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Obrada uzoraka kod sumnje na pseudotrombocitopeniju uzrokovanu EDTA antikoagulansom

SAZETAK

Pseudotrombocitopenija se definira kao lazno snizen broj trombocita
nastao kao posljedica njihova in vitro nakupljanja. To je rijetka i beni-
gna pojava koja nije povezana s odredenim poremecajem ili terapi-
jom, a postaje klinicki znacajna ako se pravovremeno i pouzdano ne
prepozna. Posljedicno mozZe dovesti do pogresnih klinickih odluka koje
obuhvacaju nepotrebnu dodatnu laboratorijsku obradu, postavljanje
pogresne dijagnoze i moguce nepravilno lijecenje, Cime se neizbjezno
ugrozava sigurnost pacijenta. Najce3¢i oblik pseudotrombocitopenije
uzrokovan je djelovanjem etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA), koja
se koristi kao antikoagulans u spremnicima za uzorkovanje krvi.

U literaturi je opisano nekoliko razlicitih pristupa obradi uzoraka sa
pseudotrombocitopenijom uzrokovanom EDTA antikoagulansom (ED-
TA-pseudotrombocitopenija), medutim malo je stru¢nih preporuka. Cilj
ovih preporuka jest doprinos u postizanju harmonizacije na nacional-

noj razini u pravilnom prepoznavanju EDTA-pseudotrombocitopenije,
obradi takvih uzoraka i izvje$tavanju broja trombocita. Ovi minimalni
zahtjevi nastali su u suradnji Hrvatske komore medicinskih biokemica-
ra i Radne grupe za laboratorijsku hematologiju Hrvatskog drustva za
medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicinu te se mogu prilagodi-
ti sukladno specificnim uvjetima (osoblju i opremi) svakog pojedinog
medicinsko-biokemijskog laboratorija. Preporuke su prvenstveno na-
mijenjene svim laboratorijskim djelatnicima ukljucenim u obradu uzo-
raka s EDTA-pseudotrombocitopenijom, ali i drugim zdravstvenim dje-
latnicima koji su ukljuceni u prikupljanje uzoraka i tumacenje rezultata
analize kompletne krvne slike.

Kljucne rijeci: trombocitopenija; pseudotrombocitopenija; hemato-
loski analizatori; postupci; harmonizacija

Zagreb, prosinac 2024.
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uvoD

Trombocitopenijom se naziva stanje karakterizi-
rano snizenim brojem trombocita (< 150 x10°/L),
a povezano je s razli¢itim poremecajima (1). Za
razliku od trombocitopenije, pseudotromboci-
topenija je obiljezena lazno snizenim brojem
trombocita koji nastaje kao posljedica in vitro
nakupljanja trombocita (2). Ova benigna i rijet-
ka pojava, koja se javlja u 0,03 - 0,27% opce po-
pulacije te u 15,3% pacijenata s trombocitope-
nijom, nije povezana s odredenim poremeca-
jem ili terapijom (2). Medutim, ako se pravovre-
meno i pouzdano ne prepozna, pseudotrom-
bocitopenija moze rezultirati nezeljenim Kkli-
ni¢kim posljedicama. Neprepoznavanje uzroka
ove lazne trombocitopenije dovodi do neod-
govarajucih klini¢kih odluka (nepotrebne do-
datne laboratorijske obrade, pogresnih dija-
gnoza i potencijalno do pogrednog lije¢enja),
neizbjezno ugrozavajudi sigurnost pacijenta
(2,3).

Najces¢i oblik pseudotrombocitopenije uzro-
kovan je etilendiamintetraoctenom kiselinom
(EDTA) (EDTA-pseudotrombocitopenija). U lite-
raturi je opisano nekoliko razli¢itih pristupa
obradi uzoraka s EDTA-pseudotrombocitope-
nijom. To su, primjerice, dodavanje razlicitih
spojeva (npr. amikacina ili kanamicina) uzorku
s potvrdenom EDTA-pseudotrombocitopeni-
jom kako bi se sprijecilo stvaranje nakupina
trombocita ili razdvojilo trombocite u postoje-
¢im nakupinama, neodgodena analiza uzorka
s EDTA antikoagulansom, uzorkovanje i analiza
uzorka s EDTA antikoagulansom na 37 °C, te
koriStenje drugih antikoagulansa (npr. kisela ci-
trat dekstroza, magnezijev sulfat ili natrijev ci-
trat) (2-4). Dodatno, iako su provedena ispitiva-
nja o mogucoj korisnosti vorteksiranja uzoraka
s EDTA antikoagulansom u svrhu razbijanja na-
kupina trombocita, ne postoje objektivni do-
kazi koji potvrduju ucinkovitost ovog pristupa
u potpunom uklanjanju nakupina trombocita

