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Beseda recenzenta

Pravilno ravnanje z bioloskimi vzorci (v katerega je vkljucen tudi hiter in ucinkovit
transport le-teh) je temeljni kamen celostnega zagotavljanja kakovosti v vsakem
medicinskem laboratoriju. Se pred nekaj leti zapostavljeno podro&je dobiva v dobi
digitalizacije in avtomatizacije poseben pomen in predstavlja pomemben delez k
realni dodani vrednosti laboratorijskih testov. Obstoja ve¢ smernic in priporocil za
ravnanje s krvnimi vzorci na svetovni in evropski ravni, v to mrezo pa se vkljucujejo
tudi nacionalna priporocila, ki ob upostevanju mednarodnih smernic vsebujejo Se
specificne zahteve in merila v skladu z zakonodajo posameznih drzav.

Tako so pred nami slovenska »Priporocila za ravnanje s krvnimi vzorci« in »Priporo-
&ila za transport krvnih in drugih diagnostic¢nih vzorcevx, ki predstavijajo v celostni
in povezani obliki kamencek v mozaiku prizadevanj za izbolSanje nasega, labora-
torijskega dela v svrho ¢imboljSe, zanesljive in varne oskrbe bolnikov. Priporocila
predstavljajo tudi proces usklajevanja v globalnem svetu z nacionalnimi moznostmi
v nasi stroki. Ta proces se nadaljuje in nas obvezuje, da budno spremljamo in
vgrajujemo v sistem vsa nova spoznanja na hitro se spreminjajocem podrocju

laboratorijske medicine.

Recenzent doc.dr. Milan Skitek, spec. med.biok.
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Namen klinicnokemijskega laboratorija je celovita dejavnost, ki zagotavlja za-
nesljive rezultate; zdravniki jih upostevajo pri nadaljnjih odlocitvah v diagnostiki
in pri terapiji. Veliko truda je vlozenega za pripravo novih, sodobnih in zahtevnih
analiznih tehnik, s katerimi pridemo do zanesljivejsih in hitreje dostopnih podatkov.
Prepogosto pa premalo pozornosti namenjamo postopkom pred analitiko. Preda-
naliticnih postopkov ne smemo zanemarijati (omalozevati), saj dogajanje vtem ¢asu
vpliva na vzorec in s tem na pravilne rezultate. Skrbna priprava bolnika, pravilen
odvzem vzorca, ustrezno ravnanje s pridobljenim vzorcem in njegov transport so
prvi pogoji za doseganije zanesljivih rezultatov. Vzorec mora biti za analizo pravilno
pripravljen in kakovosten.

V priporocilu navajamo postopke za pravilno vzdrzevanje krvnih vzorcev do labo-
ratorija, kjer bo vzorec analiziran. Za neopore¢no analizo tega vzorca je potrebno
pravilno pakiranje, oznacevanje, etiketiranje, ustrezna in pravoCasna dostava v
laboratorij. Priporocila so namenjena vsem, ki odvzemajo krvne vzorce za analizo
seruma in/ali plazme ter polne krvi in jih posiljajo v laboratorij zdravstvene ali raz-
iskovalne ustanove.

PREDPISANI VARNOSTNI UKREPI

Ker pogosto ni mogoce vedeti, kateri vzorec je kuzen (infektiven), moramo zato z
vsakim ravnati enako previdno, skrbno in varno, kot da bi bili okuzeni vsi vzorci. Z
vsakim vzorcem ravnamo kot s kuzno snovjo v skladu s “standardnimi varnostnimi
ukrepi” (1).

Biti moramo pazljivi, da z vzorci ne onesnazimo zunanje stene epruvet, zbirne po-
sodice in okolice. Ce vzorec polilemo, moramo povrsino takoj odistiti in razkuziti z
ustreznim razkuzilom. Naroc¢niski list za laboratorijske preiskave ne sme priti v stik
z vzorcem. Upostevati moramo lokalne varnostne predpise; napisani morajo biti
razumljivo in vsem dostopni.

RAVNANJE Z VZORCEM VENSKE KRVI

Potem ko odvzamemo kri po priporo¢enih navodilih za odvzem venske krvi, mora-
mo s takimi vzorci ravnati skrbno in po spodaj navedenih navodilih (2).

