje i obradu uzoraka ETT.

POZADINA | PODRUCJE PRIMJENE

Hrvatsko drustvo za medicinsku biokemiju i la-
boratorijsku medicinu je prepoznalo vaznost
harmonizacije u podrucju laboratorijske medi-
cine te je do sada objavilo nekoliko nacional-
nih preporuka (7-11). Ovaj dokument predstav-
lja prvu u nizu preporuka koje ¢e se osvrnuti
na predanaliticku, analiticku i poslijeanaliticku
problematiku u analizi razli¢itih ETT. Temelji se
na rezultatima nacionalne ankete za laborato-
rijsku analizu ETT koja je omogucila uvid u po-
stupke koji se trenutno koriste u laboratorijskoj
analizi ETT u Hrvatskoj. Rezultati ankete su po-
kazali da postupci koristeni u analizi ETT u Hr-

4



01-2020/v.1.

Laboratorijska analiza seroznih tekucina

vatskoj nisu harmonizirani te da su odstupanja
od pozeljnih postupaka nadena u svim fazama
analize ETT (predanalitickoj, analitickoj i posli-
jeanalitickoj) (12). Osim toga, kao predlozak za
ovaj dokument koristene su i dvije preporuke
Instituta za klinicke i laboratorijske standarde
(engl. Clinical and Laboratory Standards Institu-
te, CLSI) (Analysis of body fluids in clinical che-
mistry. Approved guideline. CLSI document
C49-A; i Body fluid analysis for cellular compo-
sition: Approved guideline. CLSI document
H56-A) (5,13). Naposljetku, proveden je temeljit
i kriticki pregled relevantnih dokaza dostupnih
iz znanstvene literature. Koristeci klju¢ne rijeci/
pojmove: analiza tjelesnih tekudina, pleuralni
izljev, perikardijalni izljev, peritonealni izljev,
ascites, analiza peritonealne tekudine, analiza
perikardijalne tekucine i analiza ascitesa, pre-
trazene su trazilice PubMed, Scopus i Google
Scholar. PretraZivanje je ograni¢eno na ¢lanke
objavljene na engleskom jeziku na ljudskim is-
pitanicima. Probirom naslova i saZzetaka identi-
ficirane su odgovarajuce publikacije. Zatim su
one preuzete kao cjeloviti tekstovi te je rele-
vantnost njihova sadrzaja kriticki procijenjena.
Nakon pocetnog pretrazivanja, provedena je
dodatna pretraga koristeci specifi¢nije pojmo-
ve (npr. Light-ovi kriteriji, kolesterol u pleural-
noj tekucini, gradijent albumina u ascitesu itd.).
Naposljetku, koriSteni su i relevantni ¢lanci na-
vedeni u literaturi publikacija pronadenih u
pocetnom pretrazivanju.

Ovaj dokument zapocinje poglavljem koji se
osvrée na validaciju metoda koje se koriste u
analizi ETT, a nastavlja specifi¢cnim preporuka-
ma za analizu seroznih tekucina (ukljucujuci
pleuralnu, peritonealnu i perikardijalnu) obzi-
rom da se te vrste ETT analiziraju u gotovo
svim laboratorijima u Hrvatskoj (12). Podijeljen
je na poglavlja koja se odnose na predanaliti¢-
ke, analiticke i poslijeanaliticke aspekte analize
seroznih tekucina. Specifitne preporuke ista-
knute su u uokvirenom tekstu, a njih slijede
objasnjenja i podaci za tumacenje dobivenih

rezultata izvedeni iz relevantnih preporuka i li-
terature. Na temelju snage i dostupnosti znan-
stvenih dokaza uokvirene preporuke su kate-
gorizirane u dva stupnja: stupanj 1 (preporuka
umjerene snage) i stupanj 2 (preporuka ogra-
niCene snage).

Kao i sa svim uzorcima koji se analiziraju u la-
boratoriju, i sa seroznim teku¢inama je potreb-
no postupati u skladu s institucionalnim i/ili
nacionalnim propisima koji se odnose na
zdravlje i sigurnost kako bi se smanijili potenci-
jalni zdravstveni rizici (5). lako analiza ETT osim
klinicke kemije i hematologije ukljucuje i dru-
ge specijalnosti, u hrvatskim se medicinsko-bi-
okemijskim laboratorijima ne izvode citoloske i
mikrobioloske pretrage te su stoga izvan pod-
ru¢ja primjene ovog dokumenta.

1.VALIDACIJA ANALITICKIH
SPECIFIKACIJA ZAETT

Laboratoriji trebaju provjeriti specifikacije
proizvodaca za metode koje se koriste u
analizi ETT. Ukoliko su specifikacije za ETT
navedene, potrebno je provesti postupak
verifikacije (2). Ukoliko proizvodac nije na-
veo specifikacije, potrebno je provesti vali-
daciju metode za svaku vrstu ETT za koju ¢e
se metoda koristiti (2-5,14-16). Kako su upute
i protokoli za analiticku verifikaciju/validaci-
ju metoda u ETT uglavnom nedostupni, sva-
ki laboratorij treba provesti verifikaciju/vali-
daciju ETT oslanjajuci se na dostupne upute
za “standardne” tekucine (npr. dostupne
CLSI preporuke). Rezultate svih postupaka
verifikacije/validacije je potrebno dokumen-
tirati (Stupan;j 1).

Analiza ETT se najcesce provodi koristenjem
metoda namijenjenih ,standardnim” uzorcima
(serum, plazma, puna krv, mokraca) na auto-

Zagreb, sijecanj 2020.
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matskim analizatorima, Sto ih Cini Siroko dostu-
pnim i relativno jeftinim (2-6,14). Kako proizvo-
dadi uglavnom ne deklariraju analiticke specifi-
kacije za ETT, upotreba metoda za ,standar-
dne” uzorke smatra se modifikacijom metode i
stoga zahtijeva validaciju prema stru¢nim i
akreditacijskim standardima specificnog labo-
ratorija (2,15,16). Ovo je pitanje prepoznato u
CLSI preporukama i akreditacijskim standardi-
ma UdruZenja americkih patologa (engl. Colle-
ge of American Pathologists, CAP) (5,16,17).

Prvi korak u postupku verifikacije/validacije je
odabir pretraga koje ce se verificirati/validirati.
Verifikacija/validacija treba obuhvatiti naj¢esce
vrste ETT i pretrage s potvrdenom klinickom
korisnosti, Sto je potrebno definirati u suradnji
s klinickim osobljem. Retrospektivna analiza
vrsta ETT i zatrazenih pretraga nacinjena iz la-
boratorijskog informacijskog sustava (LIS)
moze pruziti uvid u naj¢esce vrste uzoraka i
pretraga kako bi se mogao naciniti plan za ve-
rifikaciju/validaciju. Pretrage koje nemaju Kkli-
ni¢ku korisnost u obradi bolesnika (tj. one koje
nisu navedene u ovom dokumentu) potrebno
je ukinuti (2-6,18,19).

Verifikacija metoda koje se koriste za ETT treba
obuhvatiti ispitivanje preciznosti, tocnosti,
mjernog raspona (intervala izvjeStavanja) i
ukoliko je moguce verifikaciju referentnih in-
tervala. U verifikaciji ETT treba koristiti postup-
ke koji se koriste u verifikaciji ,standardnih”
uzoraka ETT (npr. CLSI preporuke) (2-6,18,20).

Validacija metoda koje se koriste u analizi ETT
kompleksnija je i zahtjevnija uglavhom zbog
nedostatka analitickih specifikacija proizvoda-
¢a i komercijalno dostupnih kontrolnih materi-
jala odgovaraju¢eg matriksa za sve ETT
(2,4,20). Kriterije prihvatljivosti potrebno je
preuzeti iz verifikacijskih postupaka za ,stan-
dardne” tekucine (npr. kod validacije metode
za albumin u uzorku peritonealne tekucine
potrebno je preuzeti kriterije proizvodaca rea-
gensa za albumin, koji se odnose na serum)

Zagreb, sijecanj 2020.

(2,5). Ako u postupku validacije ti kriteriji nisu
zadovoljeni, laboratorij treba procijeniti ucinak
dobivenog odstupanja na granice klinicke od-
luke i interpretaciju rezultata. Shodno tome
treba se donijeti odluka o upotrebi ili odbaci-
vanju ,standardnih” metoda za analizu ETT
(2,5). Za potrebe validacije, laboratorij treba
prikupiti ostatne uzorke ETT nakon rutinske
obrade. Ovisno o ucestalosti pojedinih vrsta
ETT, ovaj postupak moze potrajati dulje vrije-
me, $to zahtijeva pohranu uzoraka (u hladnja-
ku ili ledenici). Kako je stabilnost analita u uzor-
cima ETT uglavhom nepoznata, potrebno je
provesti ispitivanje stabilnosti prije validacije
(vidi poglavlje 3.1.3 Poslijeanaliticka faza)
(2,5,18-20).

Postupak validacije metoda koje se koriste za
ETT treba obuhvatiti ispitivanje preciznosti,
toc¢nosti, analiticke osjetljivosti, analiticke spe-
cificnosti (interferencija), mjernog raspona (in-
tervala izvjestavanja), i, ukoliko je potrebno,
prijenosa analita (engl. carry-over) te klinicku
osjetljivost i specifitnost. Sve postupke uklju-
Cene u validaciju potrebno je provesti slicno
postupcima za ,standardne” tjelesne tekucine
(2,5,18-20).

Ucinak matriksa je najvazniji cimbenik koji do-
prinosi potencijalnoj nepouzdanosti kod upo-
trebe ,standardnih” metoda u analizi ETT. Udi-
nak matriksa obuhvaca razlike u sastavu izme-
du ETT i seruma/plazme. Varijacije u pH te kon-
centraciji elektrolita, proteina i lipida koje su
prisutne u specifi¢cnim ETT mogu biti znacajne.
One mogu dovesti do promjena u fizikalnim i
kemijskim svojstvima ETT koje onda utjecu na
predanaliticku i analiticku fazu analize ETT
(2,5,20,21). U¢inak matriksa ispituje se istovre-
meno s ispitivanjem to¢nosti i/ili mjernog ras-
pona (odnosno u protokolima mije$anja). Pri
tome se, ovisno o dostupnosti uzoraka ETT s
visokom/niskom  koncentracijom  analita,
mogu primijeniti razliiti pristupi. Primjerice,
ukoliko su dostupni uzorci s niskom i visokom
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koncentracijom analita, mijeSanjem tih uzora-
ka u razlicitim omjerima napravi se niz uzoraka
s rastu¢om koncentracijom analita duz cijelog
mjernog podrudja, kako bi se dobila krivulja u
5 tocaka. Drugi pristup podrazumijeva mijesa-
nje ,standardnog” uzorka (seruma ili plazme),
otopine standarda ili kalibratora poznate viso-
ke koncentracije analita s ETT uzorkom niske
koncentracije analita. U¢inak matriksa se pro-
cjenjuje usporedbom izmjerenih vrijednosti i
ocekivanih ciljnih koncentracija. U oba pristu-
pa, ukoliko je reproducibilnost usporediva
onoj sa ,standardnim” uzorcima i/ili su dobive-
ne ocekivane vrijednosti prema faktorima razr-
jedenja, ucinak matriksa se moze iskljuciti
(2,5,17). Ako za specificnu metodu nije detekti-
ran uc¢inak matriksa prilikom ispitivanja odre-
dene ETT, za specifi¢nost i interferirajuce tvari
mogu se koristiti odgovarajuce specifikacije
navedene od proizvodaca za validirane vrste
uzoraka (17,19). Ukoliko nije moguce iskljuciti
interferencije zbog ucinka matriksa, rezultate
mjerenja u ETT potrebno je izvjeStavati samo
uz komentar koji naglasava analiticka ograni-
cenja metode i potrebu interpretacije rezultata
u klinickom kontekstu (2,20).

Automatski analizatori s posebnim modulom za
tjelesne tekucine (engl. body fluid mode, BF)
nude automatizirano rjeSenje za odredivanje
ukupnog broja stanica i njihovu diferencijaciju
u razli¢itim vrstama ETT (vidi Dodatak 1). Ovi su-
stavi imaju specifikacije proizvodaca za svaku
vrstu ETT koja je validirana. Preporuke za provo-
denje verifikacije odredivanja broja stanica u
ETT na automatskim hematoloskim analizatori-
ma su dostupne pa nece biti detaljnije obradi-
vane u ovom dokumentu (15,22). Ukoliko neka
vrsta ETT nije navedena u specifikacijama proi-
zvodaca, potrebno je provesti validaciju prije
uvodenja u rutinsku upotrebu u laboratoriju.
Validacija treba obuhvatiti procjenu preciznosti,
tocnosti, analiticke osjetljivosti, analiticke speci-
ficnosti (interferencija), mjerni raspon (interval
izvjeStavanja) i prijenos analita (13,15,22).

2. UNUTARNJA 1VANJSKA KONTROLA
KVALITETE KOD ANALIZE ETT

Kontrolu kvalitete za metode koristene u
analizi ETT treba uspostaviti u skladu sa stra-
tegijom upravljanja kvalitetom u laboratori-
ju. Kontrolni materijali (neovisno o tome jesu
li komercijalni ili ne) trebaju se analizirati na
isti nacin kao i rutinski uzorci ETT (6,16). Po-
trebno je uspostaviti i dokumentirati po-

stupke u slucaju neprihvatljivih vrijednosti
kontrolnih uzoraka.

Laboratoriji trebaju sudjelovati u komercijal-
nim programima vanjske kontrole kvalitete
(VKK) za metode koje se koriste u analizi ETT,
ukoliko su oni dostupni (5). Minimalna pre-
porucena ucestalost je jednom godisnje.
Ukoliko programi VKK nisu dostupni za spe-
cificne analite u ETT, potrebno je uspostaviti
medulaboratorijsku usporedbu (Stupan;j 1) (6).

Ako kontrolni materijali odgovarajuéeg matrik-
sa nisu dostupni, mogu se koristiti uzorci ETT
prikupljeni u laboratoriju. Pozeljno je da uzorci
koji ¢e se koristiti za unutarnju kontrolu kvali-
tete (UKK) pokriju ¢itav mjerni raspon, a po-
sebno granice klinicke odluke. U laboratoriju je
potrebno verificirati stabilnost analita u uzorci-
ma koji ¢e se pohranjivati na dulje vrijeme za
potrebe provodenja UKK (5,19). Ukoliko se broj
i vrsta stanica u ETT odreduju upotrebom au-
tomatiziranih metoda na brojac¢ima, odgovara-
ju¢a UKK treba ukljuciti provjeru pozadine
analizatora (engl. background check). Laborato-
rij treba definirati prihvatljive granice provjere
pozadine ovisno o vrsti ETT koja se odreduje
(13,15).

Programi VKK neovisnih dobavlja¢a dostupni
su za mokracu te pojedine analite u CSF, sje-
menoj i sinovijalnoj tekucini, medutim ograni-
¢ena je dostupnost odgovarajucih VKK materi-
jala za sve vrste ETT. Kada odgovarajudi VKK

Zagreb, sijecanj 2020.
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materijal nije dostupan, laboratoriji trebaju or-
ganizirati medulaboratorijske usporedbe. Kod
provodenja VKK i medulaboratorijske uspo-
redbe potrebno je organizirati i evaluirati ba-
rem jedan ciklus godisnje uz sudjelovanje dva
ili vise laboratorija. Laboratoriji koji sudjeluju u
medulaboratorijskoj usporedbi odgovorni su
za definiranje kriterija prihvatljivosti za ukljuce-
ne analite (13,15).

Rezultati UKK, VKK i medulaboratorijske uspo-
redbe trebaju se redovito evaluirati, a u slucaju
nezadovoljavajuceg rezultata popravne radnje
treba provesti odmabh, kako bi se osigurala po-
uzdanost laboratorijskog nalaza. Sve postupke
kontrole kvalitete je potrebno dokumentirati
prema politici upravljanja kvalitetom u labora-
toriju (16).

3. ANALIZA SEROZNIH TEKUCINA

3.1 Pleuralna tekucina

U fizioloSkim uvjetima u kapilarnom endotelu
pleuralne Supljine ultrafiltracijom plazme na-
staju samo mali volumeni pleuralne tekucine
(< 10 mL). Njena je funkcija ublaZavanje trenja
nastalog prilikom gibanja jedne pleuralne
membrane o drugu. Pleuralni izljev nastaje na-
kupljanjem pleuralne tekuc¢ine zbog neravno-
teze izmedu njenog stvaranja i/ili apsorpcije
(5,6,14,23,24). Najcesci uzroci pleuralnih izljeva
su kongestivho zatajenje srca, ciroza jetre,
pluc¢ne infekcije, maligne bolesti ili plu¢na em-
bolija, a obi¢no se dijagnosticiraju fizikalnim
pregledom i radiografijom prsnog kosa. Uzor-
kovanje pleuralne tekucine za laboratorijsku
analizu indicirano je u sluc¢aju pleuralnog izlje-
va bez poznate konacne dijagnoze (5,6). Pro-
cjenjuje se da klini¢ar moze temeljem podata-
ka o anamnezi, fizikalnom pregledu i analizi
pleuralne tekucine u 95% slucajeva dijagnosti-
cirati specificnu bolest koja je uzrokovala na-
kupljanje pleuralne tekudine (24).

Zagreb, sijecanj 2020.

3.1.1 Predanaliti¢ka faza

3.1.1.1 Uputnica

Uputnica za analizu pleuralne tekucine tre-
ba slijediti akreditacijske standarde (16).
Mora sadrzavati ime, prezime, spol, datum
rodenja i jedinstveni identifikator bolesnika
(npr. mati¢ni broj osiguranika), datum i vrije-
me uzorkovanja, radnu dijagnozu, bolnicki
odjel, identifikaciju lije¢nika i njegove kon-
takt podatke te identifikaciju klinickog oso-
blja koje je izvrsilo uzorkovanje. Na zahtjevu
moraju jasno biti naznacene trazene analize
i sve klinicki relevantne informacije (npr. te-
rapija diureticima) kako bi se olaksalo tuma-
Cenje rezultata. Osim toga, na uputnici treba
biti jasno naveden postupak uzorkovanja (tj.
torakocenteza ili pleuralna punkcija), ana-
tomsko podrijetlo uzorka (Stupanj 1) (7,25).

Uzorke pleuralne tekucine poslane u laborato-
rij mora pratiti prikladna uputnica. Optimiranje
obrasca uputnice, kako bi ukljucivala samo kli-
nicki korisne analize s dostupnim informacija-
ma o tumacenju, poboljsat ¢e laboratorijsku
analizu pleuralne tekudine i interpretaciju do-
bivenih rezultata (4).

Neuobicajeni zahtjevi za analizom nisu pri-
kladni ili su slu¢ajno trazeni. U takvim slucaje-
vima laboratorij treba kontaktirati klinicara koji
je trazio analizu i utvrditi radi li se o opravda-
nom i klini¢cki umjesnom zahtjevu (tj. zasto je
analiza trazena, kako ¢e se tumacditi rezultati) ili
ga je potrebno otkazati (2,4).

3.1.1.2 Identifikacija bolesnika i uzorka

Uzorke pleuralne tekucine treba oznaciti u
prisutnosti bolesnika (najbolje neposredno
prije uzorkovanja), s najmanje dva jedinstve-
na identifikatora (npr. ime, datum rodenja ili
mati¢ni broj osiguranika), mjestom, datu-
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mom i vremenom uzorkovanja te anatom-
skim podrijetlom uzorka (Stupanj 1) (5,7).

Neispravno oznacene (ili neoznacene) spre-
mnike s uzorkom ne treba prihvatiti za analizu
(5). Neprihvacanje uzorka treba dokumentirati
unutar laboratorija, navesti na nalazu bolesni-
ka i priopditi klinicaru koji je analize zatrazio.

3.1.1.3 Uzorkovanje i rukovanje uzorcima
pleuralne tekucine

Spremnik za uzorkovanje i postupci za ruko-
vanje uzorcima (tj. transport i obradu uzor-
ka) koji se koriste u analizi pleuralne tekudi-
ne trebaju biti uvjetovani analizama koje se
traze (5,17,26,27). Za odredivanje ukupnog i
diferencijalnog broja stanica treba koristiti
epruvete s etilen-diamin-tetraoctenom kise-
linom (EDTA), dok uzorke pleuralne tekucine
za biokemijske analize treba uzorkovati u
epruvete s heparinom. Alternativno, ukoliko
su zadovoljeni uvjeti transporta, uzorci pleu-
ralne tekucine za brojenje i diferencijaciju
stanica te biokemijske analize mogu se uzor-
kovati u obi¢ne epruvete, odnosno one bez
aditiva (13,22,26,28,29).

