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ABSTRACT

Laboratoarele moderne de diagnostic dispun de un spectru larg de teste pentru hemostaza utilizate in diagnosticarea si man-
agementul pacientilor cu tulburdri hemostatice, in screeningul preoperator si in monitorizarea terapiei anticoagulante. Un studiu
recent care a inclus laboratoarele de biochimie medicald si de transfuzie din Croatia a evidentiat existenta unor practici diferite
in anumite etape ale procesului de testare a hemostazei si a evidentiat domeniile care necesita imbunatatiri. Lipsa standardizarii
testelor, impreuna cu nearmonizarea rezultatelor intre diferite metode de mdsurare, pot determina luarea unei decizii incorecte
in tratamentul pacientilor, compromitand astfel siguranta pacientului. Prin urmare, cu scopul de a sprijini laboratoarele sa gener-
eze rezultate exacte si de incredere, acest articol face recomandari cu privire la procedurile pentru fazele preanalitica, analitica si
postanalitica ale celor mai comune teste de investigare a hemostazei: timpul de protrombind, timpul de tromboplastind partiala
activatd, timpul de trombing, fibrinogen si D-dimeri.

Cuvinte cheie: armonizare, ghiduri, standardizare, teste de coagulare, teste de hemostaza

INTRODUCTION (PT), timpul de tromboplastind partiala activata (APTT)
si dozarea fibrinogenului sunt cele mai comune teste

Hemostaza reprezinta rdspunsul fiziologic la o agresiune screening care furnizeazd informatii rapide (desi rela-

vasculard. Ea este rezultatul interactiunii complexe dintre
vase, plachete si factorii plasmatici ai coaguldrii, avand
drept functie principala oprirea sangerarii la locul leziunii,
si mentinerea sangelui in stare fluida in vasele intacte [1].

Un diagnostic modern de laborator oferd o gama
larga de teste de coagulare utilizate in diagnosticul si
managementul pacientilor cu tulburdri ale hemostazei,
in bilantul properator si in monitorizarea tratamentului
anticoagulant [2]. Intre acestea, timpul de protrombina

tiv nespecifice) despre natura perturbdrilor hemostazei
[3]. Rezultatele acestor teste screening, coroborate cu
datele anamnestice si examenul clinic conduc ulterior
spre selectarea unor teste de coagulare mai specifice.
Exista la ora actuald o gama larga de teste disponibile,
care folosesc o metodologie variata [4].

Lipsa standardizarii testelor, precum si absenta
armonizdrii rezultatelor intre diferitele tipuri de
determindri pot conduce la decizii incorecte privind
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managementul pacientilor, cu periclitarea sigurantei
acestora si aparitia de costuri medicale aditionale [5].

Un sondaj efectuatin laboratoarele din Croatia a aratat
existenta unor practici diferite in testarea hemostazei si
a evidentiat aspecte care ar necesita imbunatatiri [6].
ntrucat la nivel national se impune standardizarea si
armonizarea testdrii hemostazei, in materialul de fata
sunt prezentate recomandari privind etapa preanalitica,
analiticd si postanaliticd pentru PT, APTT, timpul de
trombina (TT), fibrinogen si D-dimeri.

MATERIALE SI METODE

Recomandarile privind etapa preanalitica, analitica si
postanaliticd pentru PT, APTT, timpul de trombina (TT), fi-
brinogen si D-dimeri au fost elaborate de Working Group
for Laboratory Coagulation (WGLC) format de Croatian
Society of Medical Biochemistry and Laboratory Medi-
cine (CSMBLM). Elaborarea acestor recomandari a fost
facuta ca urmare a rezultatelor obtinute in urma unui
sondaj facut in 2015 de WGLC in randul laboratoarelor
medicale si a laboratoarelor de transfuzie din Croatia
in care se efectuau teste de coagulare [6]. Datele din
prezentul material au fost colectate din bazele de date
PubMed si Ovid, precum si din publicatii relevante ale
Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI), British
Society for Haematology (BSH) si International Society
on Thrombosis and Haemostasis (ISTH).

Cuvintele cheie folosite pentru cdutare au fost: pre-
analytical, analytical and postanalytical phases of hae-
mostasis or coagulation testing, coagulation assays,
haemostasis assays, PT, international normalized ratio
(INR), APTT, TT, fibrinogen, D-dimer test, haemostasis or
coagulation assays guidelines, interpretation of results
in coagulation standardization and/or harmonization in
haemostasis testing.