3.1 Priprava seruma in plazme iz polne krvi

\
Serum

Serum je supernatant (krvna tekocina), ki ga dobimo po centrifugiranju vzorca pol-
ne krvi, odvzete v epruveto brez dodanih antikoagulantov.
Kri centrifugiramo po koncani koagulaciji.

Plazma

Plazma je supernatant, ki ga dobimo po centrifugiranju polne krvi, odvzete v epru-
veto z dodanim antikoagulantom.

Antikoagulanti na razlicne nacine preprecijo (inhibirajo) nastanek strdka. Vzorec,
odvzet v epruveto z antikoagulantom, lahko centrifugiramo takoj po odvzemu.

Vse epruvete z dodatki, razen epruvete z natrijevim citratom, moramo po odvzemu
krvi rahlo obrniti najmanj pet- do desetkrat, da premesamo vsebino. Epruvete z
dodanim natrijevim citratom pa obrnemo tri- do Stirikrat. Upostevati moramo tudi
navodila proizvajalca epruvet.

3.2 Dejavniki, ki vplivajo na rezultate

NajpomembnejsSi in najpogostejsi dejavniki, ki lahko med ravnanjem s krvnim
vzorcem in njegovim transportom vplivajo na rezultat analize, so antikoagulant,
¢as, lega epruvete, temperatura, inhibitorji in stabilizatorji, pretresanje vzorcey,
svetloba.

3.2.1 Antikoagulant

Za nekatere analize je zelo pomembno, da je kri odvzeta v epruveto z antikoagu-

lantom, za druge analize pa brez njega. Razlike med vrednostmi za posamezne

analite v serumu ali plazmi se lahko pojavijo, ker:

- se analit porablja med koagulacijo: fibrinogen, trombociti, glukoza;

- se analit sprosca iz celic med koagulacijo: kalij, laktat dehidrogenaza (LDH),
fosfat, amoniak, laktat;



- antikoagulant moti pri nekaterih dolocitvah: gama-glutamil transferaza (GGT),
litija s plamensko fotometrijo;
- fibrinogen moti pri nekaterih analiznih metodah.

3.2.2 Cas

Priporogilo: dokler se dokonéno ne ugotovi, ali dalj trajajoci stik prispeva k nepra-
vilnosti rezultatov, naj se serum ali plazma ¢im prej locita od krvnih celic. Vzorec
moramo prinesti v laboratorij v najkrajSem moznem ¢asu. Pravo¢asna loCitev seru-
ma ali plazme od krvnih celic je izredno pomembna, Se posebej pri temperaturah
nad 22 °C, ko lahko hitreje nastopijo spremembe nekaterih analitov.

Priproéa se, da serum/plazmo lo¢imo od krvnih celic najkasneje v dveh
urah po odvzemu krvi. Ce dolodujemo v serumu ali plazmi kalij, adrenokortiko-
tropni hormon (ACTH), kortizol, kateholamine, laktat ali homocistein, mora biti kri
centrifugirana prej kot v dveh urah po odvzemu (3,4).

Stevilne studije podpirajo priporogilo o éasovni omejitvi dveh ur.

Pri 17 analitih se koncentracije v serumu ne spremenijo, tudi Ce je kri centrifugira-
na $ele po 48 urah po odvzemu krvi. Ti analiti so: albumin, alkalna fosfataza, alanin
aminotransferaza (ALT), bilirubin, kalcij, holesterol, kreatin kinaza (CK), kreatinin,
magnezij, fosfat, natrij, proteini, trigliceridi, trijodtironin (T), tiroksin (T,), secnina
ter secna kislina. Za nastete analite velja, da stik med serumom in celico pri sobni
temperaturi v 48 urah ne vpliva na rezultat.

Po dveh urah se znadilno zmanj$a glukoza, zvecata pa kalij in LDH.

Po osmih urah se poveca koncentracija zeleza.

Ze po dveh urah se aktivnost aspartata aminotransferaze (AST) rahlo poveéa in
koncentracija klorida rahlo zmanjsa (5).

Analiti, ki so obstojni (stabilni) 48 ur, ostanejo taki pri sobni temperaturi Se na-
daljnjih 24 ur (skupaj 72 ur). Obstojni so $e amilaza, bikarbonat, kortizol in GGT.
Nasprotno se zmanj$a koncentracija glukoze in folata, poveca pa koncentracija
kalija, fosfata, kreatinina in vitamina B,,. Le malo se poveca aktivnost LDH in kon-
centracija feritina, zmanjsa pa koncentracija klorida, kalcija in natrija (6).