Uzorak pleuralne tekucine treba transporti-
rati u laboratorij na sobnoj temperaturi od-
mah nakon uzorkovanja (unutar jednog sata
za ukupni i diferencijalni broj stanica). Uzo-
rak treba obraditi odmah po primitku.

Kako bi se olak3ala interpretacija dobivenih
rezultata, unutar jednog sata od uzorkova-
nja pleuralne tekucine treba uzorkovati i po-
slati u laboratorij i odgovarajuci uzorak seru-
ma (Stupanj 1) (6,13,18,30).

Uzorci pleuralne tekucine se obi¢no uzorkuju
na odjelu ili u operacijskim dvoranama od stra-
ne iskusnog klinickog osoblja. Taj se postupak
naziva torakocentezom, i obi¢no se provodi uz

navodenje slikovhom tehnikom, primjerice ul-
trazvukom. Torakocenteza se izvodi u dijagno-
sticke ili terapijske svrhe (ili obje) aspiracijom
pleuralne tekucine iz pleuralnog prostora po-
mocu igle. lako nije pod izravnim nadzorom la-
boratorija, tehnika uzorkovanja moze znacajno
utjecati na rezultate analize pleuralne tekudi-
ne. Stoga je potrebno slijediti klinicke smjerni-
ce kako bi se standardizirali postupci koji se
koriste u torakocentezi (13,18,22,27,31).

Velike $trcaljke (s iglom ili bez nje) koje se kori-
ste za torakocentezu, a sadrZe pleuralnu teku-
¢inu, nisu prihvatljivi spremnici. Velike volume-
ne uzorka (obi¢no vise od 20 mL) prikupljene u
Strcaljke za torakocentezu treba prenijeti u od-
govarajuce spremnike na mjestu uzorkovanja,
a prije transporta u laboratorij. To je osobito
vazno kako bi se izbjeglo zgrusavanje uzorka
(osobito ako je uzorak hemoliti¢an)
(13,22,26,28,29).

Epruvete koje sadrze antikoagulanse treba mi-
jesati u skladu s preporukama proizvodaca
kako bi se osiguralo pravilno mijeSanje i izbje-
glo stvaranje ugruska (28). Epruvete za bioke-
mijske analize treba centrifugirati prethodno
analizi koristedi iste uvjete kao i za serum (14).

Za odredivanje pH, uzorke pleuralne tekucine
treba uzorkovati u anaerobnim uvjetima u Str-
caljke koje sadrze liofilizirani, uravnotezeni liti-
jev heparin (kao za analizu acidobazi¢ne rav-
noteze) i odmah transportirati u laboratorij.
Uzorke pleuralne tekuéine za odredivanje pH
treba uzorkovati i analizirati slicno uzorcima
pune krvi namijenjenima odredivanju acidoba-
zi¢ne ravnoteze. Suvremeni analizatori plinova
u krvi mogu odredivati ne samo parametre aci-
dobazne ravnoteze, vec i vezana mjerenja (od-
nosno elektrolite i metabolite). Medutim, zbog
ogranicenih predanalitickih podataka, mogu¢-
nost izvodenja svih spomenutih analiza iz uzor-
ka pleuralne tekucine (kao i drugih seroznih te-
kucina) uzorkovanih u Strcaljkama s liofilizira-
nim heparinom nije poznata (5,6,9,22).

Zagreb, sijecanj 2020.
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Za analizu pleuralne tekucine se trebaju dosta-
viti prihvatljivi volumeni uzorka. Minimalni vo-
lumeni uzorka trebaju se definirati u skladu s
organizacijom svakog pojedinog laboratorija
(npr. minimalno 3 mL za ukupni i diferencijalni
broj stanica ako se koriste spremnici s EDTA;
minimalno 2 mL za ukupni i diferencijalni broj
stanica ako se koriste spremnici bez aditiva;
minimalno 3 mL za biokemijske analize ako se
koriste spremnici s heparinom; minimalno 2
mL za biokemijske pretrage ako se koriste
spremnici bez aditiva; minimalno 1 mL za
odredivanje pH). Ukoliko je za analizu dostav-
lijen ogranicen (ili nedovoljan) volumen uzorka
(manji od prihvatljivog), u dogovoru s klinica-
rom koji je analize zatraZio treba utvrditi njihov
prioritet (6,27).

3.1.1.4 Procjena kvalitete uzorka

Kvalitetu uzorka pleuralne tekucine treba
provjeriti prije analize kako bi se izbjegli kva-
rovi instrumenata i/ili pogreSke u mjerenju.
Laboratorij treba prepoznati i dokumentirati
moguci utjecaj hemolize, lipemije, ikterije i
ekstremnih pH vrijednosti uzorka na rezulta-
te mjerenja. Izrazito hemoliti¢ni i zgrusani
uzorci mogu utjecati na tocnost rezultata i
trebaju se smatrati neprikladnim za analizu.
Iznimke od pravila odbijanja neprikladnih
uzoraka treba definirati i dokumentirati (Stu-
panj 1) (2,5,13,14).

Uzorke pleuralne tekucine treba vizualno pro-
vjeriti prije analize. Takve vrste uzoraka mogu
imati izmijenjenu povrsinsku napetost, visko-
znost i/ili sposobnost mijeSanja zbog ucinka
matriksa. Ove promjene mogu uzrokovati ne-
to¢nu aspiraciju ili pipetiranje uzorka u reakcij-
sku smjesu, neodgovaraju¢e mijesanje ili ne-
potpuno cis¢enje mehanizama za pipetiranje
i/ili reakcijskih kiveta, koje instrument ¢esto ne
prepoznaje. U slucaju viskoznih uzoraka treba

Zagreb, sijecanj 2020.

razmotriti koriStenje postupaka prethodne
obrade uzorka (npr. ponovljeno centrifugira-
nje, razrjedivanje) (5,20).

lako nedovoljno toc¢ni za mjerenje pH pleural-
ne tekudine, pH-metar ili lakmus papir se
mogu opcenito koristiti za procjenu pH u uzor-
ku pleuralne tekucine u sluc¢aju sumnje na ek-
stremnu pH vrijednost. Primjena test traka za
analizu mokrace pri procjeni ekstremnih pH
vrijednosti pleuralne tekucine nije dovoljno
istrazena u literaturi (32,33).

3.1.2 Analiti¢ka faza

3.1.2.1 Izgled pleuralne tekucine

Izgled pleuralne tekucine treba odrediti na-
kon prihvacanja uzorka i prije centrifugira-
nja. Izgled pleuralne tekucine se ne smije
koristiti kao jedini kriterij za razlikovanje ek-
sudata (uzrokovanih lokaliziranim poreme-
¢ajima) od transudata (uzrokovanih sistem-
skom bolesc¢u) (Stupanj 1) (23,27,34).

Pocetni korak u laboratorijskoj analizi pleural-
ne tekucine je odredivanje izgleda tekucine.
lako ne donosi kona¢nu dijagnozu, radi se o
jednostavnoj procjeni koja moze ukazati na
mogucu etiologiju izljeva (Tablica 1 i Slika 1).
Izgled uzoraka pleuralne (kao i drugih sero-
znih) teku¢ina moze se procijeniti jednako do-
bro iz obi¢nih i/ili epruveta s antikoagulansom,
prije postupka centrifugiranja.

Uzorak pleuralne tekucine dobiven traumat-
skom punkcijom moze se razlikovati od krva-
vog uzorka pleuralne tekuc¢ine drugog uzroka.
Uzorak dobiven traumatskom punkcijom obi-
ljeZen je neujednacenim crvenim obojenjem: ili
prisutnos¢u stvorenih malih krvnih ugrusaka.
Vrijednosti hematokrita > 0,500 L/L upucuju
na pravi hemotoraks koji je obi¢no prisutan u
slucaju traume prsnog kosa (6,22,23). Mutne,
mlije¢ne i/ili krvave uzorke pleuralne tekucine

10
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TaBLIcA 1. Interpretacija moguceg izgleda pleuralne tekucine

lzgled Moguce klinicko znacenje Reference
TRANSUDAT
Bistar, svijetlozut, bez mirisa, nije viskozan Nema potrebe za daljnjim laboratorijskim analizama 22,26,34
EKSUDAT

Infekcija, empijem (miris po trulezi ukazuje na

Zamucen, mutan, gnojni, izrazito sklon grusanju . . ..
gnoj 9 ) prisutnost anaerobnih bakterija)

Trauma, maligne bolesti, infarkt pluca, ruptura

Lagano krvav ili krvav . "
9 aneurizme aorte, tuberkuloza, pankreatitis

Zeleno-bijel, mutan Reumatski pleuritis

Hilozni izljev (izlijevanje iz torakalnog duktusa, trauma 22,26,34

Mutan, mlijecni i/ili krvav il idiopatskog porijekla)

Pseudohilozni izljev (kroni¢ni izljev kod reumatskog

il lle=am e el Sk pleuritisa ili tuberkuloze) ili bilio-pleuralna fistula

Smed, boje cokolade Ruptura amebnog apscesa jetre, dugotrajni krvavi izljev

Crn Spore Aspergillus nigera

Uzorak pleuralne tekucine

!

Korak 1. Izgled - vizualni pregled necentrifugiranog uzorka

:

Korak 2. Razlikovanje transudata i eksudata:

1. Light-ovi kriteriji — istovremeno odredivanje

. L . s Transudat —
ukupnih proteina i LD u pleuralnoj tekucini i serumu "
ne zahtijeva
. . daljnju
2. Dodatne razlikovne analize — gradijent albumina u dij; Jnostiéku
serumu i pleuralnoj tekudini, kolesterol u pleuralnoj obr:?du
tekucini, omjer kolesterola u pleuralnoj tekucini i
serumu te kombinacije kolesterola, LD i proteina u
pleuralnoj tekucini
Korak 3. Laboratorijska analiza eksudata:
- Ukupni leukociti i njihova diferencijacija
- Amilaza
- Adenozin-deaminaza
- pH
- Kolesterol i trigliceridi
- Kreatinin
SLIKA 1. Algoritam za laboratorijsku analizu pleuralne tekucine. LD - laktat-dehidrogenaza.
Zagreb, sijecanj 2020.

11



01-2020/v.1.

Laboratorijska analiza seroznih tekucina

treba centrifugirati. Bistar supernatant nakon
centrifugiranja ukazuje na prisutnost poveca-
nog broja stanica ili debrisa (tj. empijema). Ako
je uzorak zamuéen i nakon centrifugiranja, naj-
vjerojatnije se radi o hiloznom ili pseudohilo-
znom izljevu te je u tom slucaju opravdan za-
htjev za odredivanjem lipida (6,22,23,24,34).

3.1.2.2 Razlikovanje transudata i eksudata

Za razlikovanje transudacijskih od eksudacij-
skih pleuralnih izljeva treba primijeniti kriterije
po Light-u. Oni podrazumijevaju istovremeno
odredivanje koncentracije ukupnih proteina i
aktivnosti laktat-dehidrogenaze (LD) u pleu-
ralnoj tekucini i serumu. Sukladno tome, eksu-
dat treba zadovoljiti barem jedan od sljedecih
kriterija:

(@) omjer proteina u pleuralnoj tekucini i seru-
mu > 0,5, i/ili

(b) omjer LD u pleuralnoj tekucini i serumu >
0,6;i/ili

(c) aktivnost LD u pleuralnoj tekudini > 2/3
gornje granice referentnog intervala (GGRI) LD
u serumu (Stupanj 1) (34-36).

U slucajevima kada su Light-ovi kriteriji neo-
dredeni (npr. kod bolesnika koji primaju tera-
piju diureticima; ili kada klini¢ki simptomi uka-
zuju na transudat, ali Light-ovi kriteriji na eksu-
dacijski izljev), u razlikovanju transudata od
eksudata mogu pomodi gradijent albumina u
serumu i pleuralnoj tekucini, kolesterol u pleu-
ralnoj tekucini, omjer kolesterola u pleuralnoj
tekucini i serumu te kombinacija kolesterola u
pleuralnoj tekucini, LD u pleuralnoj tekudini i
proteina u pleuralnoj tekudini (Stupanj 1) (37).
Za potrebe izraCuna omjera i gradijenata, ana-
lize u pleuralnoj tekucini i serumu trebaju biti
provedene koristeci istu metodu (Stupanj 2).

Laboratorijska analiza uzoraka pleuralne teku-
¢ine prvenstveno je usmjerena na razlikovanje
transudacijskih i eksudacijskih izljeva. Ovaj pri-

Zagreb, sijecanj 2020.

stup uvelike pojednostavljuje dijagnosticki po-
stupak jer omogucuje rano iskljucivanje nepo-
trebnih ispitivanja i pomaze u identifikaciji
osnovnog mehanizma koji je uzrokovao stva-
ranje pleuralne tekudine. Transudacijski pleu-
ralni izljevi su uzrokovani sistemskim procesi-
ma koji nisu upalne prirode i obi¢no ne zahtije-
vaju daljnju dijagnosticku obradu. Eksudacijski
izljevi ukazuju na prisutnost upalnog ili mali-
gnog proces u pleuri i zahtijevaju opseznija la-
boratorijska ispitivanja kako bi se utvrdio uzrok
nakupljanja tekucine (14,23,34).

Odredivanje koncentracije ukupnih proteina u
uzorcima pleuralne tekudine, kao jedini kriterij
za razlikovanje transudata od eksudata, treba
napustiti zbog visokog udjela pogresaka u ra-
zlikovanju (2,23). Umjesto toga, Light-ovi krite-
riji se smatraju pouzdanom metodom za razli-
kovanje transudata od eksudata. Ukupni pro-
teini i LD se jednostavno odreduju koristedi
automatizirane analizatore (spektrofotometrij-
skim metodama), kriteriji se lako pamte i pouz-
dani su u identifikaciji eksudata (osjetljivost
98%, specifitnost 74%) (Slika 1) (23,36,38). Me-
dutim, Light-ovi kriteriji pogre3no klasificiraju
oko 25% transudata u eksudate, osobito kod
bolesnika koji su na terapiji diureticima ili u
slu¢ajevima prisutnosti visokog broja eritrocita
u uzorcima (> 10 x10%/L) (34,36,39).

U razlikovanju transudata od eksudata gradi-
jent albumina pokazuje slicnu dijagnosticku
to¢nost kao Light-ovi kriteriji (osjetljivost 63%,
specificnost 94%) (23,36,39-41). Potrebno je
naglasiti da se gradijent albumina ne smije ko-
ristiti kao jedini kriterij za razlikovanje transu-
data od eksudata zbog njegovog visokog
udjela pogresaka u klasifikaciji (37%) (39).

Kolesterol u pleuralnoj tekucini smatra se kori-
snim biljegom za razlikovanje transudata od
eksudata. Grani¢na vrijednost navedena u Do-
datku 2 utvrduje prisutnost pleuralnih eksuda-
ta s osjetljivos¢u od 89% i specificnos¢u od
81% (37). Omijer kolesterola u pleuralnoj teku-
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¢ini i serumu > 0,3 moze razlikovati eksudate s
osjetljivos¢u od 92% i specificnos¢u od 81%,
pokazujudi sli¢nu dijagnosticku tocnost Light-
ovim kriterijima (5,18,37).

Za potrebe izraCuna omjera i gradijenata, ana-
lize u pleuralnoj tekucini i serumu trebaju biti
provedene koristec¢i istu metodu. Dodatno,
prema dostupnim literaturnim podacima,
odredivanje analita u pleuralnoj tekucini (npr.
ukupnih proteina i albumina) nije analiticki za-
htjevno kao odredivanje istih u ascitesu (vidi
3.3.2.2 Razlikovanje peritonealnih izljeva).

Ostale kombinacije parnih i trostrukih analiza,
provedenih iskljucivo u uzorcima pleuralne te-
kucine, pokazale su slicnu dijagnosticku toc-
nost kao i Light-ovi kriteriji. Prednost ovog pri-
stupa je njegova ekonomi¢nost bez utjecaja
na dijagnosticku tocnost (tj. nije potrebno
uzorkovati pratedi uzorak seruma) (22,37,42).

Odredivanje koncentracije N-terminalnog-
pro-B-tipa natriuretskog peptida (NT-proBNP)
u pleuralnoj tekucini treba ograniciti na sluca-
jeve s klinicki sumnjivim pleuralnim izljevom
sr¢anog uzroka koji zadovoljava kriterije eksu-
data prema Light-u, posebno kad su izljevi kr-
vavi ili nakon terapije diureticima. Zatajenje
srca odgovorno je za 80% transudacijskih ple-
uralnih izljeva. N-terminalni-pro-B-tip natriu-
retskog peptida je povisen kod bolesnika sa
zatajenjem srca, a koncentracija NT-proBNP-a
u pleuralnoj tekucini > 1500 ng/L postize osjet-
liivost od 94% i specifitnost od 89% za dija-
gnozu zatajenja srca (43). Skupne znacajke di-
jagnosticke to¢nosti NT-proBNP-a dobivene iz
14 studija koje su istrazivale pleuralni izljev
uzrokovan zatajenjem srca iznosile su 92% za
osjetljivost i 88% za specificnost (44). Obzirom
da je potvrdena znacajna korelacija izmedu
koncentracija NT-proBNP-a u serumu i pleural-
noj tekucini te da obje analize pokazuju jedna-
kovrijedne znacajke dijagnosticke tocnosti,
odredivanje koncentracije NT-proBNP-a u
uzorcima pleuralne tekucine ne doprinosi dija-

gnostickom postupku kod zatajenja srca
(18,39,45,46).

3.1.2.3 Analiza eksudacijskih izljeva

Laboratoriji su odgovorni za poticanje odgova-
rajucih ispitivanja u analizi pleuralne tekucine.
Preporucene su samo analize dokazanog klinic-
kog znacaja u obradi eksudacijskih izljeva. Re-
zultate dobivene analizom eksudacijskih izljeva
treba uvijek korelirati s klinickim simptomima i
sumnjom na odredenu dijagnozu (Slika 1).

Ukupni broj leukocita i diferencijacija stanica

Ukupni broj leukocita (Leu) ne treba odredi-
vati za razlikovanje pleuralnih transudata i
eksudata (34,47,48). Medutim, Leu i diferen-
cijaciju stanica treba odredivati u eksudacij-
skim pleuralnim izljevima kao pomo¢ u opi-
sivanju prisutnih upalnih poremecaja (38,48).
Odredivanje Leu i diferencijaciju stanica u
uzorcima pleuralne tekucine treba izvoditi
koriste¢i automatizirane metode brojenja
stanica, ili alternativno svjetlosnu mikrosko-
piju (cdnosno hemocitometar) (Stupanj 1).

Kriteriji za odabir odgovarajuce metode broje-
nja stanica u pleuralnoj tekudini su: ucestalost
zahtjeva za odredivanje broja stanica u pleu-
ralnoj tekucini, dostupnost odgovarajuce teh-
nicke opreme i stru¢nost/iskustvo laboratorij-
skog osoblja (13,48).

lako Leu ima ogranicenu vrijednost i nije pre-
porucen za razlikovanje transudata od eksuda-
ta, pokazano je da eksudacijski izljevi imaju
Leu > 1000 x10%/L, dok transudacijski izljevi
imaju Leu < 1000 x106/L (47,48). Vrste stanica
koje se mogu pronadi u pleuralnoj tekucini su:
neutrofili, limfociti, plazma stanice, monociti i
makrofagi, mezotelne i maligne stanice (6,34).
Diferencijacija stanica u pleuralnom izljevu
ima ogranicenu vrijednost, ali moze pomo¢i u
ogranicavanju izbora mogucih dijagnoza koje

Zagreb, sijecanj 2020.
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su uzrokovale nastanak eksudacijskog izljeva
(Tablica 2 i Dodatak 2) (27,45,48). Eozinofilija u
pleuralnoj tekucini (broj eozinofila >10% Leu)
se razvija unutar nekoliko sati u slucajevima
spontanog pneumotoraksa, dok se u slucajevi-
ma traumatskog ili hemoragic¢nog pleuralnog
izljeva razvija nakon 10 do 14 dana. Eozinofilija
u pleuralnim izljevima nastalim nakon traume
ili hemotoraksa zadrzava se sve do nestanka
izljeva i dobro korelira s eozinofilijom u perifer-
noj krvi (24,49). Najces¢i uzroci neutrofilije, lim-
focitoze i eozinofilije prikazani su u Tablici 2.
Obzirom da je neutrofilija prisutna u >10%
transudata, a limfocitoza u >30% transudata,
dobivene rezultate treba tumaciti u skladu s
klinickim simptomima (Tablica 2).