ETAPA PREANALITICA IN TESTAREA
HEMOSTAZEI

Faza preanaliticd include toate procesele de la indicarea
testului de catre clinician pand la momentul in care proba
este gata pentru testare. Majoritatea erorilor din proce-
sul total de testare survin in aceasta etapd, problemele
putand sa apara in orice faza anterioara testarii probei
[5,7]. Deoarece majoritatea erorilor care se produc in faza
preanalitica devin aparente ulterior in cursul fazei analit-
ice sau postanalitice, etapa preanalitica trebuie sa aiba
mecanisme de control riguroase, pentru a reduce riscul
de eroare [7-9].

Recoltarea sangelui este procedura cea mai complexa
in faza preanalitica, fiind ca urmare cea mai susceptibild la
erori. Procedura standardizatad pentru recoltarea de sange
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este descrisa In recomandarile nationale pentru recoltar-
ea de sange venos si trebuie respectatd [10]. In materialul
de fata vor fi discutate aspectele specific legate de pro-
cesele din faza preanalitica pentru testele de coagulare.

Solicitarea testului

Una din problemele principale este reprezentata de lip-
sa informatiilor pe cerearea de analiza. [6]. Lipsa unor
informatii cum ar fi diagnosticul prezumtiv, sau trata-
mentul anticoagulant urmat de pacient pot duce la
interpretari eronate a rezultatelor testelor sau la testari
inutile sau repetate, grevate de costuri suplimentare.
Prin urmare, pe langa solicitarea propriu zisa a testului,
este necesar sd se mentioneze diagnosticul prezumtiv si
tratamentul anticoagulant [10]. Aceste informatiii sunt
absolut necesare pentru a asigura raportarea si interpre-
tarea adecvata a rezultatelor.

Recomandare

Informatiile despre diagnosticul prezumtiv sau cunoscut
precum si despre tratamentul anticoagulant urmat de
pacient trebuie sa facd parte integranta din solicitarea
testelor de coagulare.

Pregatirea si identificarea pacientului

Recomandarile generale privind pregatirea pacientului
inainte de efectuarea punctiei venoase si identificarea
adecvatd a pacientului in timpul recoltarii de sange sunt
descrise Tn recomandarile nationale pentru recoltarea de
sange si sunt aplicabile si pentru testele de coagulare [10].

Recomandare

Pregdtirea pacientului inainte de efectuarea punctiei
venoase siidentificarea adecvata a pacientului in timpul
recoltarii de sange trebuie sd respecte recomandarile
nationale pentru recoltarea de sange [10].

Tuburi si anticoagulant

Sangele venos pentru testele de coagulare trebuie recoltat
n tuburi de sticld sau de plastic, care auin interior suprafete
inerte (non activante pentru coagulare). Astfel, tuburile de
sticla trebuie sa fie siliconate, iar tuburile de plastic sa fie
din polipropilena ca material non activator [11,13].

Tuburile trebuie sa contina citrat trisodic ca antico-
agulant, avand concentratia 105-109 mmol/L, respectiv
3.2%. Desi pe piata existd si tuburi continand citrat trisod-
ic cu concentratia de 129 mmol/L respectiv 3.8%, inter-
valele de referinta si rezultatele testelor pot varia in pro-
bele recoltate in tuburi cu concentratie de citrat diferita.

De exemplu, Tn tuburile cu citrat trisodic 3.8% PT si
APTT pot fi supraestimate iar fibrinogenul subestimat,
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dacd intervalele de referintda au fost stabilite folosind
probe recoltate in tuburi cu citrat trisodic 3.2% [11-13].

Prin urmare, recomandarea majora este ca labora-
toarele sa utilizeze tuburi cu aceeasi concentratie de
citrat trisodic, preferabil 3.2% (11). Acest aspect este im-
portant deoarece doar citratul trisodic 3.2% este folosit
pentru alocarea Indicelui de Sensibilitate International
(ISI) pentru tromboplastina de catre Scientific and Stand-
ardization Committee (SSC) al ISTH, si de catre CLSI [11].