Pri preverjanju stabilnosti 63 analitov v serumu, ki ni bil odlit 24 ur, je bilo sklenje-
no, naj bi bil serum lo¢en v treh urah za dolocitev glukoze, Kalija in fosfata ter v 6
urah za dolo¢itev albumina, bikarbonata, klorida, C-peptida, holesterola HDL in
LDL, Zeleza ter proteinov. Vsi ostali analiti so bili v neodlitem serumu obstojni 24
ur (7).

Na stabilnost vpliva tudi temperatura.

V neloéenem serumu se je po 24 urah pri sedmih razli¢nih temperaturah ( 3,10,15,
22. 25, 30 in 38 °C) dolodila stabilnost lipaze, globulina, ki veze tiroksin (TBG) in
tirotropni hormon (TSH). Na splosno velja, da je temperatura med 22 in 25 °C so-
bna temperatura. Pri 22 °C je bilo opaziti spremembe: zmanjsana je bila koncen-
tracija glukoze, povecana pa koncentracija kalija, fosfata, ALT, AST in kreatinina.
Pri vi§jih temperaturah je sprememba Se izrazitejsa (8).

Pri temperaturah, vigjih od sobne (30 °C), se koncentracija glukoze zmanjsa v
&tirih urah, koncentracija fosfata se poveca v Sestih urah, aktivnost ALT in AST se
povecda v osmih urah, koncentracija kalija se poveca v 24 urah. Po pri¢akovanju je
bilo poveéanje koncentracije kalija pomembno pri temperaturah pod 15 °C (9).
lonizirani kalcij je v neodlitem serumu obstojen pri 25 °C samo dve uri, pri 4 °C pa
kar tiri dni (10,11). lonizirani magnezij je stabilen pri sobni temperaturi ve¢ kot 6
ur, pri 4 °C pa pet dni (12).

3.2.3 Lega epruvete

Po odvzemu krvi postavimo epruveto v stojalo pokonci, z zamaskom navzgor.
Tak polozaj omogoca popolno koagulacijo, manj se pretresa vsebina epruvete in
manjse je tveganje za nastanek hemolize. Poleg tega je manjSa verjetnost, da se
zamasek izmuzne z epruvete.

V preteklosti je bil zamasek, ki je prisel v stik s krvjo, vir onesnazenja pri toksikolo-
$kih testih in pri testih za dolo¢anje koncentracije zdravil v krvi (Therapeutic Drug
Monitoring, TDM) Spojina tris-butoksietil fosfat (TBEP) moti pri dolo¢itvah TDM
tako, da izpodrine osnovno zdravilo s proteina. Posledica je prerazporeditev zdra-
vila v eritrocite, zmanj$a pa se koli¢ina zdravila, ki ostane v serumu ali plazmi in ga
doloéamo. Proizvajalci epruvet so iz zamaskov odstranili TBEP.

Obstajajo tudi posebne epruvete za doloc¢evanje elementov v sledovih (cinka,
bakra, kroma in selena). Njihovi zamaski najmanj onesnazijo vzorce. Zato se za
odvzem krvi za analizo elementov v sledovih priporocajo te epruvete.

3.2.4 Temperatura

Ce laboratorijski analizni postopek zahteva ohlajeno kri, moramo epruveto s krvjo
postaviti v posodo z ledom ali mesanico ledu in vode. Pomemben je dober stik
med hladilnim sredstvom in vzorcem. Veliki kosi ledu namesto vode niso primerni,
ker ne pride do zadostnega stika med hladilnim sredstvom in vzorcem v epruveti.
Hladilno sredstvo mora prekrivati vecji del povrsine epruvete. Pri ohlajenih vzorcih
je presnova krvnih celic upoc¢asnjena in nekateri proti toploti neodporni analiti so
s tem stabilnejsi. Ohlajevanje polne krvi za ve¢ kot dve uri je napacno za vzorce,
v katerih se potem doloc¢a kalij. Glikoliza daje energijo celicam za Crpanje kalija v
celice, a je pri nizkih temperaturah upocasnjena. Brez te energije kalij zapusti celi-
ce in posledica so lazno visji rezultati. Vzorec, v katerem bomo dologili elektrolite,



ne smemo pred centrifugiranjem in lo¢itvijo seruma/plazme od celic shranjevati pri
temperaturi pod 8°C. Pri ravnanju z vzorcem se moramo izogibati temperaturam
nad 35 °C. Z zvisanjem temperature se pogosteje pospesi spreminjanje sestavin
(13).