Zagreb, prosinac 2024.

te posljedi¢no tome i pouzdanom odredivanju
broja trombocita u takvom uzorku (5-7). Uspr-
kos svemu navedenom, i dalje nedostaje struc-
nih preporuka u svrhu pravilne obrade uzora-
ka s EDTA-pseudotrombocitopenijom.

S obzirom na znacajnu neujednacenost u pri-
stupima obradi takvih uzoraka, cilj ovih prepo-
ruka je doprinos u postizanju harmonizacije na
nacionalnoj razini u pravilnom prepoznavanju
EDTA-pseudotrombocitopenije, obradi takvih
uzoraka i izvje$tavanju broja trombocita. Pred-
loZene minimalne preporuke nastale su kao re-
zultat suradnje ¢lanova zajednicke radne sku-
pine Hrvatske komore medicinskih biokemica-
ra i Radne grupe za laboratorijsku hematologi-
ju Hrvatskog drustva za medicinsku biokemiju
i laboratorijsku medicinu, te se mogu prilago-
diti specifitcnim uvjetima (osoblju i opremi)
svakog pojedinog medicinsko-biokemijskog
laboratorija. Ove su preporuke prvenstveno
namijenjene svim laboratorijskim djelatnicima
uklju¢enim u obradu uzoraka sa sumnjom na
EDTA-pseudotrombocitopeniju. Nadalje, one
su namijenjene i drugim zdravstvenim djelat-
nicima koji su uklju¢eni u prikupljanje uzoraka
i tumacenje rezultata analize kompletne krvne
slike.

Preporuceni kriteriji za postavljanje
sumnje na pseudotrombocitopeniju

Ako je zadovoljen barem jedan kriterij, treba
posumnjati na prisutnost pseudotromboci-
topenije i postupiti prema preporu¢enom
laboratorijskom postupku za prepoznavanje
i obradu uzoraka s pseudotrombocitopeni-
jom.

1. Snizen broj trombocita (< 100 x10°%/L)
odreden na hematoloskom analizatoru
kod pacijenta bez klini¢kih znakova trom-
bocitopenije, bez prethodno potvrdene

4
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dijagnoze trombocitopenije ili drugog
poremecaja trombocita te bez prethod-
nih rezultata odredivanja broja tromboci-
ta; i/ili

2. Znacajan pad broja trombocita (klinicki
znacajna razlika (engl. delta check) = 40%)
u usporedbi s prethodnim rezultatima; i/
ili

3. Prisutnost poruka upozorenja koje se
odnose na trombocite i/ili leukocite na
hematoloskom analizatoru u kombinaciji
s promijenjenim histogramom tromboci-
ta (2,3,8,9) (Slika 1).

Pseudotrombocitopenija nastaje pod utjeca-
jem imunoloskih (autoantitijela na tromboci-
te), kemijskih (antikoagulansi) i fizikalnih ¢im-
benika (vrijeme, temperatura) koji zajedno do-
prinose nastanku ovog in vitro fenomena. U li-
teraturi se pseudotrombocitopenija najcesce
povezuje s prisustvom autoantitijela koji una-
krsno reagiraju s kompleksom glikoproteina
llb/1lla (receptor za fibrinogen). Njegovi se skri-
veni epitopi izlazu na membrani trombocita
uslijed djelovanja kalcij-kelirajucih sredstava
koji se uobicajeno koriste kao antikoagulansi u
spremnicima za uzorkovanje pune krvi.

