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APSTRAKT

Cilj ovog rada je da se ukaze na znacaj pravilne preanaliticke pripreme uzorka kako bi se smanjio
broj greSaka u laboratoriji sa posebnim naglaskom na hemolizu. Posljednih godina laboratorija
postaje efikasnija u smislu brzih dobijanja rezultata, tacnijih, brzih i preciznijih kontrola, a sve
zahvaljujudi automatizaciji, ali treba biti oprezan jer greske se i dalje deSavaju. Najvedi udio gresaka
se deSava u preanalitickoj i postanalitickoj fazi. Hemoliza eritrocita in vivo ili in vitro je jedna od
najznacajnijih greska preanaliticke faze
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laboratorijskoj dijagnostici i dalje prisutna. Najvedi broj greSaka se deSava u preanalitickoj fazi rada.
Prema podacima posljednjih istrazivanja, hemoliza zauzima prvo mjesto od greSaka u preanalitickoj
fazi laboratorijskog procesa.

Rezultati analitickog rada laboratorija moraju zadovoljiti zahtjeve analitiCke tacnosti i preciznosti kao
i klinicke koristi analize. Osnovni uslov za postizanje najveceg moguceg kvantitativnog smanjenja
laboratorijskih pogresaka je timski rad i meduklinicka saradnja. Laboratorijski stru¢njaci moraju
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UuvoD

Posljednjih godina je doslo do ekspanzije poboljsanja
rada klinickih laboratorija. Klinicka laboratorija je po-
stala efikasnija nego ikad ranije. Manuelne radnje u
pripremi i analiziranju bioloskih uzoraka se izuzimaju
i proces rada se sve vi§e automatizuje.! Automatizacija i
kontrola kvaliteta, spoljasnja i unutrasnja, omogucavaju
pracenje i unapredenje analiticke preciznosti i ta¢nosti
dobijenih rezultata. Proces rada u klinickim laboratori-
jama se poboljsava i preko certifikovanih i akreditova-
nih programa.’

Programi oblikuju i defini$u proces primjenom odgo-
varaju¢ih standarda rada u laboratorijama. Vrijeme ana-
liziranja uzoraka je svedeno na najmanju moguc¢u mjeru,
omogucavajuéi analiziranje veéeg broja uzoraka i vise
parametara u istom vremenskom intervalu.** U dnev-
noj je praksi moguce koristiti vise od 1000 pojedinac¢nih
analiza. Broj analiza godi$nje se povecava, $to utice na
dinamiku organizacijskih promjena u pojedinim medi-
cinsko-biohemijskim laboratorijama.

Znacajan je porast broja novih analiza unazad 15 go-
dina kada se intenzivno uvode analize u podru¢ju imu-
nologije, molekularno-biohemijske analize ili nove teh-
nologije kao i analize uz bolesnika (eng. Point-of-care

testing, POCT), plinsko-masene spektrometrije, proto¢ne
citometrije. Omjer imunohemijskih i standardnih klini¢-
ko-hemijskih analiza danas je 55% u odnosu na 45%, za
razliku od osamdesetih godina kada je taj omjer bio 15%
u odnosu na 85%. Sve navedeno bi moglo da ukazuje i na
poboljsanje kvaliteta laboratorijskih usluga i smanjenje
nivoa gresaka u laboratorijama, ali istrazivanja ukazuju
suprotno - nije doslo do velikog smanjenja nivoa labora-
torijskih gresaka.?

Cjelokupni proces laboratorijskog testiranja, ukljucu-
je sve korake od zadavanja potrebnih analiza, ispravnog
postupka uzimanja kao i transporta, pripreme i ¢uvanja
uzorka, zatim analiziranja uzorka do tumacenja dobije-
nih rezultata i izdavanja nalaza. Krajnji cilj je u¢inkovito
donosenje klini¢ke odluke o daljnjem postupku lije¢enja
pacijenta.*®

Tri su osnovne faze laboratorijskog procesa: predana-
liticka, analiti¢ka i postanaliticka faza. Svaki korak u svim
fazama je potencijalni izvor greske. Prema podacima iz
strucne literature udio pogresaka je najmanji u analitickoj
fazi rada (4-13%) dok je znacajno veéi u pred- i post-
analiti¢koj fazi (50-70%). Obzirom da se 70-80% me-
dicinskih odluka temelji na rezultatima laboratorijskih
nalaza, izuzetno je vazno da laboratorijski nalaz bude
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tacan i ispravno interpretiran. Preduslov za dobru i valja-
nu interpretaciju nalaza je poznavanje moguénih mjesta
greske.®