Hladiti moramo vzorce za doloc¢anje: kateholaminov, amoniaka, laktata, piruvata,
gastrina in paratiroidnega hormona (PTH) ter homocisteina.

Ne smemo hladiti krvnega vzorca, ¢e bomo v njem dolocali krioglobuline, saj se
temperatura vzorca po odvzemu ne sme spustiti pod 37 °C.

Ne smemo vzorca polne krvi postaviti v okolje s temperaturo pod O °C, ker nastopi
hemoiliza.

Ce se zahteva zamrznjen serum ali plazma, moramo poskrbeti, da ostane serum/
plazma ves ¢as pri zmrziScu.

Nekatere sestavine seruma ali plazme so pri sobni temperaturi izredno neob-
stojne, zato morajo biti serumi pred analizo zamrznjeni. Pri nekaterih vzorcih je
temperatura kriticni dejavnik (npr. pri reninu). Takrat mora biti vzorec krvi odvzet v
ohlajeno epruveto in centrifugiran v hladilni centrifugi.

Ne uporabljajmo hladilnikov, ki se avtomatizirano odmrzujejo (samodistilni hladil-
niki). Pogosto segrevanje in hlajenje v takem hladilniku lahko poslabsa kakovost
vzorca. Zamrznjeni vzorci se med transportom najbolje vzdrzujejo pri nizki tempe-
raturi s suhim ledom.

3.2.5 Inhibitorji in stabilizatorji presnove

V nekaterih epruvetah so dodatki, ki preprecijo spremembo koncentracije doloce-
nega analita v vzorcu. Natrijev fluorid (NaF) preprecuje glikolizo in se uporablja kot
stabilizator glukoze v prisotnosti krvnih celic. Stabilizira jo pri sobni temperaturi za
24 ur, pri 2 do 8°C pa za 48 ur.

Glikoliza se ne prepreci dovolj, ¢e je stevilo eritrocitov, levkocitov ali trombocitov
zelo veliko. Pri novorojenckih glikolizo zelo tezko preprec¢imo. Tako moramo iz
krvnih vzorcev novorojenckov lociti plazmo od celic, kakor hitro je mogoce. Za
pediatricne namene uporabliamo pripomocke za mikro odvzem, ki imajo primerne
antiglikoliti¢ne snovi.

3.2.6 Pretresanje vzorcev in hemoliza

Z odvzetim vzorcem moramo ravnati skrbno, saj le tako prepre¢imo poskodbo
eritrocitov in nastanek hemolize. Hemoglobin v hemoliziranem vzorcu lahko moti
doloc¢evanje nekaterih analitov. Plazma se obarva rahlo roznato ze pri koncentraciji
hemoglobina 0,2 g/L. Plazma, ki vsebuje 1 g/L hemoglobina, pa je rdece barve.
Povecana koncentracija bilirubina lahko zakrije hemoglobin. Tako ne moremo s
prostim o¢esom zaznati hemoglobina (2 g/L), Ce je v plazmi bilirubin v koncentra-
cijah nad 342 pmol/L.

Hemoliza moéno poveca aktivnost LDH in AST ter koncentracijo kalija in hemo-
globina v plazmi.

Hemoliza poveca koncentracijo zeleza, ALT in T,.

Hemoliza samo rahlo povec¢a koncentracijo fosfata, proteinov, albuminov, magne-
zija, kalcija in aktivnosti kisle fosfataze.

Tehnoloski napredek je omogocil, da lahko dolocujemo nekatere analite tudi v
polni krvi (natrij, kalij, klor, glukozo, se¢nino, kreatinin, ionizirani kalcij...). Ce je
polna kri hemolizirana, tega s prostim ocesom ne opazimo in lahko dobimo na-
paéne rezultate. Zato velja priporocilo, da se v laboratoriju preveri vpliv hemolize
pri vseh rezultatih zunaj referenc¢nih vrednosti (npr. kalija nad 5,5 mmol/L). Vzorec
krvi moramo centrifugirati in pregledati obarvanost plazme.