Pseudotrombocitopenija je naj¢es¢e uzroko-
vana EDTA antikoagulansom, ali moze biti po-
vezana i s prisutno3c¢u natrijeva citrata ili litije-
va heparina, kao i drugih antikoagulansa
(2,3,5). Nakon kontakta spomenutih antikoa-
gulansa i pune krvi u kojoj su prisutna antitijela
ovisna o antikoagulansu (koji svoju optimalnu
aktivnost postizu na temperaturama nizim od
normalne tjelesne temperature), dolazi do na-
kupljanja trombocita 3to se posljedi¢no ocituje
pseudotrombocitopenijom (8).

Prema preporukama Medunarodnog drustva
za laboratorijsku hematologiju (engl. Internati-
onal Society for Laboratory Hematology, ISLH)
razmaz periferne krvi potrebno je pregledati:
a) kada je broj trombocita odreden na hema-
toloskom analizatoru < 100 x10%/L (prvo odre-
divanje za pacijenta, bez prethodnih rezultata
odredivanja broja trombocita), i b) ako je kli-
nicki znacajna razlika broja trombocita (razlika
izmedu trenutacnog i prethodnog rezultata)
veca od 40% (10). Osim ovih kvantitativnih kri-
terija, ISLH preporuca pregled razmaza perifer-
ne krvi bez obzira na broj trombocita ako se
pojavi bilo koja od sljedecih poruka upozore-
nja tijekom automatizirane analize kompletne
krvne slike: prisutnost nakupina trombocita
(engl. platelet clumps), veliki trombociti (engl.

PLT flag(s):
PLT Clumps?

SLiKA 1. Usporedba histograma trombocita dobivenih metodom impedancije na hematoloskom analizatoru Sysmex XN-1000 (Sys-
mex, Kobe, Japan): u (A) uzorku krvi bez sumnje na pseudotrombocitopeniju i (B) uzorku krvi sa sumnjom na psudotrombocitope-
niju. Prilagodeno prema (11). PLT — trombociti. Flag — poruka upozorenja. Clumps - nakupine.

Zagreb, prosinac 2024.
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giant platelets) ili bilo koja druga poruka pove-
zana s promjenama u raspodjeli i/ili velicini
trombocita (9,10).

Dostupnim automatiziranim metodama moze
se pouzdano odrediti broj trombocita u prisut-
nosti velikih trombocita i fragmenata drugih
krvnih stanica; medutim, nijednom se automa-
tiziranom metodom ne moze pouzdano odre-
diti broj trombocita u uzorku u kojem su pri-
sutne nakupine trombocita. Vazno je napome-
nuti da pojava poruka upozorenja koje se od-
nose na nakupine trombocita ovisi o postavka-
ma analizatora i analitickoj metodi koja se kori-
sti (Tablica 1). Impedancija je metoda koja je
najosjetljivija na prisutnost nakupina trombo-
cita (2). Stoga se pregled izgleda histograma
trombocita dobivenog metodom impedancije
smatra vaznim korakom u postavljanju sumnje
na pseudotrombocitopeniju bez obzira na do-

biveni broj trombocita ili prisutnost poruka
upozorenja. Neuobicajeni, promijenjeni trom-
bocitni histogram nazubljenih linija te krivulja
s nazubljenim krajem koja se kod oznake od 20
fL ne priblizava baznoj liniji moze ukazivati na
nakupljanje trombocita (Slika 1). Fragmenti le-
ukocita i eritrocita te mikrociti mogu takoder
interferirati kod automatiziranog odredivanja
broja trombocita (2,3).

Preporuceni laboratorijski postupak
za prepoznavanje i obradu uzoraka
s EDTA-pseudotrombocitopenijom

Preporuceni postupak za prepoznavanje i iz-
davanje rezultata broja trombocita kod sum-
nje na pseudotrombocitopeniju opisan je u
nastavku. Postupak je saZeto prikazan na Slici 2.