Greske u predanalitickoj fazi laboratorijskog procesa
mogu imati za posljedicu:

a. grubu gresku zamjene uzorka (nepravilno obilje-

Zen uzorak, zamjena uzorka)

b. prisutnost interferencija (nepravilno uzorkovanje,
nepravilna priprema bolesnika, nepravilan tran-
sport, odjeljivanje, cuvanje uzorka)

c. neucinjene sve potrebne analize (gubitak uputnice,
nepravilno oznacene pretrage ili neispravno zada-
vanje pretraga).”®

Sve ove posljedice ukoliko se prepoznaju odgada-
ju izdavanje rezultata laboratorijskih analiza, a time i
medicinske odluke (dijagnoza, lije¢enje). Ukoliko se ne
prepoznaju, dovode do izdavanja netaénih rezultata, a
$to rezultira pogresnom medicinskom odlukom s vise ili
manje lodim ishodom (pogresna dijagnoza ili nepotrebni
dodatni dijagnosticki i/ili terapijski postupci).’

Interferencija je djelovanje neke supstance na tacnost
mjerenja analita koji se odreduje analitickim postup-
kom.! Dakle, neke supstance u uzorku mogu u nekoj
mjeri promijeniti rezultat analize tako da ga povecavaju
ili snizavaju. Ukoliko ostanu neprepoznate mogu dovesti
do nepotrebnog daljnjeg testiranja, neta¢ne dijagnoze i/
ili daljnjeg toka lije¢enja s potencijalno losim ishodom za
bolesnika. U tom slu¢aju interferencije postaju pogres-
ka.!®! Interferencije se obzirom na porijeklo nastanka
mogu podijeliti u dvije osnovne grupe:

* endogene

* egzogene

Endogene interferencije su one supstance ili faktori
koji se fizioloski nalaze u uzorku, a zbog zdravstvenog
stanja bolesnika njihova koncentracija je pove¢ana. One
obuhvataju: bilirubin, lipide, proteine, antitjela (heterofil-
na antitjela), ali i hemoglobin (u slu¢ajevima intravasku-
larne hemolize).

Egzogene interferencije su one koje su izvana uve-
dene u bolesnikov uzorak. Ove interferencije ukljucuju
lijekove (osnovna komponenta lijeka, ali i njegovih me-
tabolita i aditiva), otrove, biljne produkte, intravenozne
otopine, supstance koje se koriste u terapiji (npr. anti-
tjela). Isto tako mogu poticati iz epruveta u koje je uzet
uzorak, mogu nastati u procesu uzorkovanja, transporta,
centrifugiranja, ¢uvanja uzorka do trenutka analiziranja.
Nadalje, mogu nastati zbog nastalog ugruska ili zagade-
nja uzorka.'>?

U praksi je korisnija podjela interferencija na one
interferencije na koje mozemo ili ne mozemo uticati.
Primjer za to je hemoliza koja u slucaju intravaskular-
ne hemolize je interferencija na koju ne mozemo uticati.

Medutim, hemoliza je najcesée posljedica greske nastale
u preanalitickoj fazi (nepravilnim postupkom uzorkova-
nja, odjeljivanja, transporta).

Na ovu interferenciju mozemo uticati. Zahtjev za
novim uzorkom, uglavnom ¢e u potpunosti ukloniti ovu
interferenciju.'

Interferencije mogu biti one koje mozemo i ne moze-
mo prepoznati i predvidjeti i one se uglavnom odnose na
heterofilna antitjela u krvi bolesnika, a mogu interferirati
u svim imunoloskim metodama.**

Ove interferencije uocavamo najéesce tek kod ekstre-
mno odstupajucih vrijednosti koje se ne uklapaju u kli-
nic¢ku sliku bolesnika. Kako bi se mogle pratiti i istraziti,
potrebno je svaku neusaglasenost laboratorijskog nalaza
sa klinickom slikom prijaviti laboratoriji, pri ¢emu se na-
glasava komunikacija ljekar — medicinski biohemicar.