3.2.7 Svetloba

Vzorcev ne smemo za dalj ¢asa izpostavljati soncni svetlobi. Bilirubin, analit v
serumu/plazmi, je zelo obcutljiv za UV-svetiobo. Tudi vitamin A, vitamin B, beta-
karoten in porfirini so ob¢utljivi za svetlobo. Vzorec, v katerem dolo¢amo zgoraj
omenjene analite, moramo zaviti v aluminijasto folijo ali jih shraniti v temni Skatli.

Mnogim analitom $e ni bil dolo¢en vpliv razlicnih dejavnikov.

PRIPRAVA VZORCA ZA CENTRIFUGIRANJE

Vzorce najprej uredimo in pripravimo za centrifugiranje. Pustimo jih v originalni
(primarni) epruveti in predvidimo dovolj ¢asa za popolno koagulacijo. Spontana
in popolna koagulacija potece obi¢ajno v 30 do 60 minutah pri sobni tem-
peraturi (22 do 25°C). Ce &as koagulacije ni zadosti dolg, lahko latentni fibrin
povzro¢a tezave v analiznih instrumentih (13,14).

Koagulacijo pospesimo z aktivatoriem. Ce za to uporabimo trombin, lahko kri
centrifugiramo po priblizno 2 do 5 minutah, ¢e pa vzamemo steklene delce, lahko
centrifugiramo po 15 do 30 minutah po odvzemu.

Kri z antikoagulantom lahko takoj centrifugiramo.

Nekateri testi zahtevajo polno, necentrifugirano kri (npr. za dolocitev svinca v krvi,
ciklosporina, hemoglobina A, ). Teh vzorcev ne centrifugiramo. Prav tako ne cen-
trifugiramo epruvete s krvjo, ki jo potrebujemo za analizo krvnih celic.



Cas koagulacije se spreminja, ¢e ima bolnik antikoagulantno terapijo.

Ohlajene vzorce (2 do 8°C) moramo vzdrzevati pri tej temperaturi do centrifugiran-
ja. Priporoca se centrifugiranje v hladilni centrifugi.

Epruveta s krvijo mora biti ves ¢as zamasena, tudi med centrifugiranjem. Ce
epruveto odpremo, so lahko nekateri rezultati napacni, ker se zaradi izgubljanja
ogljikovega dioksida povisa pH. Tako se zmanjSa aktivnost kisle fosfataze in ioni-
ziranega kalcija. Ce je epruveta zaprta, prepredimo zunanjo onesnazenje vzorca,
izhlapevanje, razlitie in s tem nastanek aerosola.

CENTRIFUGIRANJE

5.1 Cas centrifugiranja in relativna centrifugalna sila

Pri centrifugiranju moramo upostevati pisno priporocilo proizvajalca epruvet in
navodila za analizni postopek. Napredek v tehnologiji omogoca, da za posebno
pripravo vzorca uporabimo razli¢éno hitrost in ¢as centrifugiranja.

Za centrifugiranje je bolje uporabljati pojem relativhe centrifugalne sile (Relative

Centrifugal Force, RCF) kot hitrost centrifugiranja, izrazena s Stevilom obratov

na minuto (revolution per minute, rom). Podatek o hitrosti centrifugiranja (rpm) ni

dovolj, dodati je treba Se podatke o rotorju (nihajnem ali kotnem) in o efektivnem

radiju. Efektivni radij (r) je razdalja v centimetrih, izmerjena od osi rotorja do dna

vodoravno postavljene epruvete ali do dna tekocine v epruveti v najdaljsi vodoravni

razdalji od osi rotorja (13).

a) Izracun RCF: RCF = 1,118 x 10 x r x (rpm)?

RCF = relativna centrifugalna sila (g)

rpom = hitrost centrifugiranja (obratov/min)

r = radij je horizontalna razdalja od sredi$¢a rotorja do dna
epruvete (cm).
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Slika 1. Radlj pri razli¢ni vrsti rotorja. Razdalja od osi rotorja do dna epruvete v
najbolj vodoravni legi ro¢ice rotorja

b) RCF lahko odc¢itamo iz nomograma (slika 2).

arkciuubuuu

3

s 00—

RCF (g) rpm (obrati/min)

radij (cm)