U uzorcima pleuralnog izljeva se uglavnom na-
laze monociti/makrofagi (60-80% od ukupnih
stanica), dok se bazofili u istom rijetko nalaze.
Klini¢ki znacaj obje vrste stanica je nepoznat
(13). Mezotelne stanice predstavljaju normalan
nalaz u uzorcima pleuralnog izljeva i ¢ine do
5% stanica s jezgrom. Njihov broj moze biti po-
visen kod pneumonije, infarkta pluc¢a i mali-
gnih bolesti. Klinicko znacenje mezotelnih sta-
nica je u iskljucivanju tuberkuloze; stoga ukoli-
ko je u pleuralnoj tekudini prisutno > 5% me-
zotelnih stanica, dijagnoza tuberkuloze nije
vjerojatna (13).

U slucaju nalaza atipi¢nih stanica (tumorske,
atipicne, reaktivne mezotelne stanice itd.) tije-

kom morfoloske analize uzorka pleuralne te-
kucine (koriste¢i hemocitometar ili vidljive iz
znacajne razlike izmedu ukupnog broja stani-
ca s jezgrom (tj. svih stanica koje sadrze jezgru)
i broja leukocita s automatskog brojaca) treba
odgovornog klini¢ara koji je analizu zatrazio
obavijestiti o nalazu i istaknuti potrebu za cito-
loSkom analizom (vidi 3.1.3 Poslijeanaliticka
faza).

Amilaza

Amilazu treba odredivati u pleuralnom izlje-
vu u slu¢aju sumnje na pankreatitis, malignu
bolesti, rupturu jednjaka, pseudocistu gu-
Sterace i cirozu jetre (Stupanj 1) (5,22,50-52).

Visoke aktivnosti amilaze u pleuralnim izljevi-
ma podrazumijevaju aktivnost amilaze koja je
veca od serumske GGRI za amilazu ili je omjer
aktivnosti amilaze u pleuralnoj tekucini i seru-
mu >1. lako se njeno odredivanje ne preporu-
Cuje, aktivnost lipaze iz uzorka pleuralnog iz-
ljeva moze pomodi u razlikovanju visokih ak-
tivnosti amilaze u istom. Aktivnosti amilaze su
visoke kod rupture jednjaka ili maligne bolesti
zbog prisutnosti povisenih vrijednosti salivar-
nog izoenzima (s niskom aktivnosti lipaze).
Pankreasni izoenzim amilaze ¢e pak biti povi-
$en u pleuralnim izljevima koji su povezani s
bolestima pankreasa (s visokom aktivnosti li-

TaBLIcA 2. Poremecaji povezani s neutrofilijom, limfocitozom i eozinofilijom u pleuralnoj tekucini

Neutrofilija
Bakterijska pneumonija (parapneumonijski izljev)

Plu¢ni infarkt
Pankreatitis

Rana tuberkuloza

Reumatski pleuritis

Obic¢no prisutno u > 10% transudata

Zagreb, sijecanj 2020.

Limfocitoza
Tuberkuloza

Virusna infekcija
Maligne bolesti
Hilotoraks

Obic¢no prisutno u > 30%
transudata

Eozinofilija Reference
Pneumotoraks
Maligne bolesti
Trauma
(hemotoraks)
34,38,47,48

Plu¢ni infarkt

Kongestivno zatajenje srca

Parazitarne, gljivi¢ne infekcije
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paze). Interpretacija visokih aktivnosti amilaze
u pleuralnim izljevima prikazana je u Dodatku
2 (5,18,24,52).

Adenozin-deaminaza

Aktivnost adenozin-deaminaze (ADA) u ple-
uralnom izljevu tocan je i koristan pokazatelj
tuberkuloznog pleuritisa. Treba se odrediva-
ti kod bolesnika sa suspektnim tuberkulo-
znim izljevom kako bi se isti razlikovao od iz-
ljeva malignog porijekla (Stupanj 2) (53-55).

Dijagnoza tuberkuloznog pleuritisa se utvrdu-
je kombinacijom nalaza mikroskopskog pre-
gleda pleuralnog izljeva i njegove mikrobio-
loske analize. Medutim, pozitivan mikrobiolos-
kih nalaz prisutan je u samo 36% bolesnika s
tuberkuloznim izljevima, $to u kombinaciji s
nespecificnim simptomima oteZava razlikova-
nje tuberkuloznog pleuritisa od malignih pleu-
ralnih izljeva (23,53,54). lako se biopsija tkiva
pleure smatra se najpouzdanijom potvrdnom
metodom za dijagnozu tuberkuloznih pleural-
nih eksudata, biomarkeri u pleuralnoj tekucini
istrazivani su kao alternativa ovom invazivhom
dijagnostickom postupku. Adenozin-deamina-
za se oslobada tijekom imunoloskog odgovora
pleure na prisutnost Mycobacterium tuberculo-
sis i jednostavno se odreduje u uzorcima pleu-
ralne teku¢ine automatiziranim metodama.
Aktivnosti ADA-e su znacajno povisene u tu-
berkuloznom pleuritisu. Nedavne meta-anali-
ze su pokazale da grani¢na vrijednost ADA od
> 40 U/L ima skupnu osjetljivost od 92% i spe-
cificnost od 90%. Medutim, prediktivne vrijed-
nosti ADA-e ovise o lokalnoj prevalenciji tuber-
kuloze, a lazno povisene aktivnosti ADA-e
mogu se naci u parapneumonijskim izljevima i
empijemu. Stoga se vrijednosti ADA-e trebaju
tumaciti u skladu s klini¢kim simptomima, mi-
krobioloskom analizom i rezultatima biopsije
pleure (53-55).

pH

e u uzorcima pleuralne tekucine treba odre-
diti kod bolesnika s parapneumonijskim iz-
ljevom. Vrijednosti pH > 7,30 ukazuju na po-
trebu za farmakoloskim lijeCenjem, dok vri-
jednosti pH < 7,20 (i/ili LD u uzorku pleural-
ne tekucine > 3 puta od serumske GGRI)
ukazuju na prisutnost kompliciranog para-
pneumonijskog izljeva i potrebu za njego-
vim uklanjanjem kirurskim putem (Stupanj
2) (5,18,22,23).

pH u uzorku pleuralne tekudine treba odredi-
vati koriste¢i acidobazne analizatore. Lakmus
papir i pH-metri nisu dovoljno to¢ni za dono-
Senje klinickih odluka (14,24,32,33). Ostale pa-
rametre acidobazne ravnoteze dobivene anali-
zom uzorka pleuralne tekucine acidobaznim
analizatorom ne treba izdavati (vidi 3.1.1.3
Uzorkovanje i rukovanje uzorcima pleuralne
tekucine). Ukoliko je izmjerena vrijednost pH
niska (< 7,35), moze se odrediti i pH iz uzorka
arterijske krvi kako bi se iskljucila sistemska
acidoza (5,23).

Ako nije moguce odrediti pH, u uzorku pleu-
ralne tekucine treba odrediti glukozu. Koncen-
tracije glukoze u uzorku pleuralne tekucine su
u uskoj korelaciji s pH. Niska vrijednost kon-
centracije glukoze (< 3.4 mmol/L) u uzorku ple-
uralne tekucine ukazuje na kompliciran para-
pneumonijski izljev, ali se moze nadi i kod mali-
gnih bolesti, tuberkuloze te reumatske bolesti.
Zbog niske specificnosti i slabijih dijagnostic-
kih znacajki u usporedbi s pH u pleuralnom iz-
ljevu, nalaz glukoze iz uzorka pleuralne tekudi-
ne treba tumacditi u skladu s klinickom slikom
(14,18,23).

Kolesterol i trigliceridi

U procjeni hiloznog pleuralnog izljeva (tj. za
dokazivanje primjesa limfe u uzorku pleural-

Zagreb, sijecanj 2020.
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nog izljeva) treba koristiti istovremeno odre-
divanje kolesterola i triglicerida u uzorku
pleuralne tekucine (Stupanj 1) (5,18,23,56-
58).

Hilozni izljev (ili hilotoraks) nastaje kao poslje-
dica nakupljanja hilozne tekucine ili limfe u
pleuralnom prostoru zbog njenog izlijevanja iz
torakalnog duktusa ili drugih limfnih zila (od-
nosno zbog njihovog ostecenja ili opstrukcije).
Najces¢i uzroci su maligne bolesti (primjerice
Hodgkinov limfom) i traume. lako su sli¢cnog
izgleda, hilozne izljeve treba razlikovati od pse-
udohiloznih zbog njihove razliCite etiologije i
razli¢itog pristupa terapiji. Hilozni izljev je pre-
tezno sastavljen od hilomikrona, stoga sadrzi
visoke koncentracije triglicerida. Suprotno
tome, pseudohilozni (ili hiliformni) izljevi su
bogati kolesterolom, a nastaju kao posljedica
kroni¢ne upale pleure (primjerice tuberkulo-
znog ili reumatskog pleuralnog izljeva). Uobi-
Cajeno je da se trigliceridi i kolesterol u pleural-
nom izljevu odreduju istovremeno kako bi se
iskljucila prisutnost pseudohilotoraksa
(5,14,23,24,27,57).

Koncentracije triglicerida > 1.2 mmol/L i kole-
sterola < 5.2 mmol/L u uzorku pleuralne teku-
¢ine povezuju se s prisutnos¢u hiloznog izlje-
va. Pseudohilozni izljevi imaju koncentracije
triglicerida < 1.2 mmol/L i kolesterola > 5.2
mmol/L (18,22,27,56,58).

Kreatinin

Kreatinin u uzorcima pleuralne tekucine tre-
ba odredivati iskljucivo u slu¢ajevima sum-
nje na prisutnost urinotoraksa (tj. za dokazi-
vanje primjesa mokrace u uzorku pleural-
nog izljeva). Omjer kreatinina u uzorku pleu-
ralne tekucine i serumu > 1 smatra se te-
meljnim obiljezjem urinotoraksa, ali se treba
uvijek tumaciti u skladu s ostalim klinickim
pokazateljima (Stupanj 1) (5,14,59).

Zagreb, sijecanj 2020.

Urinotoraks (odnosno nakupljanje mokrace u
pleuralnom prostoru) rijetki je uzrok pleural-
nog izljeva, a moZe nastati kao posljedica op-
strukcije mokra¢nog sustava uslijed maligne
bolesti, fibroze, kamenca, fizicke (nastale ozlje-
dom) ili kirurSke traume. Kreatinin je osjetljiv i
specifitan pokazatelj prisutnosti primjesa mo-
krace u pleuralnom izljevu. Urinotoraks je
obi¢no transudat (zbog prisutnosti niske kon-
centracije proteina u takvim uzorcima). Medu-
tim, ako su u uzorku prisutne povisene aktiv-
nosti LD, pleuralni izljev se moze pogresno kla-
sificirati kao eksudat. Ta se Cinjenica treba uzeti
u obzir prilikom tumacenja Light-ovih kriterija
kod klinicke sumnje na urinotoraks. Urinoto-
raks je obiljezen izrazito povisenim koncentra-
cijama kreatinina u uzorku pleuralne tekucine
(177 - 884 umol/L) u usporedbi s koncentraci-
jama kreatinina u uzorku seruma koji je uzor-
kovan u isto vrijeme. Osim toga, omjer kreati-
nina u pleuralnoj tekudini i serumu smatra se
biokemijskim kriterijem za postavljanje dija-
gnoze urinotoraksa: ako je omjer > 1 potvrdu-
je se prisutnost urinotoraksa (5,58-61) .

Tumorski biljezi

Ne preporuca se rutinsko odredivanje poje-
dina¢nog tumorskog biljega ili njihove kom-
binacije za postavljanje dijagnoze malignog
pleuralnog izljeva. Tumorske biljege u uzor-
ku pleuralne tekucine treba odredivati is-
kljucivo u slucaju citoloskog nalaza koji nije
jednoznacan (Stupanj 1) (38,62).

Citoloska analiza uzorka pleuralne tekucine
ima visoku dijagnosti¢ku specifi¢nost i nisku
dijagnosticku osjetljivost (50-60%) u razlikova-
nju malignog od ne-malignog uzroka naku-
plianja pleuralne tekucine. Razli¢iti tumorski
biljezi, poput karcinoembrionalnog antigena
(engl. carcinoembryonic antigen, CEA), ugljiko-
hidratnog antigena (engl. carbohydrate anti-
gen, CA) 19-9, CA 125, CA 15-3, citokeratinskog
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fragmenta 19 (engl. cytokeratin-19 fragment,
CYFRA 21-1), neuron specifi¢tne enolaze (engl.
neuron-specific enolase, NSE) i dr., istrazivani su
u svrhu poboljsanja diferencijalne dijagnostike
pleuralnog izljeva malignog i ne-malignog
uzroka. Medutim, njihova je korisnost ograni-
¢ena zbog male dijagnosticke osjetljivosti
(5,14,18). Ukoliko se sumnja na maligni pleural-
ni izljev, a citoloski nalaz je negativan, ili se tra-
ga za primarnim sijelom tumora, odredivanje
tumorskih biljega u uzorku pleuralnog izljeva
moze posluziti kao komplementarni dijagno-
sti¢ki alat nalazu biopsije pleure (14,62,63).

3.1.3 Poslijeanaliticka faza

Nalaz laboratorijske analize pleuralne tekuci-
ne treba sadrzavati rezultat odredivanja te
vrstu tekucine koja se analizirala (5,10). Labo-
ratoriji trebaju na nalazu navesti granice kli-
nicke odluke i podatke za tumacenje nalaza
ovisno o provedenoj analizi u pleuralnoj te-
kucini, kako bi se klinicarima olak3alo klini¢-
ko tumacenje i donosenje klinicke odluke
(Tablica 3 i Dodatak 2) (Stupanj 1) (2,5,18,23).

Ako metode koje se koriste u analizi uzorka
pleuralne tekucine nisu validirane, tu Cinjeni-
cu treba jasno istaknuti u napomeni nalaza.
Dodatno, treba kontaktirati klinicara koji je
pretragu zatrazio i objasniti mu ogranicenja
koriStene metode (vidi primjer u Tablici 3)
(Stupanj 1) (2,5.17).

Laboratoriji trebaju validirati stabilnost ana-
lita u uzorku pleuralne tekucine, kako bi se
odredili uvjeti pohrane koji su prihvatljivi za
naknadne analize i/ili ponavljanje analize iz
specifitnog uzorka (Stupanj 1) (2,64).

Laboratoriji se snazno poticu da rezultate
dobivene iz uzorka pleuralne tekucine javlja-
ju i komentiraju s odgovornim klinicarom
koji je analize zatraZio. Na taj nacin doprino-
se pravovremenom postavljanju dijagnoze,

lijecenju bolesnika i mogu dati savjet u slu-
Caju dodatnih zahtjeva za analizom. Nalazi
laboratorijske analize uzoraka pleuralne te-
kucine trebaju sadrzavati standardizirane in-
terpretativne komentare (Tablica 3) (Stupanj
1) (21,65,66).

Pleuralni se izljevi ne nakupljaju kod zdravih
osoba, a invazivnost samog postupka torako-
centeze prijeci uzorkovanje u referentnoj po-
pulaciji. Upravo je zato nedostatak odgovara-
jucih referentnih intervala, koji bi se koristili u
tumaceniju rezultata, najvazniji poslijeanaliticki
problem u laboratorijskoj analizi pleuralne te-
kucine.

Kako bi se olak3alo tumacenje dobivenih nala-
za, rezultate laboratorijske analize pleuralne
tekucine treba izdavati u usporedbi s odgova-
rajuc¢im rezultatima istovremeno uzorkovanog
uzorka seruma (2,5,17,22).

U ovom dokumentu navedene su granice kli-
nicke odluke u laboratorijskoj analizi pleuralne
tekucine za klinicki korisne analite. Navedene
granice klini¢cke odluke trebaju se implementi-
rati u tumacenju rezultata kod analize specifi¢-
nih vrsta seroznih tekucina (Dodatak 2).

Prema dostupnim literaturnim podacima, sta-
bilnost proteina i albumina u uzorku pleuralne
tekucine je 7 dana na sobnoj temperaturi (na
21-25°C), na 4°C i na temperaturi od -20°C.
Kolesterol u uzorku pleuralne tekucine je sta-
bilan 4 dana na sobnoj temperaturi, te 14 dana
na temperaturi od 4°C i —20°C. Trigliceridi su u
uzorku pleuralne tekucine stabilni 4 sata na
sve tri navedene temperature. Glukoza u pleu-
ralnoj tekudini je stabilna 2 sata na sobnoj tem-
peraturi te 7 dana na 4°Ci -20°C. Stabilnost LD
u pleuralnoj tekucini je ogranicena na 4 sata
na sobnoj temperaturi, te 1 dan na 4°C, dok se
zbog nestabilnosti LD na —20°C uzorci pleural-
ne tekucine ne smiju pohraniti u zamrzivacu
(2,28,64). Za potrebe odredivanja Leu i njihove

Zagreb, sijecanj 2020.
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TaBLIcA 3. Primjer preporu¢enog izgleda nalaza

Granice odluke/Tumacenje

Transudati su bistri, svijetlozuti, bez mirisa, nisu viskozni.
Eksudati su zamuceni, mutni, mlije¢ni, krvavi i skloni su grusanju.

Eksudacijski izljevi zadovoljavaju barem jedan od sljedecih kriterija:
1. omjer proteina u pleuralnoj tekudini i serumu > 0,5

2. omjer LD u pleuralnoj tekucini i serumu > 0,6

3. aktivnost LD u pleuralnoj tekucini > 2/3 GGRI za LD u serumu

Transudati imaju gradijent albumina > 12 g/L, a eksudati imaju

Test/Analit Rezultat Jedinica
(PT) Izgled /
Omjer proteina PT/serum /
Omijer LD PT/serum /
(PT)LD U/L
Gradijent albumina g/L
(PT) Kolesterol mmol/L
Omijer kolesterola PT/serum /

Napomena:

gradijent albumina < 12 g/L.
Eksudati imaju kolesterol >1,2 mmol/L.

Kod eksudata je omjer kolesterola PT/serum > 0,3.

(npr. ,Uzorak dobiven traumatskom punkcijom. Nije moguce iskljuciti utjecaj na rezultate analize.”)

Interpretativni komentar:

(npr. ,Analize ukazuju da je izljev transudat/eksudat.” ili ,Moguce interferencije zbog razlike u matriksu nije moguce iskljuciti;

rezultate treba tumaciti u odnosu na klinicku sliku.”)

Ova tablica predstavlja preporuceni izgled nalaza za analize koje se izvode u uzorcima pleuralne tekucine. Predlozak se moze
prilagoditi (i prosiriti) prema potrebama svakog pojedinog laboratorija, ovisno o naj¢es¢im vrstama ETT i analizama koje se izvode.
PT - pleuralna tekucina. LD - laktat-dehidrogenaza. GGRI - gornja granica referentnog intervala.

diferencijacije, uzorci pleuralne tekucine uzor-
kovani s EDTA mogu se pohraniti do 2 dana na
4°C (67). U idealnim uvjetima, laboratoriji tre-
baju u vlastitom rutinskom okruzenju validirati
stabilnost pojedinacnih analita u uzorcima ple-
uralne tekudine (2,5).

Interpretativni komentari mogu se odnositi na
predanaliticku i analiticku fazu laboratorijske
analize pleuralne tekucine. U obzir treba uzeti
samo interpretativne komentare koji imaju kli-
nicku vrijednost (npr. moguce zakljucke proi-
zasle iz rezultata, moguce dodatne analize
koje doprinose diferencijalnoj dijagnostici). Ko-
mentari moraju biti standardizirani (unaprijed
odredeni) od strane laboratorija te moraju biti
napisani jasnim i jednoznacnim jezikom (Tabli-
ca 3). Ako se LIS koristi za generiranje standar-
diziranih komentara za analizu pleuralne teku-
¢ine, na nalazu treba navesti relevantnu litera-
turu koja se koristila kao izvor za osmisljavanje
komentara. Ako se interpretativni komentari
navode u obliku slobodnog teksta, na nalazu
treba biti jasno vidljivo tko je osoba odgovor-
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na za komentiranje. Interpretativni komentari
navedeni na nalazu ne trebaju zamijeniti prak-
su izravnog komuniciranja i tumacenja rezulta-
ta s odgovornim klinickim osobljem (65,66).