Proportia intre volumul de sange si cel de anticoagu-
lant trebuie sa fie intotdeauna de 9:1. Este important
sa se recolteze cantitatea corecta de sange (de obicei
indicata pe tub) pentru a asigura raportul corect intre
sange/anticoagulant si rezultate corecte [11]. Desi re-
zultatele unor studii sugereaza ca devieri mai mari de
la volumul final sunt acceptabile pentru anumite teste,
totusi recomandarea generald este sa se accepte o aba-
tere +/- 10% de la linia de pe tub, corespunzand cu 90-
110% din volumul final [12-14].

Recomandari

1. Probele de sange venos pentru teste de coagulare
trebuie recoltate in tuburi din sticla sau din plastic
avand la interior suprafete non activante.

2. Tuburile trebuie sa contina citrat trisodic tamponat
ca anticoagulant, preferabil de concentratia 105-
109 mmol/L, respectiv 3.2%.

3. Proportia intre volumul de sange si cel de
anticoagulant in tubul de recoltare trebuie sa fie
intotdeauna 9:1.

4. Se considera acceptabila o abatere de +/- 10% de
la linia de umplere marcata pe tub.

Recoltarea de sange

Sangele trebuie recoltat Tn mod netraumatic dintr-o
vena perifericd, la distantd de cateterul intravenous
(dacd acesta este montat). Toate procedurile legate de
punctia venoasa, inclusiv durata de mentinere a garoului
si agitarea tubului Tn vederea omogenizarii sangelui cu
anticoagulantul trebuie sa respecte recomandarile pub-
licate anterior [8,10,11].

Pentru pacientii la care nu este posibilda punctia
venoasa, probele de sange trebuie recoltate printr-un
dispozitiv vascular (cateter venos central sau periferic).
Daca cateterul a fost In prealabil spadlat cu heparing,
trebuie efectuata procedura urmatoare: se recomanda
spalarea cateterului cu ser fiziologic si indepartarea
primilor 5 ml de sdnge sau a unui volum de sange echiva-
lent cu de 6 ori spatiul mort al cateterului [11,15].

Cand probele sunt recoltate dintr-un cateter venos
periferic, cantitatea de sange Iindepdrtata anterior
recoltdrii trebuie sa fie de 2 ori volumul mort al cateterul
si extensiei sale.
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Tn cazul recoltérii de sange dintr-un dispozitiv vascu-
lar, aceasta informatie trebuie mentionata intotdeau-
na pe formularul de solicitare a testului. In asemenea
situatii, trebuie avute in vedere o posibild contaminare
cu heparina sau o dilutie a probei [11].

Recomandari

1. Recoltarea de sange trebuie sa respecte
recomanddrile nationale pentru recoltarea de
sange venos [10].

2. Tnainte de recoltarea de sange pentru teste de
coagulare dintr-un cateter venos, se recomanda
spalarea cateterului venos central cu ser fiziologic
si indepdrtarea primilor 5 ml de sange, sau de 6
ori spatiul mort al cateterului. Daca probele sunt
recoltate dintr-un cateter venos periferic, se
indeparteaza un volum de sange echivalent cu de
2 ori spatiul mort al cateterului si extensiei sale.

Ordinea tuburilor la recoltare

Pentru a reduce la minimum contaminarea probelor
pentru testele de coagulare, tuburile trebuie recol-
tate respectand o anumitd succesiune, care previne
obtinerea de rezultate eronate cauzate de vehicularea
anumitor aditivi de la un tub la altul (carry-over) sau
formarea de microcheaguri in cursul recoltarii [10-14].
Tuburile pentru teste de coagulare trebuie recoltate
inaintea oricarui alt tub cu aditivi (activatori de coagu-
lare, respectiv trombind) sau alti agenti anticoagulanti
(etilendiaminotetraetilacetat EDTA), litiu-heparind sau
inhibitori ai glicolizei [11,13,14].

Nu este necesar sd se recolteze un tub initial care sa
fieindepartat inainte de recoltarea de sange pentru teste
de coagulare de rutind sau pentru D-dimeri [10,11,14].
O exceptie de la aceasta reguld o constituie procedura
de recoltare prin intermediul unui fluturas, cand aerul
din sistemul de recoltare duce la umplerea incompleta a
tubului de recoltare. In acest caz se recolteazi initial un
tub fara aditiv, care va fi indepartat [11].