Slika 2. Nomogram za odGitavanje relativne centrifugalne sile. RCF od¢itamo
na srednji skali nomograma, tako da potegnemo premico med to¢kama, ki
spajata radij (r) s Stevilom obratov (rpm). Npr., e je radij 10 cm (to¢ka A), hi-
trost 3 000 obratov/min (to¢ka B), od¢&itamo v to¢ki C velikost RCF 1 000 g.
Ko Zelimo pri dolo¢eni RCF dobiti Stevilo obratov/min (rom), povezemo s
premico radij in Zeleno RCF ter od¢&itamo potrebno hitrost centrifugiranja. V
zgornjem primeru je pri centrifugi z dolzino rocice r=10 cm za RCF= 1 000 g
potrebna centrifugalna hitrost 3 000 obratov/minuto.
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5.2 Hladilna centrifuga

Vzorci naj bi se centrifugirali v centrifugi z moznim nadzorovanjem temperature.
Centrifuge se med obratovanjem segrevajo in oddajajo toploto in ta je lahko nepri-
merna za obstojnost nekaterih analitov. Ce niso navedene posebne zahteve glede
temperature, centrifugiramo pri sobni temperaturi. Dolo¢ene analite, obcutljive za
toploto, naj bi locili pri 4 °C (ACTH, ciklicni AMP).

5.3 Ponovno centrifugiranje

Vzorec centrifugiramo samo enkrat. Ce kri v originalni epruveti, potem ko s pi-
peto predenemo serum/plazmo v drugo epruveto, ponovno centrifugiramo, prido-
bimo majhno dodatno koli¢ino supernatanta. Ce bi vtem supernatantu dologili ka-
terikoli analit, bi dobili napacen rezultat, ker bi se po drugem centrifugiranju spre-
menilo razmerje med plazmo in eritrociti v primerjavi s prvim centrifugiranjem.

Ce se zaradi majhne koliine dobljenega supernatanta odlo¢imo $e za drugo
centrifugiranje, moramo prvi in drugi supernatant zdruziti in pomesati. Sele tako
dobljeni serum/plazmo analiziramo.

Vzorcev v originalni epruveti, v kateri je pripomocek za locenje, npr. gel, ne smemo
nikoli centrifugirati ve¢ kot enkrat!

Pri odpiranju epruvet in pri pipetiranju vzorca moramo biti pazljivi, da ne pride do
razlitja ali aerosola.

PRIPOMOCKI ZA LOCEVANJE SERUMA/PLAZME

Za lo&enje seruma lahko uporabimo razli¢ne pripomocke med centrifugiranjem ali
po njem (14).

6.1 Pripomocki, ki jih uporabljamo med centrifugiranjem

6.1.1 Epruvete z gelom

Serum: epruvete imajo dodano inertno gelsko snov. Gel ima kontrolirano viskoz-
nost, vrednost njegove relativne gostote je med vrednostjo seruma in strdka. Po-
leg tega so v epruveti Se aktivatoriji za strjevanje krvi (stekleni delci). Stene epruvet
in zamaski so obdelani tako, da celice ali strdek ne ostanejo na zgornjem delu
epruvete. Epruvetam ni potrebno odstranjevati zamaska, dokler se en alikvot seru-
ma ne izlodi za testiranje ali shranjevanje. V epruveti je gel lahko razlicnih koli¢in.
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Ko kri pride v epruveto, aktivator koagulacije sprozi koagulacijo. Da je koagulacija
popolna in hitrejsa, epruveto z odvzeto krvjo pet- do desetkrat previdno obrnemo.
Med centrifugiranjem tvori gelska snov neprepustno pregrado med serumom in
strdkom. Relativna centrifugalna sila (RCF) in ¢as centrifugiranja sta doloCena za
epruveto z gelom, ki jo uporabljamo. BoljSa pregrada nastane pri centrifugiranju v
centrifugi z nihajnim rotorjem. Ce uporabliamo centrifugo s kotnim rotorjem in &e
moramo shranjevati serum na gelu, moramo preveriti, ali je pregrada celovita.
Plazma: epruvete z gelom za plazmo so enake serumskim gelskim epruvetam, le
da vsebujejo antikoagulant namesto aktivatorja koagulacije. Antikoagulant prepreci
koagulacijo. Popolno inhibicijo dosezemo tako, da epruveto s krvjo obrnemo do
desetkrat. Vloga lo¢enja z gelom je enaka kot pri serumu.