3.2 PERIKARDIJALNA TEKUCINA

Mali volumeni perikardijalne tekucine (15-50
mL) ispunjavaju perikardijalnu Supljinu i olak-
$avaju gibanje srca prilikom kontrakcije i relak-
sacije. Najces¢i uzrok perikardijalnog izljeva je
akutni perikarditis bakterijskog, tuberkuloznog
ili gljivicnog porijekla. Osim toga, izljev moze
biti posljedica i infarkta miokarda, maligne bo-
lesti, uremije i ozljede medijastinuma
(5,6,18,22). Suprotno dobro utvrdenim postup-
cima laboratorijske analize pleuralne tekucine,
korisnost parametara za analizu perikardijalne
tekucine nije opsezno istrazivana, prvenstve-
no zbog invazivnosti postupka uzorkovanja.
Perikardiocenteza, postupak uklanjanja peri-
kardijalne tekucine u dijagnosticke ili terapij-
ske svrhe, je indicirana u slucaju prisutnosti
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srednjeg/velikog perikardijalnog izljeva neja-
sne etiologije, zatim kod sumnje na gnojni, tu-
berkulozni ili maligni perikarditis, ili u slu¢aju
prisutnosti hemodinamske nestabilnosti s pri-
jetecom tamponadom srca. Laboratorijska
analiza uzorka perikardijalne tekucine zapoci-
nje pretragama za razlikovanje transudacij-
skog od eksudacijskog izljeva. Opcenito, ovaj
pristup pojednostavljuje dijagnosti¢ki postu-
pak, a potvrda prisutnosti transudacijskog iz-
lijeva ukazuje na postojanje sistemske bolesti i
iskljuCuje potrebu za daljnjom laboratorijskom
obradom (Slika 2) (18,23,68).

3.2.1 Predanaliticka faza

Preporuke iz predanaliticke faze koje se od-
nose na uputnicu, identifikaciju bolesnika i
uzorka, uzorkovanje i rukovanje uzorcima te

procjenu kvalitete uzorka za pleuralnu teku-
¢inu trebaju se primijeniti i u analizi perikar-
dijalne tekucine (Stupanj 1).

3.2.2 Analiti¢ka faza

3.2.2.1 Izgled perikardijalne tekucine

Izgled perikardijalne tekucine treba odrediti
neposredno nakon prijema uzorka i prije cen-
trifugiranja. Izgled perikardijalne tekuéine ne
treba koristiti kao jedini kriterij za razlikovanje
transudata od eksudata (Stupanj 1) (6,22,23).

Normalna perikardijalna tekucina je bistra i
svijetlozuta Zuta, dok je zamucena (serosan-
gvinozna) prisutna kod infekcija ili malignih

Uzorak perikardijalne tekucine

:

Korak 1. Izgled - vizualni pregled necentrifugiranog uzorka

:

Korak 2. Razlikovanje transudata i eksudata:

1. Light-ovi kriteriji - istovremeno odredivanje ukupnih

proteina i laktat-dehidrogenaze u perikardijalnoj

tekudini i serumu

2. Dodatne razlikovne analize - gradijent albumina u
serumu i perikardijalnoj tekucini, kolesterol u

perikardijalnoj tekucini

Transudat -
ne zahtijeva
daljnju
dijagnosticku
obradu

Korak 3. Laboratorijska analiza eksudata:

- Adenozin-deaminaza

SLIKA 2. Algoritam za laboratorijsku analizu perikardijalne tekuéine

Zagreb, sijecanj 2020.
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bolesti. Krvava perikardijalna tekucina moze
biti uzrokovana sréanom rupturom, punkcijom
ventrikula tijekom perikardiocenteze ili trau-
matskom perikardiocentezom. Mlijecni izgled
perikardijalne tekudine ukazuje na prisutnost
hiloperikarda (6,22,23).

3.2.2.2 Razlikovanje transudata i eksudata

Granic¢ne vrijednosti za Light-ove kriterije, gra-
dijent albumina i kolesterol koje se odnose na
pleuralnu tekucinu trebaju se koristiti za razli-
kovanje perikardijalnih eksudata od transuda-
ta. lako su dostupni ograni¢eni dokazi koji opi-
suju upotrebu Light-ovih kriterija u razlikova-
nju perikardijalnih tekucina (uz iste grani¢ne
vrijednosti kao za pleuralnu tekucinu), svi oni
pokazuju njihove dobre dijagnosticke znacaj-
ke (Slika 2, Dodatak 2). Medutim, rezultate tre-
ba uvijek tumaciti uzimajuci u obzir i klinicke
simptome (Stupan;j 2) (18,69,70).

Slicno pleuralnom izljevu, najvece stope po-
gredno klasificiranih transudata u eksudate na-
dene su u bolesnika koji su primali terapiju di-
ureticima. Koristed¢i gradijent albumina < 12
g/L u prepoznavanju perikardijalnih eksudata
dobivena je osjetljivost od 90% i specificnost
od 89%. Granic¢na vrijednost kolesterola u peri-
kardijalnom eksudatu od > 1,6 mmol/L posti-
gla je osjetljivost od 71% i specificnost od 83%
(71). Drugo je pak istrazivanje pokazalo da iako
je sastav normalne perikardijalne tekucine bio
slican sastavu seruma/plazme, aktivnosti LD u
perikardijalnoj tekucini bile su 2,4 puta vise od
onih u serumu, dok su koncentracije proteina
iznosile 0,6 od onih nadenih u serumu. Stoga
je korisnost odredivanja ukupnih proteina i LD
u perikardijalnoj tekucini od ogranicene vrijed-
nosti jer uzorci transudacijske perikardijalne
tekucine zadovoljavaju Light-ove kriterije za
eksudat (prilikom razlikovanja pleuralne teku-
¢ine) (69). Nadalje, ukupan broj stanica i njiho-
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va diferencijacija, LD, proteini i glukoza, kao
pojedinacne analize ili kao dio racunskih omje-
ra, pokazuju slabe razlikovne znacajke u pre-
poznavanju uzroka perikardijalnog izljeva (72).

3.2.2.3 Analiza eksudacijskih perikardijalnih
izljeva

Aktivnost ADA u perikardijalnoj tekucini treba
odredivati u prepoznavanju tuberkuloznog
perikarditisa. Predlozena grani¢na vrijednost
ADA za dijagnozu tuberkuloznog perikarditisa
je =40 U/L (Dodatak 2) (Stupanj 2) (73).

Analiza eksudacijskih perikardijalnih izljeva
najcesce je usmjerena na razlikovanje malignih
od ne-malignih izljeva (pomocu citoloske ana-
lize) i/ili na potvrdu specifi¢cne dijagnoze koja
je uzrokovala izljev (npr. infekcija) (6). Trenutno
dostupni znanstveni dokazi koji se odnose na
laboratorijsku analizu eksudacijskih perikardi-
jalnih izljeva su ograniceni. Analiza perikardi-
jalnog izljeva moze ukljucivati odredivanje
broja stanica, glukoze, ukupnih proteina i LD
(70). Ukupni broj stanica i njihova diferencijaci-
ja imaju ogranicenu dijagnosticku vrijednost u
procjeni perikardijalnog izljeva. Ukupan broj
leukocita > 10 x10°/L ukazuje na bakterijski, tu-
berkulozni ili maligni perikarditis (6,23,70).

Odredivanje pH u uzorku perikardijalne teku-
¢ine nema klinicku vrijednost (74). Hilozni i
pseudohilozni perikardijalni izljevi mogu se ra-
zlikovati odredivanjem triglicerida i kolesterola
u uzorcima perikardijalne tekudine. U tu svrhu
mogu se primijeniti iste granice odlucivanja
kao i za pleuralnu tekucinu (6,22,70).

3.2.3 Poslijeanaliticka faza

Preporuke za poslijeanaliticku fazu koje se
odnose na analizu pleuralne tekudine treba-
ju se primijeniti i na poslijeanaliticku fazu
analize perikardijalne tekucine (Stupanj 1).
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3.3 PERITONEALNA TEKUCINA (ASCITES)

Peritonealni prostor je Supljina oblozena slo-
jem mezotelnih stanica koja fizioloski sadrzi do
50 mL peritonealne tekucine nastale ultrafiltra-
cijom plazme (23). Peritonealni izljev (ascites)
odnosi se na patolosko nakupljanje tekucine u
peritonealnom prostoru zbog povecanog
stvaranja tekucine ili njenog smanjenog ukla-
njanja. Najcesc¢i uzroci ascitesa su ciroza jetre,
maligne bolesti, zatajenje srca, tuberkuloza,
nefrotski sindrom, bakterijski peritonitis i pan-
kreatitis (18,23,75-77).

Radioloski i ultrazvu¢ni dijagnosticki postupci,
te kompjuterizirana tomografija (CT) omogu-
¢avaju otkrivanje malih volumena peritoneal-
ne tekucine i pomazu u procjeni moguceg
uzroka ascitesa. Medutim, dijagnosticka para-
centeza kod svih bolesnika s ascitesom, a pret-
hodno terapijskoj intervenciji, smatra se os-
novnim postupkom u iskljucivanju spontanog
bakterijskog peritonitisa (SBP-a) i drugih uzro-
ka ascitesa osim ciroze. Nadalje, dijagnosticka
paracenteza indicirana je u bolesnika s novo-
nastalim ascitesom, u bolesnika kojima je po-
trebna hospitalizacija zbog prisutnosti ascitesa
i kod bolesnika s ascitesom popracenim nera-
zjaSnjenim  klinickim pogor3anjem (78-81).
Analiza peritonealne tekucine smatra se ispla-
tivom i brzom metodom za utvrdivanje etiolo-
gije ascitesa (23,27,82).

3.3.1 Predanaliticka faza

Preporuke iz predanaliticke faze koje se od-
nose na uputnicu, identifikaciju bolesnika i
uzorka, uzorkovanje i rukovanje uzorcima te
procjenu kvalitete uzorka za pleuralnu teku-
¢inu trebaju se primijeniti i u analizi ascitesa
(Stupanj 1).

3.3.2. Analiti¢ka faza

3.3.2.1 Izgled ascitesa

Izgled ascitesa treba odrediti nakon prijema
uzorka i prije centrifugiranja. Izgled ascitesa
treba koristiti kao pomo¢ u razjasnjavanju
njegove etiologije, a ne kao jedini kriteriji za
diferencijalnu dijagnozu nakupljanja tekuci-
ne (Stupanj 1) (21,23,77).

Normalan ascites je bistar i blijedozut. Ako je
krvavi izgled ascitesa uzrokovan traumatskom
punkcijom, uzorak stajanjem po uzorkovanju
pokazuje sklonost zgrusavanju te se na kraju i
izbistri. Ako mlije¢ni izgled zaostaje i nakon
centrifugiranja, to ukazuje na prisutnost limfe
u uzorku (odnosno na hilozni ili pseudohilozni
izljev koji obiluje hilomikronima s visokim kon-
centracijama triglicerida). Gnojni ascites se po-
vezuje s intra-abdominalnom infekcijom. Mo-
guca tumacenja izgleda peritonealne tekucine
prikazana su u Tablici 4 (23,27,75).

3.3.2.2 Razlikovanje peritonealnih izljeva

Gradijent albumina u serumu i ascitesu
(SAAG), odnosno razliku izmedu koncentra-
cija albumina u serumu i ascitesu, treba kori-
stiti za razlikovanje peritonealnih izljeva
uzrokovanih portalnom hipertenzijom od
onih uzrokovanih drugim patofizioloskim
mehanizmima. Peritonealni izljevi sa SAAG >
11 g/L trebaju se klasificirani kao izljevi viso-
kog gradijenta albumina i smatrati transuda-
tima. Suprotno tome, peritonealni izljevi sa
SAAG < 11 g/L trebaju se klasificirati kao iz-
ljevi niskog gradijenta albumina, odnosno
kao eksudati (Slika 3) (Stupanj 1) (21,23,78-
80,82-84).

Zagreb, sijecanj 2020.
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TaBLICA 4. Interpretacija moguceg izgleda peritonealne tekucine

Izgled Moguce klinicko znacenje Reference
Bistar, svijetlozut Ciroza, nije potrebna daljnja laboratorijska obrada
Tamno Zuta, zapjenjen Moguca prisutnost bilirubina, Zutica

Hilozni ili pseudohilozni ascites kod ciroze, infekcije, maligne bolesti,

Ll kongenitalne malformacije
Krvav Maligne bolesti, tuberkulozni peritonitis, abdominalna trauma, pankreatitis
Zamucen, gnojni Bakterijski peritonitis, pankreatitis ili maligne bolesti 21,23,27,75,77
Tamnosmed (boje caja) Pankreasni ascites
Crni Hemoragi¢ni pankreatitis, maligni melanom
Tamni, slican melasi Perforacija crijeva
Zelen, smed Prisutnost zuci, perforacija zucr)og'mjehura?, perforac'ué crijeva, duodenalni
ulkus, kolecistitis, akutni pankreatitis
Uzorak peritonealne tekucine
Korak 1. Izgled - vizualni pregled necentrifugiranog uzorka
Korak 2. Razlikovanje transudata i eksudata koristeci
gradijent albumina u serumu i ascitesu (odnosno razliku
u koncentraciji albumina odredenu iz istovremeno
uzorkovanih uzoraka seruma i ascitesa)
Izljevi visokog gradijenta albumina Izljevi niskog gradijenta albumina
(odnosno transudati) - kod ciroze, (odnosno eksudati) - kod maligne
zatajenja srca, alkoholnog hepatitis, bolesti, bolesti zuci i pankreasa,
metastaza u jetri, tromboze portalne tuberkuloznog peritonitisa,
vene, ili mijeSanog porijekla nefrotskog sindroma, opstrukcije

crijeva

. . . - Korak 3. ific li i Ine izljeve:
Korak 3. Specifi¢ne analize za peritonealne izljeve: orak 3. Specificne analize za peritonealne izljeve
- Trigliceridi

- Amilaza

- Adenozin-deaminaza

Broj neutrofila u peritonealnoj tekucini u slucaju
spontanog bakterijskog peritonitisa

SLiKA 3. Algoritam za laboratorijsku analizu peritonealne tekucine

Zagreb, sijecanj 2020.
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Tradicionalni koncept transudata/eksudata za
razlikovanje peritonealnog izljeva, koji se te-
melji na pretpostavci da visoke koncentracije
ukupnih proteina u ascitesu mogu pomodi u
prepoznavanju eksudata, treba napustiti. Za-
pravo, kada su primijenjene tradicionalne gra-
ni¢ne vrijednosti ukupnih proteina u rasponu
od 25-30 g/L, mnogi su maligni i infektivni
uzorci peritonealnog izljeva pogresno su klasi-
ficirani kao transudati; dok su izljevi bolesnika
s cirozom i zatajenjem srca pogresno klasifici-
rani kao eksudati. Stovi$e, uzorkovanjem peri-
tonealnih izljeva zdravih Zena pokazano je da
su koncentracije ukupnih proteina oko 40 g/L,
¢ime se takvi izljevi svrstavaju u eksudacijske.
Konacno, tradicionalni koncept ne uzima u ob-
zir mogucnost pojave mijeSanog ascitesa (od-
nosno ascitesa nastalog kombinacijom portal-
ne hipertenzije i drugog poremecaja)
(21,23,75,77,84).

Slabe dijagnosti¢ke znacajke ukupnih proteina
dovele su do istrazivanja korisnijih dijagnostic-
kih pokazatelja (i njihovih kombinacija) za ra-
zlikovanje peritonealne tekucine (23,84,85).
Primjerice, Boyer-ovi kriteriji (koji ukljucuju
odredivanje ukupnih proteina i LD u ascitesu i
serumu), zatim omjer bilirubina u ascitesu i se-
rumu, kolesterol u ascitesu, omjer kolesterola
u ascitesu i serumu te model koji kombinira
koncentracije ukupnih proteina, LD, ¢imbenika
nekroze tumora a (TNF-a), komplementa C4 i
haptoglobina u ascitesu, predlozeni su kao po-
tencijalni biljezi za prepoznavanje eksudacij-
skog peritonealnog izljeva. Medutim, nedosta-
tak ponovljivih dokaza onemogucio je njihovu
primjenu u praksi (23,75).

Gradijent albumina u serumu i ascitesu nije
ovisan o propusnosti peritonealne membrane,
odrazava prisutnost/odsutnost portalne hiper-
tenzije i smatra se fizioloSkom alternativom
tradicionalnom konceptu transudata/eksuda-
ta. Ako je portalna hipertenzija uzrokom naku-
pljanja peritonealne tekucine, osmotski gradi-

jent izmedu seruma i ascitesa povecat ce se
kako bi se kompenzirao visoki hidrostatski tlak.
Koriste¢i SAAG grani¢nu vrijednost od 11 g/L,
peritonealni izljevi se mogu razlikovati na one
povezane s portalnom hipertenzijom (odno-
sno izljeve visokog gradijenta albumina koji se
pojavljuju kod ciroze, zatajenja srca, alkohol-
nog hepatitisa, metastaza u jetri, tromboze
portalne vene i ascitesa mijeSanog porijekla), i
one povezane s normalnim portalnim tlakom
(odnosno izljeve niskog gradijenta albumina
koji se pojavljuju kod maligne bolesti, bilijar-
nog i pankreasnog ascitesa, tuberkuloznog
peritonitisa, nefrotskog sindroma, opstrukcije
crijeva) (23,75,79,83,84,86). U usporedbi s uku-
pnim proteinima, SAAG postize dijagnosticku
tocnost od 97% (uz osjetljivost od 95% i speci-
ficnost od 95%) u prepoznavanju eksudacijskih
ascitesa (77,78,82). Ta razlika u dijagnostickim
znacajkama moze se objasniti Cinjenicom da je
SAAG izravno proporcionalan portalnoj hiper-
tenziji, dok su ukupni proteini obrnuto propor-
cionalni portalnom tlaku, ali u izravnoj vezi s
ukupnim proteinima u serumu (23,77,82,84).

Unato¢ nadmoc¢nosti SAAG-a, njegove vrijed-
nosti treba tumaciti s oprezom, imajuci na
umu nekoliko metodoloskih problema u odre-
divanju albumina. Koncentracije albumina (u
uzorcima seruma i ascitesa) mogu se odrediva-
ti  koriste¢i spektrofotometrijske metode
(bromkrezol zelenilom). Alternativno, za njiho-
vo se odredivanje mogu koristiti i nefelome-
trijske metode. Odredivanje koncentracije al-
bumina u niskom koncentracijskom podrucju
je analiticki izazovno. Bolesnici s cirozom
mogu imati vrlo niske koncentracije albumina
u serumu (odnosno < 15 g/L), $to moze rezulti-
rati izraCunom netocno niskih vrijednosti
SAAG-a. Spektrofotometrijske metode za
odredivanje albumina precjenjuju koncentra-
cije albumina u niskom koncentracijskom po-
drucju u usporedbi s imunokemijskim meto-
dama (23,27,75). Metode s bromkrezol zeleni-
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lom u niskom su koncentracijskom podrucju
podlozne interferenciji transferinom i lipopro-
teinima, $to se posebno odnosi na analizu pe-
ritonealne tekucine (npr. u hiloznom ascitesu,
zbog interferencije lipoproteinima, koncentra-
cije albumina mogu biti lazno precijenjene).
Nadalje, koncentracije globulina doprinose
osmotskom tlaku, ali su obrnuto proporcional-
ne albuminu. Stoga, prisutnost hiperglobuli-
nemije (> 50 g/L) moze uzrokovati lazno snize-
nu vrijednost SAAG (23,87). Albumin je osjetljiv
na razlic¢ite predanaliticke ¢imbenike, kao $to
su polozaj tijela, produljena staza zbog duljeg
drZzanja podveze, uzimanje diuretika (75,88).
Bududi da je ucinak vremenskog intervala pro-
teklog izmedu uzorkovanja seruma i uzorkova-
nja peritonealne tekuc¢ine na sam izracun SAAG-
a jos uvijek slabo istrazen, obje se vrste uzoraka
trebaju uzorkovati istovremeno (27,75).