TaBLE 1. Pregled najcescih hematoloskih analizatora u Hrvatskoj s pripadajuc¢im porukama upozorenja kod sumnje na pseudotrom-

bocitopeniju

Proizvoda¢

Sysmex
(Sysmex, Kobe, Japan)

Beckman Coulter
(Beckman Coulter, Miami, SAD)

Siemens
(Siemens, Marburg, Njemacka)

Mindray
(Shenzhen Mindray Bio-Medical
Electronics CO., Ltd., Shenzhen, Kina)

Abbott
(Abbott, Santa Clara, SAD)

Analizatori

XS, XE, XN, XT, XP, KX serija, pocH 100i

ACT, UniCel DxH, LH750, HmX

Poruke upozorenja

PLT clumps
PIt Abn Distribution
Giant Platelets

Platelet Clumps
Giant Platelet
PLT Inter: Debris
RBC-PLT Overlap

PLT-CLM
Advia 360, 120, 560, 2120i Plt Clumps
Large PLT
BC 5150, BC 5380,
, ) )
BC 5390 Plt Clump?
PLT Clump
Alinity hq, No MPV result
Cell-Dyn 1800, 3700, Ruby, Emerald NRBC
NWBC

PLT - trombociti. RBC - eritrociti. MPV - prosjec¢ni volumen trombocita. WBC - leukociti.

Zagreb, prosinac 2024.
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« Trombociti < 100 x109/L, i/ili
- Pad broja trombocita (klinicki

znacajna razlika > 40%), i/ili ——I Sumnja na pseudotrombocitopeniju

- Poruke upozorenja vezane uz
trombocite na hematoloskom analizatoru

Predanaliticke pogreske (vidljiv ugrusak?;
neprikladno mjesto uzorkovanja?)

Mikroskopski potvrditi prisutnost pseudotrombocitopenije
(nakupine trombocita?; satelitizam trombocita?)

Da

Odrediti broj trombocita u uzorku s 3,2%
natrijevim citratom

Zgrusan uzorak — odbaciti i ponoviti
uzorkovanje

Ne

Pseudotrombocitopenija isklju¢ena, izdati broj
trombocita i njima pridruzene konstante s analizatora

Znacajno visi broj tromboata u usporedbi s
brojem trombocita u EDTA

Pregled razmaza iz citratnog uzorka na
pseudotrombocitopeniju (nakupine trombocita?)

Da

Potvrda EDTA-
pseudotrombocitopenije

:

Izdati broj trombocita i njima pridruzene
konstante iz uzorka s 3,2% natrijevim citratom

Da

Potvrda pseudotrombocitopenije
uzrokovane EDTA antikoagulansom
i citratom

!

Izdati broj trombocita i trombocitne konstante
koriste¢i metodu po Fonio-u

SLIKA 2. Postupak obrade uzorka sa sumnjom na EDTA-pseudotrombocitopeniju.

1. Iskljucivanje utjecaja
predanalitickih pogresaka

Neadekvatno predanaliticko rukovanje s
uzorkom (nedovoljno punjenje spremnika,
ili neodgovarajuce mijesanje spremnika krvi
nakon uzorkovanja) moze dovesti do lazno
snizenog broja trombocita. Ako se sumnja
na pseudotrombocitopeniju sukladno pret-
hodnim kriterijima, potrebno je iskljuditi slje-
dece:

1. in vitro aktivaciju procesa zgrusavanja,
bilo otkrivanjem vidljivog ugruska ili fi-

brinskih niti u EDTA uzorku. Takvi uzorci
nisu prihvatljivi za analizu, odbijaju se i
potrebno je ponoviti uzorkovanje.

. Odabir neprikladnog mjesta venepunk-

cije — uzorkovanje u blizini mjesta infuz-
ije moze dovesti do kontaminacije uzor-
ka infuzijskim otopinama i posljedi¢no
do lazno snizenog broja svih stanica,
ukljuCujuc¢i i trombocite. Kad god je
moguce, treba odabrati alternativno
mjesto za uzorkovanje, po moguénosti iz
druge ruke, kako bi se izbjegla kontami-
nacija (12).

Zagreb, prosinac 2024.
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Nakon isklju¢enja utjecaja predanaliti¢kih ¢im-
benika na broj trombocita, moze se provesti i
refleksno testiranje broja trombocita koristeci
drugu analiticku metodu (brojenje trombocita
optickom ili fluorescentnom metodom), ako je
ona dostupna. Rezultat odredivanja broja
trombocita dobiven alternativnom metodom
treba se smatrati samo informativnim, ali nika-
ko konacnim (13,14).