Hemoliza, hiperbilirubinemija (ikterija) i lipemija su
najucestalije i jasno prepoznatljive interferencije koje su
danas dobro opisane u uzorcima krvi. Na laboratorijskom
nalazu ove interferencije nalaze se opisane u ,napomena-
ma“ i upucuju ljekara na oprez pri interpretaciji nalaza.'®

Najvedi udio gresaka se desava u pre- i postanalitickoj
tazi, zavisno od istrazivanja od 65% do 95%. Upravo manji
procenat u odnosu na ukupan broj gresaka, broj analitickih
gresaka moze da ukaze da nije doslo do znacajnog pobo-
ljasanja kvaliteta rada u smislu smanjenja nivoa gresaka.
Najvedi broj istrazivanja se fokusirao na mjerenje anali-
tickih gresaka usljed relativno lakog izra¢unavanja, dok je
izra¢unavanje preanaliticke i postanaliticke greske prili¢no
otezano imajudi u vidu da one mogu biti skrivene i da oko
75% gresaka nema nikakve posljedice po pacijenta ili nisu
vidljive (rezultati u referentnom opsegu).*

Hemoliza je pojava raspadanja crvenih krvnih zrnaca,
eritrocita, a mozZe nastati iz vie razloga. (na latinskom je
hemo oznaka za krvni, a /iza je izraz za raspadanje, de-
strukciju, razgradnju). Sustina hemolize je raspadanje
eritrocita i pojava njihove crvene bjelan¢evine (hemoglo-
bina) u krvnoj te¢nosti (plazmi), gdje se moze direktno
dokazati."

Hemoliza je najces¢a preanaliticka greska sa velikim
uticajem na kvalitet laboratorijskih rezultata. 60% labo-
ratorijskih uzoraka je odbaceno upravo zbog hemolize.
Hemoliticke anemije mogu da izazovu hemolizu krvi in
vivo 1 uzorci krvi od pacijenata koji boluju od hemoli-
ticke anemije mogu biti hemolizirani.”® Hemoliza pred-
stavlja proces ostecenja krvnih éelija pri kojem dolazi do
oslobadanja hemoglobina iz eritrocita. Ostecenje eritro-
cita dovodi ne samo do oslobadanja hemoglobina ve¢ i
supstanci koje se nalaze u eritrocitu."

Hemoliza je lako uocljiva, ve¢ nakon koncentracija
hemoglobina veéih od 0,3 g/l moze se primjetiti promje-
na boje seruma ili plazme i u zavisnosti od koncentracije
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hemoglobina u uzorku boja se menja od svijetlo ruzica-
ste do tamno crvene. Drugi uticaj se odnosi na supstance
koje su u vecoj koncentraciji u eritrocitima nego izvan
eritrocita.

Hemoglobin je veliki molekul (oko 1000 KD) i izla-
zak hemoglobina iz eritrocita ukazuje na veée ostecenje
membrane eritrocita, tako da klini¢ki znacajne varijacije
nekih biohemijskih parametara i koagulacionih testova
mogu biti izrazene i kod blage ili hemolize koncentracija
hemoglobina nizih od 0,3 g/l. Rjesenje moze biti foto-
metrijsko merenje nivoa hemolize, takode obavestavanje
klini¢ara i ponovo vadenje uzorka.?

Hemoliza in vifro nastaje usljed manuelnih gresaka
zdravstvenih tehnicara u radu sa uzorcima, nastaje pri
samom uzimanju krvi ili obradi uzoraka krvi. Kod uzi-
manja krvi hemoliza in vitro najéesée nastaje:

- Snaznim povlacenjem klipa $prica kod uzimanja

uzoraka krvi

- Sipanje krvi iz $prica kroz iglu ili snaznim sipa-

njem krvi iz $prica u epruvetu

- Usljed produzene staze krvnog suda

- Produzenog vremena uzimanja uzoraka (trajanja

venepunkcije)

- Kontaminacijom uzorka (alkohol, jod)

- Snaznog mijesanja epruveta

- Uzimanje krvi preko infuzionog katetera

Prisustvo hladnih aglutinina u krvi pacijenta dovodi
do hemolize uzorka ako se uzorak krvi drzi na tempera-
turama manjim od 34 C.

Stepen hemolize u ispitivanom uzorku mjeri se kon-
centracijom oslobodenog hemoglobina.?® Uticaj hemoli-
ze na razlicite parametre je razlicit te je potrebno utvrditi
grani¢nu koncentraciju oslobodenog hemoglobina kod
koje se znacajno mijenja koncentracija ili aktivnost poje-
dinog parametra. Znacajna interferencija hemolize pred-
stavlja promjene rezultata vece od dozvoljenih prema
CLIA kriterijima (engl. Clinical Laboratory Improvement
Amendments)?* U praksi to rezultira neprihvac¢anjem
uzorka za taj parametar. U praksi, stepen hemolize uglav-
nom se odreduje vizuelno. Procjena stepena hemolize je
individualna te moze biti precijenjena ili podcijenjena.
Osobito je vazno naglasiti da vizualna procjena stepena
hemolize moze biti ugrozena zbog prisutnosti povisenih
koncentracija bilirubina koju nerjetko nalazimo u neona-
talnim uzorcima. Stepen interferencije gotovo je nemo-
guce odrediti. Zbog toga, u praksi se, ¢esto iz opreza, spu-
Sta granica znacaja interferencije hemoliti¢nog uzorka u
smislu prihvatljivosti uzorka za pojedine parametre.?