3.3.2.3 Specificne analize peritonealnih izljeva

Broj neutrofila u peritonealnoj tekucini

Broj neutrofila u peritonealnoj tekudini >
250 x10%/L je, u odsutnosti perforacije ili
upale unutarnjih organa trbusne Supljine,
kljucni kriterij za dijagnozu SBP-a. Treba se
odrediti kod svih hospitaliziranih bolesnika s
cirozom popracenom ascitesom, za iskljuci-
vanje SBP-a (21,23,48,78-81). Broj neutrofila
u uzorcima peritonealne tekucine treba odre-
divati koriste¢i automatske hematoloske bro-
jace ili alternativno svjetlosnu mikroskopijom
(odnosno hemocitometar) (Stupanj 1).

Spontani bakterijski peritonitis se definira kao
infekcija postojece peritonealne tekucine (asci-
tesa), a bez nekog drugog intra-abdominalnog
izvora infekcije. Cesta je komplikacija kod bo-
lesnika s cirozom i ascitesom, a uzrokovana je
premjestanjem bakterija iz crijeva u peritone-
alnu Supljinu. Procjenjuje se da je njena preva-
lencija u hospitaliziranih bolesnika s cirozom i
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ascitesom izmedu 10-30%. Premda su poviseni
Leu u ascitesu brzi pokazatelj prisutnosti infek-
cije te se jo$ uvijek odreduju u dijagnozi SBP-a
neovisno o diferencijalnoj slici (uz grani¢nu vri-
jednost > 500 x10%/L), kod dijagnoze SBP-a tre-
ba koristiti broj neutrofila u ascitesu. Grani¢ne
vrijednosti od 250 x106/L i 500 x106/L neutrofila
imaju sli¢cnu dijagnosticku to¢nost za dijagnozu
SBP-a. Medutim, prva grani¢na vrijednost poka-
zuje bolju osjetljivost, a druga bolju specifi¢-
nost. Ukoliko je uzorak peritonealne tekucine
izrazito krvav (s brojem eritrocita > 10 x10%/L)
potrebno je izvrsiti korekciju broja neutrofila u
uzorku na nacin da se od apsolutnog broja ne-
utrofila oduzme po jedan neutrofil na svakih
250 eritrocita (npr. u uzorku broja neutrofila
250 x10%/L i broja eritrocita 20 x10°/L korigirani
je broj neutrofila 170 x106/L) (21,48,78-82,89).

Odredivanje broja neutrofila u peritonealnoj
tekucini koristeci test trake

Obzirom da SBP predstavlja stanje koje zivot-
no ugrozava bolesnika, njegovo rano prepo-
znavanje i brze terapijske odluke od velike su
vaznosti u smanjivanju stopa smrtnosti hospi-
taliziranih bolesnika. U skladu s tim, test traka
za mokracu (odnosno analiza s leukocitnom
esterazom) je predstavljena kao brza i dostup-
na metoda za rano otkrivanje povisenog broja
neutrofila u peritonealnoj tekucini. Medutim,
test trake za mokracu su pokazale nisku osjet-
ljivost i visoke stope lazno negativnih rezulta-
ta, pogotovo u slucajevima SBP-a i niskim bro-
jem neutrofila. Stoga, ne preporucuju se za
brzu dijagnozu SBP-a. Napredak automatizira-
nih tehnika za brojenje i diferenciranje stanica
u ETT je prevladao kvalitativne metode poput
test trake (90-95).

Ostale analize u peritonealnoj tekucini u
dijagnozi SBP-a

Ukupni proteini u peritonealnom izljevu mogu
se odredivati kao pomo¢ u procjeni rizika za
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nastanak SBP-a. Koncentracija ukupnih protei-
na < 10 g/L povezuje se sa povecanim rizikom
za razvoj SBP-a. U SBP-u i sekundarnom bakte-
rijskom peritonitisu nadene su visoke aktivno-
sti LD-a (75,81,96).

Kalprotektin je protein koji potjece iz neutrofi-
la. Njegove visoke koncentracije dokazane su
u plazmi i stolici bolesnika s infektivnim i upal-
nim bolestima. Kalprotektin u ascitesu je pred-
loZzen kao novi osjetljivi i specifican pokazatelj
u prepoznavanju SBP-a kod bolesnika s ciro-
zom i ascitesom. Moguce ga je kvantificirati
koriste¢i komercijalno dostupnu metodu za
pretrage uz krevet bolesnika. Pokazao se kao
pouzdana zamjenska metoda kod broja neu-
trofila u peritonealnoj tekudcini > 250 x106/L.
Nije jos Siroko prihvacen za rutinsku primjenu
zbog ogranicenih podataka o njegovom dija-
gnostickom znacaju (97-99).

Trigliceridi

Trigliceride treba odredivati u peritonealnim
izljevima kod sumnje na prisutnost hiloznog
ascitesa (tj. za dokazivanje primjesa limfe u
uzorku ascitesa). Omjer koncentracije trigli-
cerida u ascitesu i serumu > 1 ili koncentraci-
ja triglicerida u ascitesu > 1,2 mmol/L kriteriji
su za prepoznavanje hiloznog ascitesa (Stu-
panj 1) (100,101).

Nastanak hiloznog ascitesa povezuje se sa op-
strukcijom i/ili ozljedom intestinalnog limfnog
sustava te posljedi¢nim nakupljanjem limfe u
peritoneumu. Pseudohilozni ascites nastaje
kao posljedica raspada stanica u bakterijskom
peritonitisu ili malignoj bolesti. Hilozni ascites
se od pseudohiloznog razlikuje po sadrzaju tri-
glicerida: u hiloznom ascitesu je koncentracija
triglicerida vec¢a od one serumu (omjer triglice-
rida u ascitesu i serumu je > 1 ili trigliceridi u
ascitesu > 1,2 mmol/L). Buduci da je hilozni as-
cites bogat trigliceridima, dodatno odrediva-

nje koncentracije kolesterola u ascitesu nije
potrebno. Kako koncentracije triglicerida ovise
o nutritivnom statusu bolesnika, bitno je da se
uzorak seruma uzima istovremeno sa uzorkom
peritonealne tekucine (23,75,102,103).

Amilaza

Aktivnost amilaze u peritonealnoj tekudcini
treba odredivati u iskljucivo za potvrdu ili is-
kljuCivanje dijagnoza pankreaticnog ascite-
sa, perforacije crijeva, rupture pseudociste i
mezentericne tromboze. Najvise aktivnosti
(odnosno tri puta veca od normalne serum-
ske vrijednosti ili = 2000 U/L) obicno se po-
vezuju sa oSte¢enjem pankreasa (Stupanj 1)
(21,23,75,78).

Adenozin-deaminaza

Aktivnosti ADA u peritonealnom izljevu
osjetljiv su i specifican pokazatelj tuberkulo-
znog ascitesa i trebaju se odredivati za po-
tvrdu dijagnoze, pogotovo u podrucjima vi-
soke prevalencije. Optimalna grani¢na vri-
jednost od > 39 U/L ima visoku dijagnostic-
ku to¢nost za dijagnozu tuberkuloznog peri-
tionitisa (s osjetljivos¢u od 100% i specifi¢no-
$¢u od 97%) (Stupan;j 2) (104).

Ostale specifi¢ne analize

Ureja, kreatinin, ukupni bilirubin, glukoza i ko-
lesterol u peritonealnoj tekuc¢ini mogu se odre-
divati u specificnim klini¢ckim situacijama. Me-
dutim, dokazi o njihovoj dodanoj dijagnostic-
koj vrijednosti su ograniceni, Sto posljedi¢no
ogranicava njihovo ukljucivanje u preporuce-
ne analize (75,80). Koncentracije kolesterola u
peritonealnoj tekucini mogu biti korisne u ra-
zlikovanju malignog ascitesa od ostalih mogu-
¢ih etiologija (npr. ciroze). Povisene koncentra-
cije kolesterola su svojstvene malignom asci-

Zagreb, sijecanj 2020.
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tesu, a nastaju kao posljedica povecane pro-
pusnosti, sinteze kolesterola i njegovog oslo-
badanja iz malignih stanica. Grani¢na vrijed-
nost kolesterola u ascitesu od > 1,2 mmol/L
ima dijagnosti¢ku osjetljivost od 93% i dija-
gnosticku specificnost od 96% u razlikovanju
malignog ascitesa (18,75,105,106).

Koncentracija glukoze u peritonealnoj tekudini
oponasaju one nadene u serumu. Upravo zato
odredivanje koncentracije glukoze u ascitesu
nema izraziti klini¢ki znacaj, izuzev kod sumnje
na prisutnost infekcije ili maligne bolesti (npr.
kod tuberkuloznog peritonitisa, karcinomato-
ze ili SBP-a). Niska koncentracija glukoze u peri-
tonealnom izljevu (npr. < 2,8 mmol/L) moze
ukazivati na njenu povecanu potrosnju u pri-
sutnosti leukocita i bakterija (21,23,75,82).

Izlijevanje mokrace iz mokra¢nog sustava u
peritonealnu Supljinu obiljeZzeno je prisutno-
$¢u transudata s visokim koncentracijama kre-
atinina i ureje, i niskim vrijednostima glukoze i
pH. Odredivanje ureje i kreatinina u peritone-
alnom izljevu korisno je u razlikovanju mokra-
¢e od peritonealne tekucine (tj. za dokazivanje
primjesa mokrace u uzorku ascitesa). Koncen-
tracije ureje i kreatinina u ascitesu vece od
koncentracija tih parametera u istovremeno
uzorkovanom uzorku seruma (s omjerom krea-
tinina u ascitesu i serumu > 1) ukazuju na rup-
turu mokra¢nog mjehura (5,21,23).

Zagreb, sijecanj 2020.

Ukupni bilirubin treba odredivati samo ako je
uzorak ascitesa smede boje. Koncentracije bili-
rubina u peritonealnoj tekucini vise od kon-
centracija nadenih u istovremeno uzorkova-
nom uzorku seruma ukazuju na izlijevanje zuci
(npr. intrahepaticka ili fistula Zu¢nog mjehura,
perforacija crijeva) (5,75,96).

Sekundarni bakterijski peritonitis koji se razvija
nakon perforacije peptickog ulkusa, ili u sluca-
ju perinefrickog apscesa, je infekcija ascitesa
obiljezena pozitivnom bakterijskom kulturom i
brojem neutrofila u ascitesu < 250 x106/L. Tre-
ba ga razlikovati od SBP-a kako bi se pravovre-
meno primijenila odgovarajuca terapija i sma-
njila smrtnost. Analiza ascitesa moze pomoci u
dijagnozi sekundarnog bakterijskog peritoniti-
sa uz sljedece kriterije (od kojih barem 2 mora-
ju biti zadovoljena): ukupni proteini > 10 g/L,
glukoza < 2,8 mmol/L i LD ve¢i od GGRI za LD
u serumu (18,96,103).

Vrijednosti pH i laktata u ascitesu su neosjetlji-
ve i nespecificne analize za prepoznavanje in-
fekcije u ascitesu te ih ne treba odredivati
(96,103).

3.3.3 Poslijeanaliticka faza

Preporuke za poslijeanaliticku fazu koje se
odnose na analizu pleuralne tekucine treba-
ju se primijeniti i na poslijeanaliticku fazu
analize peritonealne tekucine (Stupanj 1).
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Dopartak 1. BROJENJE STANICA U SEROZNIM TEKUCINAMA

Stanice koje mogu biti prisutne u seroznim teku-
¢inama su leukociti, eritrociti, eritroblasti, obloz-
ne (odnosno mezotelne) stanice i maligne stani-
ce. Odredivanje ukupnog broja stanica i njihovo
diferenciranje u seroznim tekuc¢inama je klinicki
vazno u infekcijama, upalama, hemoragi¢nim i
malignim procesima koji zahvacaju tjelesne Su-
pljine. Tradicionalno se brojenje stanica i njihova
diferencijacija u seroznim teku¢inama izvodila
ru¢no koriste¢i hemocitometar (komoricu). Da-
nas je ova tehnika zamijenjena automatiziranim
brojenjem i diferenciranjem stanica. U ovom su
poglavlju opisane dostupne metode brojenja
stanica, kao i njihove najvaznije prednosti i ogra-
ni¢enja (13,15,48).

Rucno brojenje stanica

Svaki laboratorij treba imati dokumentirani ope-
rativni postupak za ru¢no brojenje stanica ovi-
sno o hemocitometru (komorici) koji se koristi.
Dvije se vrste komorica najcesce koriste: Fuchs-
Rosenthal-ova i Neubauer-ova (poboljsana) ko-
morica. Obje koriste isti princip brojenja stanica,

a razlikuju se po dimenzijama (dubina i povrsina
brojenja), sto treba uzeti u obzir pri izracunu ko-
nacnog broja stanica (Tablica A). Uzorak treba
prije analize temeljito promijesati (okretanjem
epruvete 10-15 puta), narocito ako se radi o za-
mucenom uzorku. Komorica se obi¢no s obje
strane puni jednom kapi suspenzije stanica, pa-
zedi da ne dode do prelijevanja, a da se potpuno
pokrije Citava povrsina mrezice. Nakon punjenja
komorice stanice se ostave stajati 5 minuta kako
bi se slegle, a nakon toga se pristupa brojenju
S$to je prije moguce. Ako se uzorak povlaci s ru-
bova komorice to znaci da se osusio i treba pri-
stupiti ponovnom punjenju komorice kako bi se
izbjegli pogresni rezultati (13,15). Komorica se
stavi pod svjetlosni mikroskop i prvo se pregleda
pod malim povecanjem (10x) kako bi se namje-
stio fokus i pregledalo podrucje koje se broji.
Tocnost rezultata je uvjetovana ravhomjernom
raspodjelom stanica bez njihovog medusobnog
preklapanja. Zatim se pod velikim povecanjem
(40x) stanice broje. Veli¢ina povrsine koja se broji
ovisi o broju prisutnih stanica u uzorku i karakte-

TasLicA A. Glavne karakteristike Neubauer-ove i Fuchs-Rosenthal-ove komorice

Naubauer-ova komorica

Mrezica za
brojenje

0.05 x 0.05 mm). Dubina komorice je 0.1 mm.

Podrugje
brojenja

(povrdina = 0.2 mm2).

Izracuni

komorice)
Prilagodeno iz (13,21).

Zagreb, sijecanj 2020.

Citava povrsina mrezice je veli¢cine 3mm x 3mm
(ukupne povrsine 9 mm?2). Podijeljena je u 9 kvadrata,
od kojih je svaki Sirine Tmm i dodatno podijeljen u 16
kvadratica (povrsine 0.25 x 0.25 mm). Sredisnji kvadrat
je podijeljen u 25 kvadratica (veli¢ine 0.20 x 0.20 mm),
dodatno podijeljenih u 16 manjih kvadrati¢a (veli¢ine

Ako se procijeni da je u svih 9 kvadrata prisutno manje
od 200 stanica, broje se stanice u svih devet kvadrata
(povrsina = 9 mm?2). Ako se procijeni da je u svih 9
kvadrata prisutno vise od 200 stanica, broje se stanice
u Cetiri kvadrata u kutovima (povrsina = 4 mm?2). Ako se
procijeni da je vise od 200 stanica prisutno u jednom
kvadratu, broje se stanice u pet sredisnjih kvadratica

Broj stanica (x106/L) = (broj izbrojenih stanica x faktor
razrjedenja) / (broj mm?2 povrsine brojenja x dubina

Fuchs-Rosenthal-ova komorica

Citava mrezica je veli¢cine 4mm x 4mm (ukupna povriina
16 mm?2). Podijeljena je u 16 kvadrata, svaki Sirine Tmm,
od kojih je svaki dodatno podijeljen u 16 kvadratica (0.25
mm Sirine). Dubina je 0.2 mm.

Ako se procijeni da je u svih 16 kvadrata prisutno manje
od 200 stanica, broje se stanice u svih 16 kvadrata
(povrsina = 16 mm?). Ako se procijeni da je u svih 16
kvadrata prisutno vise od 200 stanica, broje se stanice
u Cetiri kvadrata u kutovima (povrsina = 4 mm?2). Ako se
procijeni da je vise od 200 stanica prisutno u jednom
kvadratu, broje se stanice u jednom od sredisnjih
kvadrata (povrsina = 1 mm2).

Broj stanica (x106/L) = (broj izbrojenih stanica x faktor
razrjedenja) / (broj mm?2 povrsine brojenja x dubina
komorice)
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ristikama koristene komorice (Tablica A). Eritroci-
ti i stanice s jezgrom se obi¢no broje u istoj ko-
morici u nerazrijedenim uzorcima. Medutim, kr-
vavi i zamudceni uzorci zahtijevaju razrjedivanje
(od 1:10 do 1:200 ili vise) izotonicnom fiziolos-
kom otopinom (za razrjedivanje eritrocita i leu-
kocita) ili razrijedenom octenom kiselinom i/ili
hipotoni¢nom fizioloSkom otopinom (kako bi se
lizirali eritrociti i omogucilo brojenje leukocita). U
razrijedenim uzorcima treba izbrojiti minimalno
200 stanica. Svaki laboratorij treba u svom ope-
rativnom protokolu za ru¢no brojenje stanica
definirati postupak razrjedivanja stanica (13,15).

Konacni broj stanica predstavlja prosjek broja
stanica izbrojenog u obje strane komorice. Labo-
ratorij treba definirati dozvoljene granice odstu-
panja dvaju zasebnih brojenja (obi¢no ne vise od
20%) (13,15). Rezultati se iskazuju kao apsolutne
vrijednosti stanica s jezgrom i eritrocita u kon-
vencionalnim jedinicama (x106/L) (13,15).

Diferenciranje stanica u seroznim teku¢inama iz-
vodi se na obojenim preparatima pripremljeni-
ma pomocu citocentrifuge (21). Citocentrifugi-
ranje  omogucuje koncentriranje stanica uz
njihovo minimalno deformiranje. Obzirom da se-
rozne tekuéine mogu sadrzavati fibrin i druge
proteine koji mogu zacepiti filter citocentrifuge,
takvi uzorci se mogu pripremiti na nacin da se
alikvot uzorka centrifugira i stanice resuspendi-
raju u fizioloskoj otopini prije samog postupka
citocentrifugiranja. Citopreparati se oboje po Pa-
ppenheim-u ili Wright-u, a diferenciranje izvodi
na minimalno 100 stanica. Rezultati se izrazavaju
kao udio (izrazen u %) pojedinih vrsta stanica s
jezgrom (npr. neutrofili, eozinofili, limfociti,
makrofagi, ostale stanice itd.). Ostale stanice
(koje uklju€uju stanice mezotela, tumorske i ati-
pi¢ne stanice) nadene pri diferenciranju treba
opisati u komentaru nalaza (13,21).

lako se ru¢ne metode smatraju ,zlatnim standar-
dom” u brojenju i diferenciranju stanica u sero-
znim teku¢inama, one imaju i nekoliko ogranice-
nja. Ru¢ne mikroskopske tehnike su subjektivne i
dugotrajne, zahtijevaju tehnicko iskustvo, imaju

visoku inter- i intraindividualnu varijabilnost i sla-
bu reproducibilnost. Nadalje, postupak citocen-
trifugiranja moze utjecati na same stanice (od-
nosno osjetljive stanice se mogu razoriti ili mor-
foloski promijeniti; makrofagi i mezotelne stani-
ce mogu stvarati nakupine i pogre$no se uvrstiti
u maligne stanice) (13,15,48).

Automatizirano brojenje stanica

Automatizirane metode za brojenje stanica ubr-
zano zamjenjuju one rucne u klinickim laboratori-
jima prvenstveno zbog svoje brzine, ponovljivosti
i pouzdanosti. Automatizirane metode trebaju
biti metode izbora za brojenje i diferenciranje sta-
nica u seroznim tekuc¢inama. Ovisno o vrsti auto-
matskog analizatora, raspolozive metode za bro-
jenje i diferenciranje stanica ukljucuju impedanci-
ju, protocnu citometriju i proto¢nu citometriju s
digitalnim prikazom. Automatski analizatori sa za-
sebnim nacinom rada za tjelesne tekucine osmi-
Sljeni su tako da uzimaju u obzir razlike u stanica-
ma i matriksu izmedu tjelesnih tekudina i pune
krvi. Takvi su analizatori danas Siroko dostupni, a
sve analize dostupne s automatskog analizatora
(ukljucujudi broj eritrocita, ukupni broj stanica s
jezgrom (engl. total nucleated cell count, TNC), broj
leukocita i diferencijalna slika) trebaju se izvjesta-
vati na nalazu. Automatiziranu analizu stanica u
seroznim teku¢inama treba provoditi u skladu s
uputama proizvodaca i isklju¢ivo na uzorcima
koje je proizvodac odobrio (13,15,48,107).