2. Mikroskopska potvrda
pseudotrombocitopenije

Nakon $to je utjecaj predanalitickih ¢imbeni-
ka iskljucen, pseudotrombocitopeniju treba
potvrditi morfoloskim pregledom razmaza
periferne krvi. Priprema razmaza i bojenje
moze se izvesti ru¢no (bojenjem po May-
Grunwald Giemsa-i tehnici, MGQ), ili koriste-
¢i automatizirani uredaj za izradu i bojenje
razmaza. Prisutnost nakupina ili satelitizma
trombocita u uzorcima s EDTA antikoagulan-
som potrebno je potvrditi pregledom raz-
maza periferne krvi pomocu svjetlosne mi-
kroskopije. Ona se, prema preporuci Medu-

narodnog vijeca za standardizaciju u hema-
tologiji, smatra metodom izbora u ovu svrhu
(Slika 3) (15).

Nakon potvrde prisutnosti nakupina trombo-
cita u uzorku, broj trombocita i pripadajuce
trombocitne konstante se ne izvjeStavaju. Na
laboratorijskom nalazu potrebno je jasno na-
znaditi sumnju na prisutnost nakupina trom-
bocita potvrdenih mikroskopskim pregledom
(Slika 4).

3. Odredivanje broja trombocita
u uzorcima sa sumnjom na EDTA-
pseudotrombocitopeniju

U uzorcima s mikroskopski potvrdenom pse-
udotrombocitopenijom, broj trombocita i
pripadajuce trombocitne konstante (pro-
sjecni volumen trombocita (MPV), trombo-
krit (PCT), i drugi) se ne izvjestavaju.

Odgovorni magistar medicinske biokemije/
specijalist medicinske biokemije i laborato-

SLikA 3. (A) Nakupine trombocita i (B) satelitizam trombocita u razmazu periferne krvi pripremljenom iz uzorka s EDTA antikoagu-

lansom (16).

Zagreb, prosinac 2024.
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rijske medicine treba izravno kontaktirati
odgovornog lije¢nika, prokomentirati nalaze
i zatraziti ponovljeno uzorkovanje za odredi-
vanje broja trombocita u spremniku s 3,2%
natrijevim citratom. Ako je odgovorni lijec-
nik nedostupan, pacijenta se izravno kon-
taktira i poziva na ponovljeno uzorkovanije.

Broj trombocita i pripadaju¢e trombocitne
konstante izvjeStavaju se iz uzorka s 3,2%
natrijevim citratom nakon potvrde EDTA-
pseudotrombocitopenije, odnosno u sljede-
¢im slucajevima:

1) kada je u uzorku s 3,2% natrijevim citra-
tom odreden znacajno visi broj tromboc-
ita u usporedbi s onim iz uzorka s EDTA
antikoagulansom, ili

U slu¢ajevima kada je uzorak s 3,2% natrije-
vim citratom ve¢ dostupan u medicinsko-bi-
okemijskom laboratoriju (npr. kada su zatra-
Zene koagulacijske pretrage), treba ga kori-
stiti za odredivanje broja trombocita kod
sumnje na EDTA-pseudotrombocitopeniju,
bez potrebe za ponovnim uzorkovanjem.

2) kada je prisutnost nakupina tromboci-
ta u uzorku s 3,2% natrijevim citratom
isklju¢ena nakon mikroskopskog pregle-
da razmaza periferne krvi pripremljenog

) ) . iz uzorka s 3,2% natrijevim citratom.
Broj trombocita treba odrediti na hemato-

loskom analizatoru iz uzorka s 3,2% natrije-
vim citratom i rezultat treba pomnoziti s fak-
torom 1,1 kako bi se uklonio ucinak razrjede-
nja uzrokovan tekudim antikoagulansom.