Prouceni so bili vplivi gela na doloCevanje koncentracije in aktivnosti dolocenih

analitov. Ugotovitve:

- statisti¢no znacilno povecane aktivnosti encima LDH, ki pa klini¢no ni pomemb-
na;

- pripomocki z gelom se ne smejo uporabljati za zbiranje vzorcev za dolocitev
ioniziranega kalcija ali progesterona;

- epruvete z gelskimi pripomocki se ne priporocajo za zbiranje krvi za doloCevanje
koncentracij nekaterih zdravil (triciklicnih antidepresivov, antiepileptikov, srénih
aminoglikozidov in aminoglikozidnih antibiotikov);

- gelski pripomocek se ne uporablja za zbiranje krvi za direkini antiglobulinski
test, ker lahko gel zlepi eritrocite, podobno kot pri aglutinaciji.

6.1.2 Locitveni pripomocki brez gela

Narejeni so iz razli¢nih snovi, npr. iz stekla, plastike, steklenih viaken in ne vplivajo
na kemijske procese. Uporabliene snovi imajo vrednosti relativne gostote med
serumom in krvnimi celicami ali strdka. Te pripomocke vgradi v epruveto proizva-
jalec ali pa se vlozijo v epruveto po odvzemu krvi in postanejo pomembne Sele pri
centrifugiranju. Pripomo¢ek moramo vloziti previdno, da ne povzrocimo hemolize
eritrocitov. Epruveto pred centrifugiranjem zamasimo in jo pustimo zaprto, dokler
po centrifugiranju ne odstranimo alikvota vzorca za testiranje. Tak pripomocek je
npr. zbiralnik, ki se vlozi na vrh epruvete in sluzi tudi kot zamasek. Centrifugalna
sila povzrodi, da pripomocek zdrsne med celice in serum ter tvori pregrado. Ta je
bolj prepustna kot gelska pregrada, zato moramo serum odliti v eni uri po centri-
fugiranju.

6.1.3 Pripomocki, ki jih uporabljamo po centrifugiranju

Obstajajo tudi pripomocki, ki jih vstavimo v epruveto po centrifugiranju, da lo¢imo
serum od krvnih celic. Obi¢ajno so to potopni bati, narejeni kot plasti¢na epruveta
s filtrskim dnom. Po centrifugiranju vzorca vstavimo plasticni bat s filtrom v serum
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in potiskamo batek navzdol do krvnih celic. Izogibati se moramo stika s celicami,
da ne pride do hemolize.

Preden izberemo pripomoc¢ek, moramo ne glede na vrsto le-tega pregledati
proizvajaléeva navodila in prouéiti znanstveno literaturo.

SHRANJEVANJE VZORCEV

~

Na splosno velja, da so mnogi analiti obstojni pri sobni temperaturi 24 do 72 ur,
&e so epruvete med stikom seruma s celicami zamasene (5,6,8,9). Obstajajo tudi
Studije o stabilnosti odlo¢enega seruma. Velja, da so nekateri analiti obstojni od

2 do 14 dni pri temperaturi 2 do 8 °C in sobni temperaturi (15,16,17). Vendar pa

véasih sobna temperatura nad 22 °C Ze ni neprimerna za stabilnost (8).

Analit, ki je obstojen pri sobni temperaturi v neloéenem serumu/plazmi, je prav

tako obstojen v loéenem vzorcu in enakem ¢asovnem obdobju pri isti temperaturi.

V strokovni literaturi se priporoca:

- naj odloéeni serum/odlo¢ena plazma ne ostane pri temperaturi 22 °C dlje kot
osem ur. Ce analiza ni konéana v osmih urah, shranjujemo serum/plazmo v hla-
dilniku pri 2 do 8 °C;

- &e dolocitev ni zaklju¢ena v 48 urah ali ¢e moramo serum/plazmo shranjevati
dlje kot 48 ur, potem serum/plazmo zamrznemo pod -20 °C.

Vzorcev seruma/plazme ne smemo veckrat zamrzniti in odmrzniti, ker lahko
povzro¢imo spremembe analita. Vzorce lahko odmrznemo samo enkrat. Pri
veckratnem zamrzovanju in odmrzovanju vplivajo temperaturne spremembe na
vrednosti dolocitev analitov v vzorcu.

Na splo$no velja, da lahko serum na gelu shranjujemo pri 4 °C do 24 ur. Preverjala
se je obstojnost analitov v plazmi nad gelom. Za posebne primere se morajo za-
htevati od proizvajalca podatki o znacilnostih gela v epruvetah.