Razvojem laboratorijske tehnologije, novije generaci-
je analizatora, danas pruzaju moguénost automatiziranog
odredivanja serumskih interferencija. Kapilarni uzorci za
parametre acidobazine ravnoteze, pedijatrijske uzorke za

kompletne krvne slike ili za dijagnostiku uz bolesnika u
hitnoj dijagnostici predstavljaju poseban problem u smi-
slu interferencija.” Interferencije u ovim uzorcima najce-
$¢e se uocavaju zbog izrazito promijenjenih vrijednosti, a
ponavljaju se kad granice ili prelaze kriti¢ne vrijednosti.

Potencijalni utjecaj hemolize u kapilarnim uzorcima
otezan je zbog nemoguénosti vizualne procjene i hitnosti
izdavanja nalaza. Tako hemoliza i dalje ostaje jedan od
najvecih izazova za laboratorijske stru¢njake.** U slucaju
hemolize, osoblje laboratorije bi uvijek trebalo zatraziti
novi uzorak. Ukoliko to nije moguce, odgovornost je la-
boratorijskog stru¢njaka prenijeti problem ljekaru odgo-
vornom za bolesnika te prona¢i najbolje moguce rjesenje
za bolesnika.”

Plebani i Carraro su istrazivali laboratorijske greske
kod hitnih uzoraka tokom tri mjeseca obradujuci 40 490
testova. Broj gresaka na ukupan broj testova bio je 189, tj.
0,47%. Od toga greska u preanaliti¢koj fazi je ucestvovala
sa 68,2% sa greskom kod identifikacije 70,8%, analiticka
greska 13,3% i postanaliticka greska 18,5%. Frekvencija
greske je bila 1 greska na 214 rezultata. Kod 74% pacije-
nata greska nije uticala na tok lijecenja, 19,6% pacijenata
je poslato na dalja ispitivanja ili su ponovljeni rezultati i
greska je utvrdena ne izazivajuéi posljedice po lijecenje,
osim produzenja vremena lije¢enja, dok 6,4% pacijena-
ta je primilo neodgovarajucu terapiju. Nijedan pacijent
nije imao veée posljedice po zdravlje usljed laboratorijske
greske.?

Kasnija istrazivanja pokazuju i veéi udeo preanali-
ticke greske ¢ak do 84,5%. Preanaliticke greske u vecini
slucajeva nisu posljedica individulanog nemara i manj-
ka profesionalnog odnosa prema poslu, ve¢ je problem
sistemske prirode. Akreditacioni standardi ISO/IEC
15189:2007 definisu striktne procedure za preanaliticku
tazu, kao $to je uzimanje uzoraka i rukovanje sa primar-
nim uzorcima, pracenje i deponovanje uzorka. Primjena
ISO 15189 standarda uvodi obavezne procedure prili-
kom uzimanja i manipulacije bioloskih uzoraka u labora-
torijama, smanjujudi nivo sistemske preanaliticke greske
i greske usljed nekompetentnosti i neobavjestenosti oso-
blja. Standard uvodi pisane referentne procedure za svaki
pojedini segment laboratorijskog rada, koji se revidiraju
svakih dvanaest mjeseci i procjenjuje njihova primjena.
Greske u radu koje su evidentirane, nakon analiziranja,
procenjuje se vjerovatnoca ponovne greske i uvode nove
ili promjene u postojec¢e procedure. Standard podrzava
protokole koji definidu frekvenciju gresaka kroz sve se-
gmente laboratorijske dijagnostike. Svaka greska koja
se primjeti u bilo kom segmentu se gradira i povezuje
sa mogu¢im posljedicama na zdravlje pacijenta. Oni su
koristan alat za uporedivanje sa drugim laboratorijama i
kontinuirano poboljsanje kvaliteta rada laboratorije. Pro-
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tokoli i indikatori gresaka nisu svuda primjenjivi i vjero-
vatnoca posljedice na zdravlje pacijenta je relativna tako
da mali broj gresaka moze da se odgovarajuce gradira.
Implementiranje strategije otkrivanja najcesé¢ih tacaka u
laboratorijskim postupcima gdje se desavaju greske, pra-
¢eno sa uvodenjem kontrolnih procedura na otkrivenim
kriti¢nim tac¢kama, mjerenje frekvencije greske i sistem-
ska korekcija mogu se primjeniti na pojedine djelove pro-
cesa rada, samim tim omoguciti redizajn cijelokupnog la-
boratorijskog sistema rada na efikasniji nac¢in.'?