Ako broj trombocita odreden iz uzorka s
3,2% natrijevim citratom nije znacajno visi, ili
su nakupine trombocita prisutne i u razma-
zu pripremljenom iz uzorka s 3,2% natrije-

A)

Parametar Rezultat Jedinica Referentni interval
(PK) Eritrociti 4.84 x10'2/L 3.56-5.08
(PK) Hemoglobin 142 g/L 119 - 157
(PK) Hematokrit 0.422 L/L 0.356 - 0.470
(PK) MCV 87.2 fL 83.0-97.2
(PK) MCH 29.3 Pg 274 -33.9
(PK) MCHC 336 g/L 320-345
(PK) RDW 12.0 % 9.0-15.0
(PK) Leukociti 74 x10%/L 34-9.7

(PK) Trombociti / x109%/L 158 — 424
(PK) MPV / fL 6.8-10.4

Napomena: Zbog sumnje na pseudotrombocitopeniju uzrokovanu EDTA antikoagulansom, potrebno je ponoviti vadenje krviu
spremnik s 3.2% natrijevim citratom kao antikoagulansom.

PK - puna krv, MCV - prosjecni volumen eritrocita, MCH - prosjec¢na koli¢ina hemoglobina u jednom eritrocitu, RDW - raspodjela
eritrocita po velicini, MPV - prosje¢ni volumen trombocita

SLIKA 4. Primjeri laboratorijskih nalaza: (A) nakupine trombocita nadene u uzorku s EDTA i sumnja se na pseudotrombocitopeniju uz-
rokovanu EDTA antikoagulansom, (B) izvjeStavanje broja trombocita i pripadajucih trombocitnih konstanti iz spremnika s natrijevim
citratom, (C) izvjeStavanje broja trombocita i pripadajucih trombocitnih konstanti iz spremnika s natrijevim citratom ako su pretrage
dostupne kao zasebni zahtjevi unutar laboratorijskog informacijskog sustava, (D) nakupine trombocita prisutne i u EDTA i u citratu;
i (E) izvjeStavanje broja trombocita koristeci ru¢nu metodu brojanja po Fonio-u. Referentni intervali preuzeti iz Hrvatskog nacional-
nog projekta harmonizacije referentnih intervala (18).

Zagreb, prosinac 2024.
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B)

Parametar Rezultat Jedinica Referentni interval
(PK) Trombociti 223 x10%/L 158 — 424

(PK) MPV 10.1 fL 6.8-10.4

Napomena: Analiza provedena iz uzorka s 3.2% natrijevim citratom.

PK - puna krv, MPV - prosjec¢ni volumen trombocita

Q)

Parametar Rezultat Jedinica Referentniinterval
(PK) Trombociti (natrijev citrat) 223 x109/L 158 - 424

(PK) MPV (natrijev citrat) 10.1 fL 6.8-10.4

PK - puna krv, MPV - prosjec¢ni volumen trombocita

D)

Parametar Rezultat Jedinica Referentni interval
(PK) Eritrociti 4.84 x10'2/L 3.56-5.08
(PK) Hemoglobin 142 g/L 119 -157
(PK) Hematokrit 0.422 L/L 0.356 -0.470
(PK) MCV 87.2 fL 83.0-97.2
(PK) MCH 29.3 [oJe] 27.4-339
(PK) MCHC 336 g/L 320-345
(PK) RDW 12.0 % 9.0-15.0
(PK) Leukociti 7.4 x109/L 34-97

(PK) Trombociti / x10%/L 158 — 424
(PK) MPV / fL 6.8-10.4
(PK) Trombociti (natrijev citrat)  / x10%/L 158 - 424
(PK) MPV (natrijev citrat) / fL 6.8-104

Napomena: Analiza provedena iz uzoraka s EDTA i 3.2% natrijevim citratom. Potvrdena je pseudotrombocitopenija uzrokovana EDTA
antikoagulansom i citratom. Za buduce analize kompletne krvne slike, uz spremnik s EDTA potrebno je istovremeno uzorkovati i
kapilarni uzorak za odredivanje broja trombocita (ubodom u jagodicu izravno na predmetno stakalce).

PK - puna krv, MCV - prosjecni volumen eritrocita, MCH - prosje¢na kolic¢ina hemoglobina u jednom eritrocitu, RDW - raspodjela
eritrocita po velicini, MPV - prosje¢ni volumen trombocita

E)

Parametar Rezultat Jedinica Referentni interval
(PK) Trombociti 221 x10%/L 158 — 424

(PK) MPV / fL 6.8-10.4

Napomena: Potvrdena pseudotrombocitopenija uzrokovana EDTA antikoagulansom i citratom. Broj trombocita odreden je ru¢nom
metodom brojenja iz razmaza kapilarne krvi. MPV nije moguce odrediti.