Trenutno poznati nedostaci automatiziranih me-
toda za analize tjelesnih tekucina su nezadovo-
ljavajuca preciznost u niskom mjernom podruc-
ju za leukocite, nemogucnost otkrivanja mali-
gnih stanica ili ne-stani¢nih interferencija (npr.
bakterija, lipida ili kristala) i ograni¢ena moguc-
nost isticanja opaski upozorenja. Svaki laborato-
rij treba uspostaviti alternativne verifikacijske
postupke (ukljucujuci ru¢no brojenje stanica) za
uzorke s rezultatima ispod donje granice mjere-
nja. Slicno tome, trebaju biti uspostavljena i pra-
vila za refleksnu analizu rezultata dobivenih au-
tomatiziranom metodom koji su oznaceni ne-
kom opaskom (107-113).

Zagreb, sijecanj 2020.
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Dopatak 2. SAZETAK KRITERIJA ZA ANALIZU SEROZNIH TEKUCINA

Serozna tekucina Kriterij Tumacenje

Light-ovi kriteriji:

1. omjer proteina u pleuralnoj tekucini i
serumu > 0,5;

2. omijer LD u pleuralnoj tekucini i
serumu > 0,6 ;

3. apsolutna aktivnost LD u pleuralnoj
tekucini > 2/3 GGRI za LD u serumu

Ukoliko je najmanje jedan kriterij zadovoljen, radi se o
eksudatu.

Ukoliko klinicki simptomi ukazuju na transudacijski pleuralni
izljev, a Light-ovi kriteriji na eksudacijski (obi¢no grani¢no),
gradijent albumina (izracunat iz razlike koncentracije
albumina u pleuralnoj tekucini i koncentracije aloumina

u serumu) treba koristiti za potvrdu transudacijskog
pleuralnog izljeva. Gradijent albumina > 12 g/L ukazuje na
transudate, dok je u eksudatima gradijent albumina < 12 g/L.

gradijent albumina u serumu i pleuralnoj
tekucini < 12 g/L

Granicna vrijednost kolesterola u pleuralnoj tekucini > 1,2

kolesterol > 1,2 mmol/L L . .
mmol/L prihvaéena je za prepoznavanje eksudata.

omjer kolesterola u pleuralnoj tekudini i

serumu > 0,3 Eksudacijski izljev.

Istovremeno odredivanje vrijednosti LD i kolesterola u
LD > 0,45 GGRI LD za serum i kolesterol >  pleuralnoj tekucini ima specifi¢cnost od 98% i osjetljivost od
1,2 mmol/L 72% u prepoznavanju eksudata. Ukoliko su zadovoljena oba
kriterija, radi se o eksudatu.

Pleuralna Ova trostruka kombinacija analiza u pleuralnoj tekucini
tekuéina proteini > 29 g/L, LD > 0,45 GGRI za serum postigla je osjetljivost od 98% i specificnost od 70% u
i kolesterol > 1,2 mmol/L razlikovanju eksudata i transudata. Ukoliko su zadovoljena

sva tri kriterija, radi se o eksudatu.

ukupni broj leukocita > 1000 x106/L uz
prevladavanje neutrofila (= 50% ukupnog
broja leukocita)

Akutna pleuralna upala, bakterijska pneumonija,
pankreatitis, rana tuberkuloza.

ukupni broj leukocita > 1000 x106/L uz
prevladavanje limfocita (= 50% ukupnog
broja leukocita)

ukupni broj leukocita > 1000 x106/L s
eozinofilijom (> 10% ukupnog broja
leukocita)

Tuberkuloza, virusna infekcija, maligna bolest, hilotoraks,
reumatski pleuritis.

Pneumotoraks, maligna bolest, hemotoraks, plu¢ni infarkt,
kongestivno zatajenje srca.

Pankreatitis, maligna bolest, ruptura jednjaka, pseudocista
gusterace, ciroza jetre, zatajenje srca, parapneumonijski
izljev, rupturirana ektopi¢na trudnoca, trauma.

omjer amilaze u pleuralnoj tekucini i
serumu > 1

ADA > 40 U/L Razlikovanje tuberkuloznog i malignog pleuritisa.

pH < 7,20 (i LD u pleuralnoj tekucini > 3

Gl i) Komplicirani parapneumonijski izljev.

trigliceridi = 1,2 mmol/L i kolesterol < 5,2

mmol/L Hilozni izljev.

omjer kreatinina u pleuralnoj tekucini i

Urinotoraks.
serumu > 1

Zagreb, sijecanj 2020.
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Serozna tekucina Kriterij Tumacenje
Light-ovi kriteriji:
1. omjer proteina u perikardijalnoj tekucini
iserumu>0,5;
2. omjer LD u perikardijalnoj tekudini i
serumu > 0,6
Perikardijalna 3. apsolutna aktivnost LD u perikardijalnoj
tekuéina tekucini > 2/3 GGRI za serum

Ukoliko je najmanje jedan kriterij zadovoljen, radi se o
eksudatu.*

gradijent albumina u serumui

perikardijalnoj tekucini < 12 g/L B SR

kolesterol > 1,2 mmol/L Eksudacijski izljev.*

ADA =40 U/L Tuberkulozni perikarditis.

SAAG < 11 g/L Izljev s niskim gradijentom albumina (odnosno eksudacijski).
broj neutrofila > 250 x10%/L Spontani bakterijski peritonitis.

omijer triglicerida u peritonealnoj tekudini

Peritonealna Hilozni ascites.

o . iserumu > 1
tekudina (ascites)
omjer amilaze u peritonealnoj tekudini i Pankreasni ascites, perforacija crijeva, ruptura pseudociste
serumu > 1 gusterace i mezenterijalna tromboza.
ADA =39 U/L Tuberkulozni peritonitis.

LD - laktat-dehidrogenaza. GGRI — gornja granica referentnog intervala. ADA - adenozin-deaminaza. SAAG - gradijent albumina
u serumu i ascitesu. *Zbog ogranicene snage dokaza, rezultate treba uvijek korelirati s klinickim simptomima.

Zagreb, sijecanj 2020.
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DobaATtak 3.

Komentari pristigli tijekom javne rasprave radne verzije dokumenta Laboratorijska analiza ek-
stravaskularnih tjelesnih tekucina: Nacionalne preporuke Hrvatskog drustva za medicinsku
biokemiju i laboratorijsku medicinu. Dio I. - Serozne tekucine

Komentar recenzenta Odgovor autora
Recenzent 1

Sve vrste seroznih tekucina i pretraga koje se na njima rade ne Sifrarnici DTP postupaka namijenjeni su primarnoj zdravstvenoj
navode se u trenutnom sifrarniku DTP postupaka zastiti.

Komentari pristigli tijekom recenzije radne verzije dokumenta Laboratorijska analiza ek-
stravaskularnih tjelesnih tekucina: Nacionalne preporuke Hrvatskog drustva za medicin-
sku biokemiju i laboratorijsku medicinu. Dio I. — Serozne tekucine od strane Povjerenstva za
struCna pitanja Hrvatske komore medicinskih biokemicara

Komentar recenzenta Odgovor autora
Recenzent 1

Najveca zamjerka smjernica je nedorecen, a Zahvaljujemo recenzentu na komentarima.
opet dosta strogo propisan postupak validacije/ Vazno je na pocetku istaknuti da se prvo poglavlje (Validacija analitickih
verifikacije metoda. Kako komercijalni uzorci nisu specifikacija za ETT) odnosi na sve ETT, a ne isklju¢ivo na serozne tekucine.
komutabilni ekstravaskularnim teku¢inama ve¢  Sukladno akreditacijskim standardima HRN EN ISO 15189 Medicinski laboratoriji
se na prvu postavlja pitanje kojim materijalom - Zahtjevi za kvalitetu i osposobljenost, medicinski su laboratoriji obavezni
provodimo ispitivanje preciznosti i tocnosti ako  provesti verifikaciju/validaciju svih metoda koje se u laboratoriju koriste. Taj
nam je stabilnost uzorka nepoznata, a koli¢ina je ¢injenica pogotovo vazna za ekstravaskularne tjelesne uzorke (ETT), jer se
uzorka u vecini laboratorija jako ogranicena. (u vecini slucajeva) radi o modifikaciji metode (odnosno koristenju metoda
Takoder, mislim da u ovom slucaju nije moguce izvan opsega propisanog od strane proizvodaca). Stoga, kako bi se osigurala
odredivanje niti provjera referentnih intervala jer pouzdanost dobivenih rezultata nuzno je provesti verifikaciju/validaciju svake
referentna populacija ne postoji. Zvuci idealno  metode na svakoj pojedina¢noj vrsti ETT.
da svaki laboratorij provjeri dijagnosticku Kako je u preporuci na str. 5 navedeno, nema dostupnih uputa i protokola za
osjetljivost i specificnost analita, ali ne vjerujem  analiti¢ku verifikaciju/validaciju metoda koje se koriste u analizi ETT. Stoga se
da je to svakome izvedivo. Opcenito, mislim da  laboratorijima preporuca da se koriste postoje¢im uputama i protokolima koji
bi se trebalo osloniti na dostupne literaturne vrijede za standardne tjelesne tekucine (serum). Kako su te upute (protokoli)
podatke radi lakse primjenjivosti smjernica. dostupni i opceprihvaceni, smatramo da nije nuzno u ovom dokumentu
navoditi svaki pojedinacni postupak, ve¢ se Preporuke ogranic¢avaju na
propisivanje opsega verifikacije/validacije pozivajuci se na postojece
dokumente (CLSI) koji to detaljnije propisuju.
Komercijalni (kontrolni) uzorci za provedbu verifikacije/validacije nisu (u
vedini slucajeva) dostupni. Zato postupak verifikacije/validacije ETT pociva na
prikupljanju ostatnih uzoraka ETT nakon rutinske obrade (str. 8). Svjesni smo da se
radi o zahtjevnom i dugotrajnom postupku, ali drugog izbora (trenutno) nema.
U nedostatku pouzdanih podataka o stabilnosti ETT, potrebno je istu ispitati
prije postupka validacije, kako je opisano na str. 8. Obzirom da smo svjesni
kompleksnosti postupka, u pripremi je ¢lanak kojim ce se ispitati stabilnost
najvaznijih biokemijskih analita koji se odreduju u seroznim teku¢inama. Ta ¢e
publikacija posluziti svim MBL-ovima.
Provjera referentnih intervala je propisana u sklopu postupka verifikacije
metode za ETT ovisno o mogucnostima laboratorija (kako je i navedeno na str.
8). To znaci da je proizvodac naveo specifikaciju (temeljem provedene validacije
za primjerice analite u likvoru ili mokradi), a na laboratoriju je da te navode i
potvrdi (ukoliko je moguce).
Ispitivanje dijagnosticke osjetljivosti i specificnosti propisano je u sklopu
postupka validacije, koji je znatno kompleksniji i opsezniji od verifikacije ETT.
Jasno je istaknuto da se ti postupci provode ,ako je potrebno”, dakle ako nema
pouzdanih podataka iz literature.

Zagreb, sijecanj 2020.
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Za kriterije prihvatljivosti slazem se s autorima
da je bolje preuzeti kriterije za serum jer su
vrijednosti za serozne tekucine cesce ipak sli¢nije
serumu nego likvoru ili mokraci. Primjerice, za
proteine u likvoru i mokraci koristimo i druge
metode. Ali svakako se slazem sa sugestijom

da bi trebalo navesti kriterije ili dati prikladnu
referencu.

Cini mi se nepotrebno navoditi interferon gama
u smjernicama jer se ne koristi u laboratorijima u
Hrvatskoj.

Radi harmonizacije pH (kod pleuralnih izljeva) ne
treba pisati s tri decimale.

Kod ostalih analiza u peritonealnoj tekucini

u dijagnozi SBP ,,odskace mi“ $to je osim
ukupnih proteina naveden laktoferin koji se

ne koristi u laboratorijima u Hrvatskoj. Postoje
istrazivanja (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
pubmed/27184969, https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/pubmed/26601826, 10.4103/ejim.ejim_41_17)
i na kalprotektinu za tu klinicki primjenu, a

to je marker koji se koristi u laboratorijima.
Stovide, izgleda da ga je jedan proizvoda¢
validirao (https://buhlmannlabs.ch/wp-content/
uploads/2015/03/LF-ASC IFU CE 13-03-28.pfqg).

Kod automatiziranog broja stanica preporuca

se izdavanje samo ukupnog broja stanica s
jezgrom, a ne WBC? Navedena referenca 108 nije
ispitivala TN cell count nego WBC. Referenca 46
odnosi se na NT-pro BNP (greska?). Referenca

15 samo navodi postojece metode za brojanje
stanica. Referenca 13 mi je nedostupna...Cini mi
se da je taj parametar jo$ nedovoljno istrazen.

Recenzent 2

Ono $to nama u svakodnevnom radu nedostaje,
a ovdje nije u potpunosti opisano jesu kriteriji
razlikovanja razlicitih tjelesnih tekucina. Upravo
je to pitanje koje se najcesce postavlja od

strane lije¢nika. Osobito kod problemati¢nih
kolorektalnih operacija kada treba dati podatak
radi li se o mokraci ili peritonealnoj tekudini.
Mozda ce to biti tema drugog dijela preporuka.

Zahvaljujemo recenzentu na komentarima.

Na str. 8 je navedeno ,Kriterije prihvatljivosti potrebno je preuzeti iz
verifikacijskih postupaka za ,standardne” tekucine (serum/plazma).” To znaci

da se, primjerice, u sluc¢aju validacije metode za albumin u uzorku jedne od
seroznih tekucina preporuca preuzeti kriterije za aloumin koje se odnose na
serum (od pojedinac¢nog proizvodaca). Proteini u likvoru i mokradi se u ovom
slu¢aju smatraju ,standardnim” uzorcima, i za njih su kriteriji za verifikaciju
dostupni od proizvodaca. Stoga jedinstvene kriterije u Preporuci nije moguce
navesti, ali je re¢enica pojasnjena i dodane su reference, kako je sugerirano (str. 8).

Zahvaljujemo recenzentu na komentaru.
Sukladno sugestiji recenzenta, odredivanje interferona je uklonjeno iz
Preporuka (str. 24).

Zahvaljujemo recenzentu na komentaru.
Izrazavanje vrijednosti pH je uskladeno s harmonizacijom u cijelom dokumentu.

Zahvaljujemo recenzentu na komentaru.
Umjesto laktoferina u Preporukama je, sukladno sugestiji recenzenta, dodan
kalprotektin koji se odreduje u MBL-ovima u Hrvatskoj.

Zahvaljujemo recenzentu na komentarima.

Na str. 46 se navodi: ,Takvi su analizatori (misleci na analizatore s modulom

za tjelesne tekucine, op.a.) danas Siroko dostupni, a sve analize dostupne s
automatskog analizatora (ukljucujudi broj eritrocita, ukupni broj stanica s jezgrom
(engl. total nucleated cell count, TNC), broj leukocita i diferencijalna slika) trebaju
se izvjestavati na nalazu.” Dakle trebalo bi izvjeStavati i sve parametre dostupne s
automatskog analizatora, ukljucujuci i leukocite.

Referenca 106 (u prethodnoj verziji 108) primjer je verifikacije (evaluacije) jednog
od analizatora na trzistu s modulom za tjelesne tekucine. Ukljucuje ispitivanje
eritrocita, leukocita i diferencijalne slike i njihove usporedbe s odredivanjem
stanica u komorici. Referenca je ispravno citirana.

Referenca 46 je pogreska, radi se o referenci 48. Ispravljeno sukladno komentaru.
Referenca 15 govori o prednostima i ogranic¢enjima dostupnih metoda brojenja
stanica, a to je upravo cilja ovog poglavlja.

Nase je misljenje da je ukupni broj stanica s jezgrom je vrlo koristan parametar, koji
moze ukazivati na prisutnost drugih stanica (mezotelne, maligne) ako se znacajno
razlikuje od broja leukocita, te ukazati na potrebu citoloske analize. Stoga se na

str. 22 navodi: U sluc¢aju nalaza atipi¢nih stanica (tumorske, atipi¢ne, reaktivne
mezotelne stanice itd.) tijekom morfoloske analize uzorka pleuralne tekucine
(koriste¢i hemocitometar ili vidljive iz znacajne razlike izmedu ukupnog broja
stanica s jezgrom (tj. svih stanica koje sadrze jezgru) i broja leukocita s automatskog
brojaca) treba odgovornog klini¢ara koji je analizu zatrazio obavijestiti o nalazu i
istaknuti potrebu za citoloskom analizom.”

Zahvaljujemo recenzentu na komentarima.

Kriteriji za razlikovanje tjelesnih tekucina, odnosno za razlikovanje primjesa
mokrace i limfe u uzorcima seroznih tekucina opisani su na nekoliko mjesta u
tekstu preporuka.

Primjerice, odredivanje kolesterola i triglicerida (str. 25 i str 40) i odredivanje
kreatinina (str. 25 i str. 42). Recenice su pojasnjenje sukladno komentaru
recenzenta.

Zagreb, sijecanj 2020.
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Ono sto bih ja zeljela istaknuti je odredivanje
referentnih intervala i raznorazne verifikacije i
validacije. Nama s nekoliko uzoraka mjese¢no
- nemoguce. Nekako mi se Cini da opet sami
sebi zadajemo previsoke kriterije. Svakako
pozdravljam inicijativu i trud oko sastavljanja
preporuka, iako smatram da bi ovu verziju
trebalo jos dosta urediti i jasnije definirati. U
nastavku Saljem svoje komentare i prijedloge.

1. Kako je skracenica za naziv ,ekstravaskularne
tjelesne tekucine” EVU? Ta se skracenica
pojavljuje u cijelom tekstu.

2. VALIDACIJA METODA

Ovaj odjeljak Preporuka mi se ¢ini najmanje
razraden i definiran. Slazem se da za
ekstravaskularne tekucine gotovo niti jedan
proizvodac ne daje podatke o validaciji metode
i da bi svaki laboratorij trebao provesti validaciju
i analitickih i klinickih performansi. Medutim,
navedeno je VRLO tesko izvedivo u praksi, a
Preporukama nedovoljno definirano. Nadalje:
Preporuke uopce ne definiraju koje analite
treba validirati za svaku pojedinu vrstu uzorka
izljeva. Navedeno je da se retrospektivno
pregleda LIS i vidi koje su pretrage trazene, $to
mi se ¢ini potpuno besmislenim. Ako govorimo
o nacionalnim Preporukama koje ¢e nam
omogucditi standardizaciju, tada bi bilo dobro da
se za navedene tri vrste uzorka ekstravaskularnih
tekucina napisu pretrage koje bi trebali
validirati/verificirati te analizirati i izdavati
rezultat. Bilo bi dobro da u algoritam analize
uzoraka upisati sve pretrage koje se uvijek rade
u analizi ekstravaskularnih tekucina (primjerice
za peritonealnu tekudinu izgled, boja i SAAG),

a potom ostale u slucaju da se radi o eksudata
ovisno o klini¢koj potrebi.

Nadalje u tekstu se navodi: ,Pretrage koje nemaju
klinicku korisnost u obradi bolesnika potrebno

je ukinuti.” Koje su to pretrage? Ako se misli na
neke pretrage koje su bile u nekim prvotnim
algoritmima, poput specifi¢ne tezine po Rivalti,
tada bi bilo dobro to jasno navesti.

STABILNOST UZORKA i ANALITA - Za provedbu
validacije Preporuke navode da se koriste ostatni
uzorci nakon analize koje je tada potrebno
zamrzavati, ali ,kako je stabilnost analita u
uzorcima ekstravaskularnih tekucina uglavnom
nepoznata, potrebno je provesti ispitivanje
stabilnosti prije validacije.” (str. 8). Na str. 29 je
opet navedeno ,Uzorci pleuralne tekucine ne
smiju se zamrzavati zbog nestabilnosti LDH.”
Posto su navodi kontradiktorni, zbunjuju i ¢ine
preporuke potpuno nejasnima.