Ce moramo shranjevati serum ali plazmo v epruvetah nad gelom, moramo pazljivo
pregledati, ali je gelska pregrada cela. Epruvete shranjujemo v pokonéni legi, z
zamaski na zgorniji strani.
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RAVNANJE OB SPREJEMU VZORCEV V LABO-
RATORIJ

Laboratorij, ki sprejema vzorce, mora imeti napisan postopek za ohranjanje trajno-

sti vzorca. Posiljatelj mora na paketu navesti naslov analiznega laboratorija, vrsto

vzorca ter morebitni dodani stabilizator v vzorcu (19).

Po sprejemu vzorca mora laboratorij poskrbeti, da so upostevani predpisi za spre-

jem vzorcev, in to dokumentirati. Predlagan je seznam vprasanj, na katere naj bi

odgovorili ob sprejemu vzorca. Hkrati so ta vprasanja tudi merila za zavrnitev vzor-

ca. Vprasanja so naslednja:

- Ali so ime in priimek ter Stevilka na epruveti enaki kot na spremnem narocilnem
listu?

- Ali je vzorec po dostavi nespremenjen?

- Ali je prispelo dovolj vzorca?

- Ali je vrsta vzorca pravilna?

- Ali je vzorec pravilno izbran (serum ali plazma)?

- Ali je na voljo diagnoza preiskovanca, ¢e je potrebna za laboratorijsko analiti-
ko?

Ce katerikoli odgovor pri sprejemu vzorca ne ustreza, mora sprejemni laboratorij
takoj obvestiti posiljatelja ali ¢e je potrebno, ustrezno zdravstveno organizacijo.
Laboratorijsko osebje mora imeti napisano priporocilo, kako ukrepati, Ce je prejeta
posilika poskodovana (13,18,20,21).

MERILA ZA ZAVRNITEV VZORCA

V nadaljevanju opisani primeri, ko se v laboratoriju ne sme sprejeti vzorec v anali-
z0. Zavrnjene vzorce je treba zabeleZiti. Poleg navedenih meril je pomembna tudi
strokovna ocena klini€nega kemika (21).
* Neprimerno oznacéen vzorec
Vsaka bolnignica mora dologiti najnujnejSe podatke o bolniku; navedeni morajo biti
v laboratorijskem naro¢niSkem listu in epruveti.

Primer: Epruveta s krvjo nima vseh predpisanih podatkov.

15



* Nepravilna koli¢ina krvi
Volumen dodatka v epruveti je namenjen za to¢no dolo¢en volumen odvzete krvi.
Ce je odvzeta koli¢ina krvi manjsa ali veéja od predpisane, lahko preve¢ ali pre-
malo dodatka vpliva na rezultat.
Primeri:- natrijev citrat pri dolo¢anju protrombinskega ¢asa;
- EDTA pri dolo¢anju hematokrita s centrifugiranjem, Stevila krvnih ce-
lic, morfologije celic, lipidov;
- heparin: pri dolo¢anju CK, aminoglikozidov (gentamicina, tobramici-
na).

¢ Uporaba nepravilnih epruvet
Vsaka analizna metoda zahteva ustrezno vrsto vzorca. Dodatek lahko moti analizne
postopke.
Primera:- natrijev fluorid interferira z ureazo pri dolocitvi se¢nine;
- napacni vrstni red pri odvzemu krvi lahko povzro¢i napacne rezultate
zaradi kontaminacije z dodatki.

* Hemoliza

Hemoliza je lahko posledica zahtevnega odvzema krvi ali pa nepravilnega ravnanja
z ze odvzetim vzorcem. Nastopi, ¢e je kri odvzeta iz katetra s konektorii, ki imajo
razlicne notranje premere. Sprememba notranjega premera lahko povzroci turbu-
lenco in posledica je poskodba celic s hemolizo.

Hemolizo povzroci lahko bolezen razpada eritrocitov znotraj ozilja. Nekateri testi
bodo nepravilni, ¢e nastopi dodatno Se hemoliza in vitro.

* Nepravilno shranjevanje krvnega vzorca in neprimeren transport
Primeri:- vzorec krvi, ki mora biti ohlajen (na 2 do 8 °C), pride v laboratorij ne-
ohlajen;
- vzorec seruma ali plazme, ki naj bo zamrznjen, pride v laboratorij ne-
zamrznjen;
- vzorec za dolocitev krioglobulinov, ki mora priti v laboratorij v toplem
(37 °C), je ohlajen na sobno temperaturo.
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