PK - puna krv, MPV - prosjec¢ni volumen trombocita

SLIKA 4. Nastavak.

Zagreb, prosinac 2024.
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vim citratom (ucestalost iznosi oko 10 - 20%),
potvrduje se prisutnost pseudotrombocito-
penije uzrokovane i EDTA antikoagulansom i
natrijevim citratom. U tom se slucaju broj
trombocita odreduje ru¢nom metodom
brojanja po Fonio-u (vidi Dodatak 1) (17).

»Znacajno visi” broj trombocita (odnosno, to-
¢an porast broja trombocita odreden iz citrat-
nog uzorka kako bi se potvrdila pseudotrom-
bocitopenija uzrokovana EDTA antikoagulan-
som) se ne moze jednoznacno i strogo odredi-
ti jer ovisi o viSe Cimbenika (vremenu i tempe-
raturi transporta uzorka s EDTA antikoagulan-
som, broju i morfologiji nakupina trombocita
prisutnih u uzorku s EDTA, stvarnom broju
trombocita, povijesti bolesti pacijenta itd.).
Stoga je kvantifikacija ,znacajno viseg” broja
trombocita odredenog iz epruvete s 3,2% na-
trijevim citratom subjektivna i ovisi o procjeni
odgovornog medicinskog biokemicara/speci-
jalista medicinske biokemije i laboratorijske
medicine.

4. 1zvjeStavanje broja trombocita

Ako se sumnja na EDTA-pseudotrombocito-
peniju zbog prisutnosti nakupina tromboci-
ta u razmazu periferne krvi, broj trombocita
i pripadaju¢e trombocitne konstante (MPV,
PCT, itd.) se ne izvjestavaju. Svi ostali rezulta-
ti kompletne krvne slike odredeni na hema-
toloSkom analizatoru se izvjesStavaju iz ED-
TA-uzorka. Na odgovaraju¢em laboratorij-
skom nalazu treba biti jasno naznacena na-
pomena (Slika 4A): Zbog sumnje na pseudo-
trombocitopeniju uzrokovanu EDTA antikoa-
gulansom, potrebno je ponoviti vadenje krvi u
spremnik s 3,2% natrijevim citratom kao anti-
koagulansom.

Ako se u uzorku s citratom ne potvrde naku-
pine trombocita, broj trombocita i pripada-
juce trombocitne konstante izvjeStavaju se
iz uzorka s 3,2% natrijevim citratom odrede-
ni na hematoloskom analizatoru. Sve to je
potrebno jasno naznaciti na nalazu kao sto
je prikazano na Slici 4B. Dodatno, ako su
analize iz uzorka s 3,2% natrijevim citratom
dostupne kao zasebni zahtjevi u laboratorij-
skom informacijskom sustavu, broj trombo-
cita i pripadajuce trombocitne konstante iz-
vjeStavaju se na nalazu bez potrebe za na-
pomenom (Slika 4C).

Ako je potvrdena pseudotrombocitopenija s
obje vrste antikoagulansa (i EDTA i 3,2% na-
trij citrat), broj trombocita i pripadajuce
trombocitne konstante (MPV, PCT, itd.) se ne
izvjeStavaju. Svi ostali rezultati odredeni na
hematoloskom analizatoru koji se odnose
na kompletnu krvnu sliku se izvjeStavaju iz
EDTA-uzorka. Izvjestava se broj trombocita
odreden ru¢nom metodom brojenja po Fo-
nio-u iz kapilarnog uzorka. Napomena treba
biti jasno naznacena na laboratorijskom na-
lazu: Analiza provedena iz uzoraka s EDTA i
3.2% natrijevim citratom. Potvrdena je pseu-
dotrombocitopenija uzrokovana EDTA antiko-
agulansom i citratom. Za buduce analize kom-
pletne krvne slike, uz spremnik s EDTA potreb-
no je istovremeno uzorkovati i kapilarni uzorak
za odredivanje broja trombocita (ubodom u
jagodicu izravno na predmetno stakalce) (Sli-
ka 4D).