Zagreb, sijecanj 2020.

Zahvaljujemo recenzentu na komentarima.

Sukladno akreditacijskim standardima HRN EN ISO 15189 Medicinski laboratoriji
— Zahtjevi za kvalitetu i osposobljenost, medicinski su laboratoriji obavezni
provesti verifikaciju/validaciju svih metoda koje se u laboratoriju koriste. Taj

je Cinjenica pogotovo vazna za ekstravaskularne tjelesne uzorke (ETT), jer se

(u vecini slucajeva) radi o modifikaciji metode (odnosno koristenju metoda
izvan opsega propisanog od strane proizvodaca). Stoga, kako bi se osigurala
pouzdanost dobivenih rezultata nuzno je provesti verifikaciju/validaciju svake
metode na svakoj pojedinacnoj vrsti ETT.

Provjera referentnih intervala je propisana u sklopu postupka verifikacije
metode za ETT ovisno o moguc¢nostima laboratorija (kako je i navedeno na str.
8). To znaci da je proizvodac naveo specifikaciju (temeljem provedene validacije
za primjerice analite u likvoru ili mokradi), a na laboratoriju je da te navode i
potvrdi (ukoliko je moguce).

Zahvaljujemo recenzentu na komentaru.
Kratica EVU potjece od ekstravaskularni uzorci. Kako bi se izbjegle nedoumice, a
sukladno komentaru recenzenta, kratica EVU je u cijelom tekstu promijenjena u
ETT (ekstravaskularne tjelesne tekucine).

Zahvaljujemo recenzentu na komentarima.

Vazno je na pocetku istaknuti da se prvo poglavlje (Validacija analitickih
specifikacija za ETT) odnosi na sve ETT, a ne isklju¢ivo na serozne tekucine.
Kako je u Preporuci na str. 5 navedeno, uputa i protokola za analiti¢ku
verifikaciju/validaciju metoda koje se koriste u analizi ETT nema. Stoga se
laboratorijima preporuca da se oslone na postojece upute i protokole koji
vrijede za standardne tjelesne tekucine (serum). Kako su te upute (protokoli)
dostupni i opc¢eprihvaceni, smatramo da nije nuzno u ovom dokumentu
navoditi svaki pojedinacni postupak, ve¢ se Preporuke ogranic¢avaju na
propisivanje opsega verifikacije/validacije pozivajudi se na postojece
dokumente (CLSI) koji to detaljnije propisuju.

A) Preporuka jasno navodi (str. 7): “Prvi korak u postupku verifikacije/validacije

je odabir pretraga koje ce se verificirati/validirati. Verifikacija/validacija trebala bi
obuhvatiti najceSce vrste ETT i pretrage s potvrdenom klinickom korisnosti, $to

je potrebno definirati u suradniji s klinickim osobljem.” Nase je misljenje da se
retrospektivnom analizom vrsta ETT i traZzenih pretraga iz pojedine vrste ETT (koja
je vrlo lako dostupna iz laboratorijskog informacijskog sustava) moze utvrditi koje
se pretrage najcesce i iz kojih ETT izvode u pojedinom laboratoriju. Time se moze
znacajno suziti broj analiza i vrste ETT koje se trebaju verificirati/validirati. Kako
najcesce vrste ETT i analiza iz ETT ovise o specifi¢cnostima ustanove i moguc¢nostima
pojedinog laboratorija, nije ih moguce propisati za sve laboratorije jednako.
Algoritmi analize za svaku pojedinu vrstu serozne tekucine koja je opisana u
ovom dokumentu (s pripadajuéim preporucenim pretragama) prikazani su na
Slikama 1,21 3.

B) Pretrage koje nemaiju klinicku korisnost nisu opisane u ovom dokumentu,
stoga nisu preporucene. Pretrage s ogranicenom klinickom korisno$c¢u nisu
navedene kao preporucene, odnosno ne nalaze se u uokvirenom tekstu.
Recenica na str. 7 je pojasnjena sukladno komentaru recenzenta.

C) Komercijalni (kontrolni) uzorci za provedbu verifikacije/validacije nisu (u
vecini slucajeva) dostupni. Zato postupak verifikacije/validacije ETT pociva na
prikupljanju ostatnih uzoraka ETT nakon rutinske obrade (str. 8). Svjesni smo da
se radi o zahtjevnom i dugotrajnom postupku, i upravo je zato u pripremi ¢lanak
koji ce ispitati stabilnost klini¢ki vaznih analita u uzorcima seroznih tekucina
kako bi bio od koristi za sve MBL-ove u Hrvatskoj.

Podaci na str. 28 (prije 29) odnose se iskljucivo na uzorke pleuralne tekucine, a
preuzeti su iz publikacije Antonangelo L i sur. Pleural fluid: are temperature and
storage time critical preanalytical errors factors in biochemical analyses? Clin
Chim Acta. 2010;411:1275-78. i ostalih (navedenih) referenci. Izrazeni su skupno
za sve parametre koji se mjere u uzorku pleuralne tekucine, a za kracu stabilnost
uzorka u hladnjaku odgovorna je nestabilnost LDH na +4°C. Misljenja smo da
se ti podaci ne mogu preporuciti jer nisu dovoljno ispitani (radi se o jednom
istrazivanju koje ima odredena ogranicenja).
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Korisnik bi trebao provesti validaciju analita

u uzorku za koji se ne zna stabilnost, analita
kojima se ne zna stabilnost pa da bi tu obavezu
uspio izvrsiti, prvo mora provesti test stabilnosti!
Isto tako, na stranici 29 navedeno je ,Uzorak
pleuralne tekucine za potrebe laboratorijske
analize moZe se pohraniti na sobnoj temperaturi
(na 21-25°C) do najmanje 4 dana (uz izuzetak
glukoze koja je stabilna 8 sati na sobnoj
temperaturi) ili u hladnjaku (na 2-8°C) do 24 sata.”
Kako je uzorak stabilniji na sobnoj temperaturi
nego u hladnjaku.

Moze se pronaci dosta literaturnih izvora koji

su opisali stabilnost analita u ekstravaskularnim
tekuc¢inama. Predlazem da se iz takve literature
izdvoje potrebni podaci i upisu u tablicu

kao preporuka, uz napomenu da se prate i
preporuke proizvodaca reagensa te navedeno
verificira u slu¢aju sumnje na neslaganje.
Primjeri literature:

Antonangelo L, Vargas FS, Acencio MM i sur.
Effect of temeprature and storage time on
cellular analysis of fresh pleural fluid samples.
Cytopathology, 2012;2382):103-7

Antonangelo L, Vargas FS, Acencio MM i sur.
Pleural fluid: Are temperature and storage

time on critical preanalytical error factors

in biochemical analysis? Clin Chim Acta,
2010;411(17-18):1275-8

Kriteriji prihvatljivosti nisu nigdje navedeni.
Navodi se da se preuzmu kriteriji za serum/
plazmu bez da se navodi literaturni izvor koji to
potvrduje. Znam nema puno radova i preporuka
o kriterijima prihvatljivosti za ekstravaskularne
tekucine, ali bilo bi dobro kada bi Preporuke
dale barem okvirne kriterije. Mozda usporedive s
kriterijima prihvatljivosti za uzorke urina i likvora
koji su puno bolje opisani.

Literaturno je opisana validacija ve¢eg broja
najznacajnijih analita u analizi ekstravaskularnih
tekucina za najzastupljenije biokemijske
analizatore poput Beckman Coultera AU i Roche
Cobas 8000 koji mogu pomoci u verifikaciji
metoda i postavljanju kriterija. Clanci:

Lin Mj, Hoke C, Dlott Ri sur. Performance
specifications of common chemistry analytes on the
AU series of chemistry analyzers for miscellaneous
body fluids. Clin Chim Acta 2013;426.121-6

Owen WE, Thatcher ML, Crabtree KJ i sur. Body
fluid matrix evaluation on a Roche cobas 8000
system. Clin Biochem 2015;48.911-4.

3. VRSTA UZORKA

Za biokemijske pretrage preporuca se
heparinizirana plazma, a ,alternativno uzorci
pleuralne tekucine za brojanje i diferencijaciju
stanica” isto uzorkuju u epruvetu bez aditiva.
Ukoliko se analiza uzoraka izvodi uistinu 10-15
min nakon uzorkovanja, mogao bi se prihvatiti
za brojanje stanica i uzorak bez antikoagulansa.

Medutim, sukladno komentaru recenzenta, odlomak na str. 28 je prosiren

i pojasnjen, te su ukljuceni i podaci za analizu stanica (prva predlozena
referenca).

D) Na str. 8 je navedeno ,Kriterije prihvatljivosti potrebno je preuzeti iz
verifikacijskih postupaka za ,standardne” tekucine (serum/plazma).” To znaci
da se, primjerice, u slu¢aju validacije metode za albumin u uzorku jedne od
seroznih tekucina preporuca preuzeti kriterije za albumin koje se odnose na
serum (od pojedinacnog proizvodaca). Proteini u likvoru i mokraci se u ovom
slu¢aju smatraju ,standardnim” uzorcima, i za njih su kriteriji za verifikaciju
dostupni od proizvodaca. Recenica je pojasnjena sukladno komentaru
recenzenta.

E) Slazemo se s komentarom recenzenta da se mogu nadi publikacije koje
opisuju verifikaciju/validaciju ETT za razlicite analiticke sustave. Medutim, ta
c¢injenica ne iskljucuje potrebu provodenja verifikacije/validacije u laboratoriju u
kojem se analiziraju ETT.

Jedna od najrecentnijih i najbolje izvedenih publikacija je i citirana u
Preporukama (Block DR, Ouverson LJ, Wittwer CA, Saenger AK, Baumann NA.
An approach to analytical validation and testing of body fluid assays for the
automated clinical laboratory. Clin Biochem. 2018;58:44-52., referenca 2).

Zahvaljujemo recenzentu na komentarima.

Na str. 14 je navedeno: ,Za odredivanje ukupnog i diferencijalnog broja stanica
treba koristiti epruvete s etilendiamintetraoctenom kiselinom (EDTA), dok
uzorke pleuralne tekucine za biokemijske analize treba uzorkovati u epruvete s
heparinom.

Alternativno, uzorci pleuralne tekucine za brojanje i diferencijaciju stanica te
biokemijske analize mogu se uzorkovati u obi¢ne epruvete, odnosno one bez
aditiva.

Zagreb, sijecanj 2020.
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Medutim, transport uzoraka uglavnom nije pod
kontrolom laboratorija, tako da smatram da se
za analizu stanica treba odabrati uzorak koji je
uzorkovan na EDTA. Preporuke bi tako mogle
biti korisne svakom laboratoriju za medicinskog
osoblja i kao pisani dokaz.

Primjeri literature koji navode znacajnije vecu
stabilnost stanica ekstravaskularnih tekucina u
EDTA-epruveti:

Antonangelo L, Vargas FS, Acencio MM i sur.
Effect of temperature and storage time on
cellular analysis of fresh pleural fluid samples.
Cytopathology, 2012;2382):103-7

Conner BD, Lee YC, Branca P. Variations in pleural
fluid WBC count and differential counts with
different containers and different methods.
Chest, 2003;123(4):1181-7

4.VOLUMEN UZORKA

lako klini¢ari u vecini slucajeva mogu uzeti veliki
volumen ekstravaskularne tekucine (posebno
ako je evakuacija i terapijski postupak), trebamo
uvijek razmisljati da se takav uzorak ¢esto salje

i u druge laboratorije (mikrobioloski i citoloski
laboratorij), a osim toga, ponekada je klinicki
znacajno nakupljanje i manjeg volumena
tekucine. Smatram da je puno korisnije navesti
minimalni potreban volumen (5to je za prosireni
panel biokemijskih analiza 3-4 mL), nego
ukupan potreban volumen. Odnosno, ovisno o
organizaciji laboratorija, on sam treba definirati
potreban volumen za izvedbu svih potrebnih
analiza.

5. Predlazem da se u jednu tablicu popisu razlike
hiloznih i pseudohiloznih izljeva, i etioloski i
prema sastavu i biokemijskim analizama. (Poput
primjerice u odli¢noj knjizi Susan King Strasinger
i Marjorie Schaub Di Lorenzo: Urinalysis and
Body Fluids).

6. Smatram da tip i morfologija stanica u
ekstravaskularnim tekuc¢inama nije dovoljno
opisana za jedan dokument koji bi se smatrao
nacionalnim preporukama. Osim nama poznatih
stanica koje nalazimo u perifernoj krvi, u ovim
uzorcima moguce je uociti i mezotelijske stanice,
maligne stanice, lipofage, neutrofage i slicno.
Predlazem da se kratko opise morfologija
navedenih stanica (slike bi bile super) i svakako
navede da se svaka sumnja na prisutnost
malignih i drugih ,neobic¢nih” stanica javi
lije¢niku i ovisno o potrebi preporuci citoloska
analiza uzorka. Primjerice, mezotelijske stanice
(¢ija se prisutnost ne smatra klinicki znacajnom)
mogu se javljati u klasterima i vazno ih je

tada razlikovati od malignih stanica. Isto tako,
prisutnost lipofaga u peritonealnoj tekudini
smatra se benignom, ali potreban je oprez da

ih se ne zamjeni za tumorske stanice koje mogu
imati u citoplazmi vakuole pune mucina.

Zagreb, sijecanj 2020.

Uzorak pleuralne tekucine treba transportirati u laboratorij na sobnoj
temperaturi odmah nakon uzorkovanja (unutar jednog sata za ukupni i
diferencijalni broj stanica). Uzorak treba obraditi odmah po primitku.”

To znaci da je uzorak pleuralne tekucine uzet na EDTA uzorak prvog izbora (5to
je sukladno komentaru recenzenta), dok su uzorci uzeti u spremnike bez aditiva
uzorci drugog izbora. Transport uzoraka do laboratorija jedan je od temeljnih
predanalitickih ¢imbenika koji moze utjecati na pouzdanost rezultata analize.
lako nije pod izravhom kontrolom laboratorija, laboratorij je duzan upravljati
tim segmentom kako bi mogao dobiti Sto kvalitetniji uzorak.

U prvom predloZzenom istrazivanju ispitana je stabilnost stanica u uzorcima s
EDTA i razlic¢itim uvjetima pohrane, bez izravne usporedbe EDTA i spremnika bez
antikoagulansa.

Drugo istrazivanje ima nekoliko ogranicenja, a ono najvaznije je odmak od 4
sata do obrade (odredivanja stanica) za sve ispitane vrste spremnika.

Stoga smatramo da se analizom uzoraka pleuralne tekucine uzetih s EDTA i bez
aditiva, uz uvjet da su zadovoljeni uvjeti transporta (temperatura i vrijeme),
mogu dobiti usporedivi rezultati. Recenica je pojasnjena sukladno komentaru
recenzenta.

Zahvaljujemo recenzentu na komentaru.
Recenica na str. 15 je pojasnjena sukladno komentaru.

Zahvaljujemo recenzentu na komentaru.

Na str. 25, u poglavlju Kolesterol i trigliceridi, u tekstu nakon uokvirene
preporuke, opisani su hilozni i pseudohilozni pleuralni izljevi prema etiologiji
i sastavu. Smatramo da uvodenje dodatne tablice s istim informacijama nije
potrebno.

Zahvaljujemo recenzentu na komentarima.

Cilj ovih Preporuka je harmonizacija postupaka u analizi ETT. Vrste i morfologija
stanica u pleuralnim izljevima su vrlo pregledno i opsezno opisane u nizu
temeljnih udzbenika iz podru¢ja biokemije i hematologije (primjerice udzbenik
naveden pod to¢kom 5.), stoga ih ovdje nije potrebno ponavljati.

Na str. 44 u Dodatku 1 su opisane stanice koje se mogu naci u seroznim
teku¢inama. Nadalje, na str. 22 je navedeno: ,U slucaju nalaza atipi¢nih stanica
(tumorske, atipicne, reaktivne mezotelne stanice itd.) tijekom morfoloske analize
uzorka pleuralne tekucine (koriste¢i hemocitometar ili vidljive iz znacajne razlike
izmedu ukupnog broja stanica s jezgrom (tj. svih stanica koje sadrze jezgru)

i broja leukocita s automatskog brojaca) treba odgovornog klinic¢ara koji je
analizu zatraZio obavijestiti o nalazu i istaknuti potrebu za citoloskom analizom
(vidi 3.1.3 Poslijeanaliticka faza).”
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7. Jedno zapazanje za razmisljanje Nije li malo
¢udno diferenciranje stanica u ekstravaskularnim
teku¢inama zvati ,diferencijalna krvna slika“?

8. LIGHTOVI KRITERUJI

Literaturno je pokazano da Lightovi kriteriji
cija je specificnost oko 74% krivo kategoriziraju
transudate u eksudate u slucaju terapije
diureticima (Sto je navedeno u tekstu Preporuka),
medutim isto vrijedi i za slu¢aj kongestivnog
zatajenja srca, $to je nedovoljno pisano u
tekstu. Neki laboratoriji u tim slucajevima

za razlikovanje pleuralnih punktata koji su
krivo klasificirani koriste razliku koncentracije
ukupnih proteina u serumuii izljevu > 31g/L
kao pomo¢ pri definiranju transudata. Smatram
da se navedeno treba detaljnije prikazati i dati
preporuke za takve slucajeve.

Literatura:

Porcel JM. Identifying transudates miscalssified
by Light's criteria. Curr Opin pulm Med,
2013;19(4):362-7

Bielsa S, Porcel JM, Catelotte J isur. Solving

the Light's criteria misclassification rate of
cardiac and hepatic transudates. Respiratory,
2012;17(4):721-6

9.SAAG

Sli¢no gore navedenom, u slucaju peritonealne
tekucine literaturno je pokazano da izracun SAAG
moze rezultirati krivom klasifikacijom i u slucaju
ascitesa uzrokovanog kongestivnim zatajenjem
srca. Osim toga, u kasnoj fazi ciroze jetre serumski
albumini su vrlo niski. Zbog toga neki laboratoriji
isto koriste kao pomo¢ u definiciji transudata i
eksudata odredivanje ukupnih proteina. (Ukupni
proteini > 25 g/L kod pacijenta sa SAAG >11 g/L

i sumnje na kongestivno zatajenje srca ukazuju
na eksudat). Primjer laboratorija za toc¢ku 8 i 9:
Laboratorij klinike Mayo

10. Predlazem da se svakako navede moguce
lazno povecane vrijednosti ukupnih proteina

i albumina u slucaju traumatskog uzorkovanja
i nepouzdanost u izracunu Lightovih kriterija i
SAAG razlike. Bilo bi dobro da se preporukama
predlozi primjer komentara na nalazu.

11. pH u pleuralnoj tekucini

Preporuka na stranici 29 - iako je rijetko,
smatram da je potrebno naglasiti i da je pH
pleuralne tekucine iznimno nizak (pH<6,0) u
slucaju rupture ezofagusa sto je hitno klini¢ko
stanje.

12. ANALITICKE METODE

Nigdje u preporukama nisu navedene metode, a
dio preporuka su omjeri ili razlike koncentracija
analita u serumu i ekstravaskularnoj tekucini.
Predlazem da se navedeno ispravi i opisu glavne
prednosti i nedostaci metoda.

Zahvaljujemo recenzentu na komentaru.
Termin diferencijalna krvna slika je u cijelom tekstu zamijenjena diferencijacijom
stanica.

Zahvaljujemo recenzentu na komentarima.

Na str. 18 u uokvirenoj preporuci stoji: ,U slu¢ajevima kada su Light-ovi kriteriji
neodredeni (npr. kod bolesnika koji primaju terapiju diureticima; ili kada klinicki
simptomi ukazuju na transudat, ali Light-ovi kriteriji na eksudacijski izljev),

u razlikovanju transudata od eksudata mogu pomoci gradijent albumina u
serumu i pleuralnoj tekucini, kolesterol u pleuralnoj tekucini, omjer kolesterola u
pleuralnoj tekucini i serumu te kombinacija kolesterola u pleuralnoj tekucini, LD
u pleuralnoj tekucini i proteina u pleuralnoj tekucini.” U tekstu nakon preporuke
su objasnjeni sve dodatne analize koje mogu pomoci u razlikovanju transudata
i eksudata. Obje su predlozene reference citirane u Preporukama (referenca 39
i41).