Neke preanaliticke varijacije laboratorijskih testova se
tesko mogu identifikovati i obi¢no se odnose na varijacije
analita uzrokovane aktivnos¢u ishranom ili metaboliz-
mom samog pacijenta. Pojedini analiti variraju na dnev-
noj bazi, ¢ak postoje i sezonske promjene u koncentraci-
jama pojedinih supstanci u organizmu. Jedna od njih je
unos lijekova, ishrana i fizicka aktivnost pacijenata prije
uzimanja uzoraka. Bioloske varijacije laboratorijskih pa-
rametara postoje i na osnovu pola, uzrasta, rase, trudno-
¢e. Preanaliticka greska moze da se desi ako laboratorija
nema definisane referentne vrijednosti za pojedine grupe
stanovnistva. Laboratorijske referentne vrijednosti mora-
ju da odrazavaju i karakteristike grupa stanovnistva ako
postoji znacajna varijacija u vrijednostima.

ZAKLJUCAK

S ciljem prevencije pogresaka, vazno je da svi koji uce-
stvuju u tom procesu imaju ista znanja i vjestine, te da se
medusobno razumiju i dopunjavaju.

Rezultati analitickog rada laboratorija moraju za-
dovoljiti zahtjeve analiticke tacnosti i preciznosti kao i
klinicke koristi analize. Osnovni uslov za postizanje naj-
veceg moguceg kvantitativnog smanjenja laboratorijskih
pogresaka je timski rad i meduklinicka saradnja. Medu-
klinicka saradnja je osmisljena da poboljsa kvalitetu za-
htjeva za analizama, identifikacije bolesnika, prikupljanja
i rukovanja uzorcima te distribucije podataka. Svi zapo-
sleni u laboratoriji moraju biti svjesni toga da kvalitet
njihovog rada utice na medicinsku dijagnozu i lijecenje
pacijenta.

Potrebno je naglasiti da je intravaskularna hemoliza
interferencija na koju ne mozemo uticati. Medutim, he-
moliza je najcesée posljedica greske nastale u preanalitic-
koj fazi (nepravilnim postupkom uzorkovanja, odjeljiva-
nja, transporta). Na ovu interferenciju mozemo uticati.
Zahtjev za novim uzorkom, uglavnom ¢e u potpunosti
ukloniti ovu interferenciju, a to nam jos jednom pokazuje
da se nikada ne smije zaboraviti da laboratorijski struc-
njaci moraju prednjaciti u osiguranju sigurnosti bolesnika
kako unutar, tako i izvan zidova klini¢kih laboratorija. %
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Hemolysis - a constant source of error in laboratory
diagnostics

Nevena Kutlija

ABSTRACT

The aim of this paper is to point out the importance of proper pre-analytical preparation of the sample in order to reduce the
number of errors in the laboratory with a special emphasis on hemolysis. In recent years, the lab has become more efficient
in terms of faster results, more precise, faster and more precise controls, all due to automation, but it needs to be cautious
as errors continue to occur. The largest share of errors occurs in the pre-analytic and post-analytical phase. The erythrocyte
hemolysis in vivo or in vitro is one of the most significant errors in the preanalytic phase

This is a literature review. The period of review of the literature is from 20-31 May 2017. The literature review was carried out
in the HINARI, PUB MED and GOOGLE SEARCH databases. A total of 120 scientific articles were examined, mostly in English, of
which 20 were put into operation. By reviewing the summary of each article, all articles that did not write about hemolysis, as a
source of error are excluded.

A review of literature through research carried out in the world and in our country, it turned out that the error in laboratory
diagnostics still persists. The greatest number of errors occurs in the pre-analytical phase of work. According to the latest
research, hemolysis takes the first place from mistakes in the pre-analytic phase of the laboratory process.

Conclusion: Laboratory analytical work results must meet the requirements of analytical accuracy and precision and the clinical
benefit of the analysis. The basic requirement for achieving the greatest possible quantitative reduction of laboratory errors
is team work and inter-clinical cooperation. Laboratory experts must take the lead in ensuring patient safety both inside and
outside the walls of clinical laboratories.
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