Kada se broj trombocita odreduje iz kapilar-
nog uzorka metodom ru¢nog brojanja po
Fonio-u, MPV se ne izdaje i odgovarajuca
napomena treba biti naznacena na labora-
torijskom nalazu: Potvrdena pseudotromboci-
topenija uzrokovana EDTA antikoagulansom i
citratom. Broj trombocita odreden je ru¢cnom
metodom brojenja iz razmaza kapilarne krvi.
MPV nije moguce odrediti (Slika 4E).

Zagreb, prosinac 2024.
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5. Izvjestavanje broja trombocita iz uzoraka

s isklju¢enom pseudotrombocitopenijom den na hematoloskom analizatoru iz uzorka
s EDTA antikoagulansom. Na laboratorij-
skom nalazu potrebno je naznaciti napome-

Ako je pseudotrombocitopenija uzrokovana nu: Dobiveni rezultati iskljucuju prisutnost pse-
EDTA ant|koagU|ansom |/|I| citratom |Skljuce' udotrombocitopenije uzrokovane EDTA anti-
na, na nalazu se izdaje broj trombocita odre- koagulansom.

Zagreb, prosinac 2024.
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Dopatak 1. BROJANJE TROMBOCITA PO FONIO-U

Princip metode

Odredivanje broja trombocita po Fonio-u ru¢-
na je metoda kojom se procjenjuje broj trom-
bocita i koristi se iskljucivo u slu¢ajevima kada
nije moguce pouzdano odrediti broj trombo-
cita automatiziranim metodama brojenja na
hematoloskom analizatoru (ako su nakupine
trombocita i dalje prisutne i u uzorku s 3,2%
natrijevim citratom) ili kada postoji sumnja u
pouzdanost broja trombocita dobivenih auto-
matiziranim metodama brojenja na hemato-
loskim analizatorima (prisutnost makrotrom-
bocita, neuobicajeni histogram ili dijagram
rasprienja te ostali pojedinacni slucajevi na te-
melju procjene laboratorijskih stru¢njaka) (17).

Ako se potvrdi pseudotrombocitopenija uzro-
kovana EDTA antikoagulansom i citratom, broj
trombocita se moze odrediti po Fonio-u tako
da se krv uzorkuje kapilarno iz jagodice prsta,
pripremi se razmaz obojen metodom po Pap-
penheimu (bojenje May-Grinwald-Giemsa) te
se trombociti broje na tisucu eritrocita koriste-
¢i svjetlosni mikroskop. U slucajevima kada
nisu prisutne nakupine, a trombociti se trebaju
brojiti po Fonio-u, razmaz periferne krvi moze
se napraviti izravno iz epruvete bez potrebe za
kapilarnim uzorkovanjem.

Zagreb, prosinac 2024.

Postupak

Jagodica prsta se dezinficira i ubode mikrolan-
cetom. Dobivena se kap krvi prenese direktno
s prsta na predmetno stakalce stavljanjem gor-
nje plohe predmetnog stakalca u kontakt s
kapi krvi. Nakon toga se pripremi razmaz me-
todom po Pappenheimu (bojenje May-
Grinwald-Giemsa). Trombociti se broje svje-
tlosnim mikroskopom pod imerzijom koristedi
povecanje od 100x. Trombociti se broje uz eri-
trocite, dok se ne izbroji do tisucu eritrocita
(obi¢no 5 vidnih polja sa po 200 eritrocita u
svakom vidnom polju). Broj trombocita se izra-
cunava mnozenjem broja eritrocita, odrede-
nog na hematoloskom analizatoru, s brojem
trombocita izbrojenih u razmazu:

Broj trombocita (x10°/L) = A x Erc / 1000

gdje je A broj trombocita izbrojen na 1000 eri-
trocita, a Erc broj eritrocita odreden na hema-
toloskom analizatoru (x10'2/L).
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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 laboratorijsku hematologiju HDMBLM-a i Hrvatske komore me-
dicinskih biokemicara nastale su ove preporuke, a jo$ je nekoliko dokumenata u pripremi te ¢e
uskoro biti dostupne svim ¢lanovima Drustva.

HDMBLM
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