Gradijent proteina se vise ne smatra testom izbora za otkrivanje pogresno
klasificiranih transudata.

Zatajenje srca je najcesci uzrok transudacijskih izljeva. Jedan dio transudata

se moze Light'ovim krivo svrstati u eksudate, a u tom slucaju se valja posluziti
SEAG. To je sve navedeno u tekstu na str. 19.

Zahvaljujemo recenzentu na komentarima.

Svi komentari recenzenta koji se ticu SAAG odgovoreni su u tekstu Preporuka
na str. 37. Tamo je navedeno da peritonealne izljeve valja klasificirati kao one
niskog (kod maligne bolesti, bilijarnog i pankreasnog ascitesa, tuberkuloznog
peritonitisa, nefrotskog sindroma, opstrukcije crijeva) i visokog gradijenta
albumina (kod ciroze, zatajenja srca, alkoholnog hepatitisa, metastaza u jetri,
tromboze portalne vene i ascitesa mijeSanog porijekla), te da: ,U usporedbi s
ukupnim proteinima, SAAG postize dijagnosticku to¢nost od 97% (uz osjetljivost
od 95% i specifi¢cnost od 95%) u prepoznavanju eksudacijskih ascitesa.”
Problemi s niskim albuminima u ascitesu i analiticki izazovi povezani s tom
¢injenicom su opisani na str. 37.

Nedostaci odredivanja proteina kao parametra za razlikovanje ascitesa opisani
su na str. 35-36.

Zahvaljujemo recenzentu na komentaru.

Slazemo se s komentarom recenzenta da traumatska punkcija moze uzrokovati
lazno povecane koncentracije proteina i/ili albumina u uzorcima seroznih
tekucina. Medutim, obzirom da je tesko kvantificirati takav uc¢inak na rezultat
mjerenja proteina/albumina, smatramo da je dovoljno u komentaru navesti
potvrdu identifikacije traumatske punkcije (kako je navedeno na str. 17/18 i
34/35). Primjer komentara je dodan u predlosku nalaza na str. 56. Predlozak se
moze prilagoditi prema potrebama svakog pojedinog laboratorija.

Preporuka na str. 22 navodi: ,Amilazu treba odredivati u pleuralnom izljevu u
slu¢aju sumnje na pankreatitis, malignu bolesti, rupturu jednjaka, pseudocistu
gusterace i cirozu jetre.” Dakle, u slu¢aju sumnje na rupturu jednjaka, treba
odredivati amilazu u uzorku pleuralnog izljeva.

Zahvaljujemo recenzentu na komentarima.

Na str. 7 je navedeno: ,Analiza ETT se naj¢esSce provodi koristenjem metoda
namijenjenih ,standardnim” uzorcima (serum, plazma, puna krv, mokraca) na
automatskim analizatorima, sto ih ¢ini Siroko dostupnim i relativno jeftinim.”

Zagreb, sijecanj 2020.

41



01-2020/v.1.

Laboratorijska analiza seroznih tekucina

Primjerice — odredivanje albumina bromcresol
green, brocresol purple ili imunoturbidimetrijom.
Postoje radovi koji pokazuju nedostatke pojedinih
metoda i moguce krivu interpretaciju SAAG
ovisno o koristenoj metodi.

Recenzent 3

1. Na temelju snage i dostupnosti znanstvenih
dokaza uokvirene preporuke su kategorizirane

u dva stupanj: stupanj 1 (preporuka umjerene
snage) i stupanj 2 (preporuka ograni¢ene snage).
Komentar: Samo pocetno se koristi stupanj a
dalje idu razredi, treba se uskladiti

2. lako analiza EVU osim klini¢cke kemije i
hematologije uklju¢uje i druge specijalnosti,

u hrvatskim se medicinskim laboratorijima ne
izvode citoloske i mikrobioloske pretrage te su
stoga izvan podru¢ja primjene ovog dokumenta.
Komentar: medicinsko biokemijski laboratoriji,

i ostali su laboratoriji medicinski (citoloski,
mikrobioloski)

3. Ovaj dokument zapocinje poglavljem koji se
osvrce na validaciju metoda koje se koriste u
analizi EVU, a nastavlja specifi¢cnim preporukama
za analizu seroznih tekucina (ukljucujudi
pleuralnu, peritonealnu i perikardijalnu) obzirom
da se te vrste EVU analiziraju u gotovo svim
laboratorijima u Hrvatskoj.

Ukoliko proizvodac nije naveo specifikacije,
potrebno je provesti validaciju metode za svaku
vrstu EVU za koju ¢e se metoda koristiti. Postupak
validacije metoda koje se koriste za EVU treba
obuhvatiti ispitivanje preciznosti, to¢nosti,
analiticke osjetljivosti, analiticke specifi¢cnosti
(interferencija), mjernog raspona (intervala
izvjeStavanja), i, ukoliko je potrebno, prijenosa
analita (engl. carry-over) te klinicku osjetljivost

i specificnost. Komentar: mislim da niti jedan
proizvodac nema specifikacije za analizu seroznih
tekucina (osim urina i CSF), tako da ako se ove
vrste EVU analiziraju u gotovo svim labosima u
Hrvatskoj bilo je pozeljno detaljnije obraditi samu
validaciju, odnosno kako je treba provesti, Sto

bi bilo od znacajne koristi za prvi korak samog
procesa harmonizacije, u protivnom prema
smjernicama proizlazi da dok se to ne napravi na
nalazima tu ¢injenicu trebamo jasno istaknuti i
objasniti klinicarima ogranicenje metode

4. Za odredivanje ukupnog i diferencijalnog
broja stanica treba koristiti epruvete s
etilendiamintetraoctenom kiselinom (EDTA),
dok uzorke pleuralne tekucine za biokemijske
analize treba uzorkovati u epruvete s heparinom.
Alternativno, uzorci pleuralne tekucine za
brojanje i diferencijaciju stanica te biokemijske
analize mogu se uzorkovati u obi¢ne epruvete,
odnosno one bez aditiva. Komentar: Mislim

da alternativno ne moze biti, osobito u tako
neistrazenom podrucju, iako postoje reference

Zagreb, sijecanj 2020.

Dodatno na str. 18 (i 19) je u preporuci navedeno: ,Za potrebe izracuna omjera
i gradijenata, analize u pleuralnoj tekucini i serumu trebaju biti provedene
koristeci istu metodu.”

Sto se ti¢e nedostataka pojedinih metoda za odredivanje albumina, oni su
opisani nastr. 37 i 38.

Zahvaljujemo recenzentu na komentarima.
Kategorizacija preporuka sukladno znanstvenim dokazima uskladena je u
cijelom tekstu Preporuka.

Zahvaljujemo recenzentu na komentaru.
Naziv medicinsko-biokemijski laboratoriji je ispravljen sukladno komentaru.

Zahvaljujemo recenzentu na komentarima.

Vazno je na pocetku istaknuti da se prvo poglavlje (Validacija analitickih
specifikacija za ETT, u prethodnoj verziji EVU) odnosi na sve ETT, a ne iskljuc¢ivo
na serozne tekucine.

Sukladno akreditacijskim standardima HRN EN ISO 15189 Medicinski laboratoriji
— Zahtjevi za kvalitetu i osposobljenost, medicinski su laboratoriji obavezni
provesti verifikaciju/validaciju svih metoda koje se u laboratoriju koriste. Taj

je Cinjenica pogotovo vazna za ekstravaskularne tjelesne uzorke (ETT), jer se

(u vecini slucajeva) radi o modifikaciji metode (odnosno koristenju metoda
izvan opsega propisanog od strane proizvodaca). Stoga, kako bi se osigurala
pouzdanost dobivenih rezultata nuzno je provesti verifikaciju/validaciju svake
metode na svakoj pojedinacnoj vrsti ETT.

Kako je u preporuci na str. 5 navedeno, nema dostupnih uputa i protokola za
analiti¢ku verifikaciju/validaciju metoda koje se koriste u analizi ETT. Stoga se
laboratorijima preporuca da se koriste postoje¢im uputama i protokolima koji
vrijede za standardne tjelesne tekucine (serum). Kako su te upute (protokoli)
dostupni i opéeprihvaceni, smatramo da nije nuzno u ovom dokumentu
navoditi svaki pojedinacni postupak, vec se Preporuke ogranicavaju na
propisivanje opsega verifikacije/validacije pozivajudi se na postojece
dokumente (CLSI) koji to detaljnije propisuju.

Ukoliko verifikacija/validacija nije provedena (iz bilo kojeg razloga) tu ¢injenicu
treba istaknuti na nalazu kako bi se klinicara obavijestilo da nije moguce
iskljuciti u¢inak nestandardnog matriksa na rezultate. To je neophodna
informacija koja izravno utjece na tumacenje rezultata i neizravno na sigurnost
bolesnika.

Zahvaljujemo recenzentu na komentarima.

Na str. 14 je navedeno: ,Za odredivanje ukupnog i diferencijalnog broja stanica
treba koristiti epruvete s etilendiamintetraoctenom kiselinom (EDTA), dok
uzorke pleuralne tekucine za biokemijske analize treba uzorkovati u epruvete s
heparinom. Alternativno, uzorci pleuralne tekucine za brojanje i diferencijaciju
stanica te biokemijske analize mogu se uzorkovati u obi¢ne epruvete, odnosno
one bez aditiva. Uzorak pleuralne tekucine treba transportirati u laboratorij na
sobnoj temperaturi odmah nakon uzorkovanja (unutar jednog sata za ukupni i
diferencijalni broj stanica). Uzorak treba obraditi odmah po primitku.”

To znaci da je uzorak pleuralne tekucine uzet na EDTA uzorak prvog izbora, dok
su uzorci uzeti u spremnike bez aditiva uzorci drugog izbora.
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5. Vrijednosti hematokrita > 50% upucuju
na pravi hemotoraks koji je obi¢no prisutan
u slucaju traume prsnog kosa. Komentar:
Vrijednosti radi harmonizacije Htc>0,500

6. Ukoliko je trazena biokemijska analiza, mutne,
mlijecne i/ili krvave uzorke treba centrifugirati.
Komentar: svi se uzorci za biokemijsku analizu
trebaju centrifugirati

7.lako Leu ima ograni¢enu vrijednost i nije
preporucen za razlikovanje transudata od
eksudata, pokazano je da eksudacijski izljevi
imaju Leu > 1000 x106/L (¢esto > 500 x106/L),
dok transudacijski izljevi imaju Leu < 1000 x10%/L
(¢esto < 300 x10%/L). Komentar: ovo je sasvim
nejasno

Recenzent 4

Postovano i drago povjerenstvo, dolje je moj
prijedlog ocjene i misljenja za smjernice o
ekstravaskularnim tekuc¢inama.

Nepotrebna i opsezna laboratorijska

ispitivanja eksudacijskih pleuralnih izljeva
treba, u dogovoru s odgovornim klini¢arima,
obeshrabriti. - $to ovo to¢no znaci i kako bi to u
praksi trebalo provesti

Koristi se izraz ,verifikacijski postupak” kako za
verifikaciju karakteristike testa, tako i u nekim
drugim kontekstima. Primjer: Svaki laboratorij
treba uspostaviti alternativne verifikacijske
postupke (uklju¢ujuci manualno brojanje stanica)
za uzorke s rezultatima ispod donje granice
mjerenja.

Validaciju je lako propisati, ali malo teze provesti
— trebalo bi sakupljati navedene uzorke kroz
duze vrijeme za validaciju jer rijetko dolaze, a
nepoznata je stabilnost uzorka. Dakle, prvo treba
napraviti ispitivanje stabilnosti. Pa kasnije u
smjernicama navedeno koja je stabilnost analita
za pleuralni ipak

Kod validacije:_...... ukoliko je potrebno, ispitati
prijenos analita (engl. carry-over) te klinicku
osjetljivost i specificnost — na sto se tu to¢no
misli i kako bi to to¢no trebalo provesti?

Stoga smatramo da se analizom uzoraka pleuralne tekucine uzetih s EDTA i bez
aditiva, uz uvjet da su zadovoljeni uvjeti transporta (temperatura i vrijeme),
mogu dobiti usporedivi rezultati. Recenica je pojasnjena sukladno komentaru
recenzenta.

Zahvaljujemo recenzentu na komentaru.
Ispravljeno sukladno komentaru.

Zahvaljujemo recenzentu na komentaru.
Recenica na str. 17 je pojasnjena sukladno komentaru.

Zahvaljujemo recenzentu na komentaru.

U uokvirenoj preporuci na str. 21 navedeno je: ,Ukupan broj leukocita (Leu)
ne treba odredivati za razlikovanje pleuralnih transudata i eksudata.” To je
preporuka.

Recenica u nastavku je pojasnjena sukladno komentaru.

Zahvaljujemo recenzentu na komentarima.

U cijelom tekstu Preporuka se ponavlja sintagma - pretrage koje nemaju klinicku
korisnost potrebno je ukinuti. To se radi isklju¢ivo u dogovoru s klinicarima.
Spomenuta recenica je uklonjena iz Preporuka sukladno komentaru recenzenta.

Zahvaljujemo recenzentu na komentaru.
Verifikacija je provjera (istinosti), stoga se (prema nasem misljenju) moze koristiti
u oba konteksta.

Zahvaljujemo recenzentu na komentaru.

U nedostatku pouzdanih podataka o stabilnosti ETT, potrebno je istu ispitati
prije postupka validacije, kako je opisano na str. 8. Obzirom da smo svjesni
kompleksnosti postupka, u prirpemi je ¢lanak kojim ¢e se ispitati stabilnost
klinicki vaznih analita u seroznim tekuc¢inama koji ¢e biti od pomoci za sve
MBL-ove.

Podaci na str. 28 (prije 29) odnose se iskljucivo na uzorke pleuralne tekucine,

a preuzeti su iz publikacije Antonangelo L i sur. Pleural fluid: are temperature
and storage time critical preanalytical errors factors in biochemical analyses?
Clin Chim Acta. 2010;411:1275-78. i ostalih (navedenih) referenci. Izrazeni su
skupno za sve parametre koji se mjere u uzorku pleuralne tekucine, a za krac¢u
stabilnost uzorka u hladnjaku odgovorna je nestabilnost LDH na +4°C. Sukladno
komentaru recenzenta, odlomak na str. 28 je prosiren i pojasnjen, te su ukljuceni
i podaci za analizu stanica.

Ispitivanje klinicke (dijagnosticke) osjetljivosti i specificnosti propisano je u
sklopu postupka validacije, koji je znatno kompleksniji i opsezniji od verifikacije
ETT. Jasno je istaknuto da se ti postupci provode ,ako je potrebno”, dakle

ako nema pouzdanih podataka iz literature. Provode se sukladno dostupnim
postupcima za standardne uzorke.

Zagreb, sijecanj 2020.
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Ukoliko se broj i vrsta stanica u EVU odreduju
upotrebom automatiziranih metoda na
brojacima, odgovarajuca UKK treba ukljuciti
provjeru pozadine analizatora (engl. background
check) - background check obi¢no nije dio

UKK nego automatizirane prethodne provjere
funkcionalnosti analizatora u zadanom nacinu
rada

Na zahtjevu moraju jasno biti naznacene trazene
analize i sve klinicki relevantne informacije

(npr. terapija diureticima) kako bi se olaksalo
tumacenije rezultata. Osim toga na uputnici
treba jasno biti naveden postupak uzorkovanja
(tj torakocenteza ili pleuralna punkcija), mjesto
uzorkovanja i anatomsko podrijetlo uzorka
(Stupanj 1 preporuka) - ovo je tesko ostvarivo u
praksi

Za odredivanje ukupnog i diferencijalnog

broja stanica treba koristiti epruvete s
etilendiamintetraoctenom kiselinom (EDTA),
dok uzorke pleuralne tekucine za biokemijske
analize treba uzorkovati u epruvete s heparinom.
Alternativno, uzorci pleuralne tekucine za
brojanje i diferencijaciju stanica te biokemijske
analize mogu se uzorkovati u obi¢ne epruvete,
odnosno one bez aditiva. Mislim da rijec¢
alternativno tu nikako ne stoji, jer mora postojati
toc¢na procedura u koje epruvete se vadi i zasto

lako Leu ima ograni¢enu vrijednost i nije
preporucen za razlikovanje transudata od
eksudata, pokazano je da eksudacijski izljevi
imaju Leu > 1000 x106/L (¢esto > 500 x106/L),
dok transudacijski izljevi imaju Leu < 1000 x10%/L
(¢esto < 300 x106/L). Je li vise od 500 ili 1001 je li
manje od 1000 ili 300?

Laboratoriji se snazno potic¢u da rezultate
dobivene iz uzorka pleuralne tekucine javljaju

i komentiraju s odgovornim klini¢arem koji je
analize zatrazio. Ne pise kriticne, diskepantne -
$to bi to¢no sve trebalo javiti?

Ako se LIS koristi za generiranje standardiziranih
komentara za analizu pleuralne tekucine, na
nalazu treba navesti relevantnu literaturu koja se
koristila kao izvor za osmisljavanje komentara.

Zagreb, sijecanj 2020.

Zahvaljujemo recenzentu na komentaru.

Slazemo se s komentarom recenzenta, ali taj postupak nije automatiziran kod
svih analizatora, stoga smatramo da ga treba istaknuti (kao $to je to ucinjeno u
CLSI smjernici).

Zahvaljujemo recenzentu na komentaru.

Slazemo se, ali kako je navedeno na str. 13:“ Optimiranje obrasca uputnice,

kako bi ukljucivala samo klinicki korisne analize s dostupnim informacijama

o tumacenju, poboljsat ¢e laboratorijsku analizu pleuralne tekucine i
interpretaciju dobivenih rezultata.” Obrazac uputnice se moze optimirati i za sve
ostale traZzene stavke, a sve djelatnike educirati kako na prikladan nacin zatraziti
pretrage.

Zahvaljujemo recenzentu na komentaru.

Na str. 14 je navedeno: ,Za odredivanje ukupnog i diferencijalnog broja stanica
treba koristiti epruvete s etilendiamintetraoctenom kiselinom (EDTA), dok
uzorke pleuralne tekucine za biokemijske analize treba uzorkovati u epruvete s
heparinom. Alternativno, uzorci pleuralne tekucine za brojanje i diferencijaciju
stanica te biokemijske analize mogu se uzorkovati u obi¢ne epruvete, odnosno
one bez aditiva. Uzorak pleuralne tekucine treba transportirati u laboratorij na
sobnoj temperaturi odmah nakon uzorkovanja (unutar jednog sata za ukupni i
diferencijalni broj stanica). Uzorak treba obraditi odmah po primitku.”

To znaci da je uzorak pleuralne tekucine uzet na EDTA uzorak prvog izbora, dok
su uzorci uzeti u spremnike bez aditiva uzorci drugog izbora.

Stoga smatramo da se analizom uzoraka pleuralne tekucine uzetih s EDTA i bez
aditiva, uz uvjet da su zadovoljeni uvjeti transporta (temperatura i vrijeme),
mogu dobiti usporedivi rezultati. Recenica je pojasnjena sukladno komentaru
recenzenta.

Zahvaljujemo recenzentu na komentaru.

U uokvirenoj preporuci na str. 21 navedeno je: ,Ukupan broj leukocita (Leu)
ne treba odredivati za razlikovanje pleuralnih transudata i eksudata.” To je
preporuka.

Sporna recenica u nastavku je pojasnjena sukladno komentaru recenzenta.

Zahvaljujemo recenzentu na komentaru.

Nedostatak referentnih intervala zahtjeva istaknutiji angazman laboratorijskih
struc¢njaka u tumacenju dobivenih rezultata analize ETT. Nasa je uloga kao
laboratorijskih stru¢njaka ne samo osigurati pouzdane rezultate analize ETT, ve¢
i potaknuti njihovo primjereno tumacenje. Stoga je nasa uloga savjetodavna za
sve rezultate analize ETT.

Zahvaljujemo recenzentu na komentaru.
U tom smislu se moze koristiti ova Preporuka ili izvorne publikacije koristene u
njenoj izradi (@ navedene u popisu referenci).
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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 za ekstravaskularne uzorke HDMBLM-a nastale su ove preporuke,
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 sjemenu tekucinu, znoj, dijalizat/dren, amnijsku tekucinu i BAL
Preporuka za cerebrospinalnu tekucinu

Preporuka za laboratorijsku dijagnostiku autoimunih bolesti
Preporuke za pretrage uz bolesnika

HDMBLM
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