Recomandari

1. Tubul pentru teste de coagulare trebuie recoltat
fnaintea tuburilor cu alti aditivi (activator de
coagulare sau cu alt anticoagulant).

2. Nu este necesara recoltarea unui tub initial care
sa fie Indepadrtat Thaintea recoltarii pentru teste
de coagulare de rutina si D dimeri. Face exceptie
situatia Tn care se recolteaza cu branula cu fluturas
(care din cauza aerului din sistem duce la umplerea
incompleta a tubului), caz in care se recolteaza
initial sange intr-un tub fara aditiv, acesta fiind
ulterior indepartat.
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Respingerea probelor

Fiecare laborator trebuie sa isi stabileasca criteriile pen-
tru respingerea probelor neconforme pentru teste de
coagulare.

Probele care nu ajung in laborator in intervalul de
timp adecvat pentru analiza (vezi sectiunea Pdstrarea
probelor pand la analiza), probele neetichetate sau eti-
chetate gresit, probele coagulate, probele recoltate in
tuburi continand alt anticoagulant, cele la care nu se
respecta proportia Tntre sange si anticoagulant, probele
cu hemoliza intensa sau cele care au fost refrigerate
inaintea testarii trebuie respinse [8,11,16].

Recomandare

Fiecare laborator trebuie sa fsi stabileasca criterii bine
definite de respingere a probelor neconforme pentru
testele de coagulare.

Prelucrarea probelor

Majoritatea testelor screening de coagulare PT, APTT, TT,
fibrinogen, D-dimeri se efectueazad din plasma obtinuta
din probe pregatite prin centrifugarea unui tub primar
la temperatura camerei (18-25 °C), la 1500xg timp de 15
minutes [8,11,16]. Desi centrifugarea se poate face pe
duratd mai scurta si la turatie mai mare, este important
de mentionat cd Tn aceste conditii se poate produce ac-
tivarea plachetelor si liza hematiilor [8,11,16].

Pentru a obtine probe conforme, trebuie folosite
centrifugi cu rotor cu balans, si trebuie evitata folosirea
franarii la oprirea centrifugii [16]. Daca se utilizeazd cen-
trifugi cu racire, acestea trebuie setate la temperatura
ambianta, deoarece temperaturile scazute duc la activar-
ea plachetelor si induc diferite modificari [11]. Pentru pro-
bele care trebuie congelate pana la testare, se recomandad
dubla centrifugare Tnhainte de congelare, pentru a obtine
plasma saraca in plachete (platelet poor plasma, PPP),
care contine <10x109 plachete/L [16,17]. Esantioanele de
plasma care se congeleaza trebuie separate de celule.

Recomandari

1. Probele de plasma pentru testele screening PT,
APTT, TT, fibrinogen si D-dimeri se prepard prin
centrifugarea tubului primar la temperatura
ambianta (18-25 °C), la 1500 x g timp de 15 minute.

2. Toate probele de plasma care trebuie congelate
pand la testare trebuie sa fie centrifugate de doua
ori inainte de congelare pentru a obtine plasma
saraca in plachete (platelet poor plasma, PPP),
care contine <10x10° plachete/L.
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Probe cu valori mari ale hematocritului

n probele cu valori mari ale hematocritului (Hct), peste
0.55L/L, respectiv 55%, concentratia finald a citratului in
tub trebuie ajustata, pentru a mentine raportul de 9:1
intre sdnge si anticoagulant. In probele cu hematocrit
mare, cantitatea de citrat este excesiva raportat la volu-
mul de plasma din tub, ceea ce poate influenta rezul-
tatele testelor.

Volumul de citrat care ramane in tub este calculat
aplicand formula [11,18]:
C(mL)=0.185 x [volumul de sénge (mL)] x [1.0— Hct (L/L)]
unde C reprezinta volumul de citrat in mL care rdmane in

tub, 0.185 este o constantd, volumul de sange depinde de
tipul de tub folosit, iar Hct este hematocritul pacientului.

Volumul de citrat care trebuie indepartat se calculeaza
scazand volumul de citrat care ramane in tub (cal-
culat anterior) din volumul total de citrat din tub. Se
recomanda folosirea unei seringi de tuberculinare pen-
tru a Indepadrta citratul, pentru a mentine vidul in tu-
bul de recoltare. Daca nu este disponibila o asemenea
seringd, citratul va fiinldturat cu o pipetd automatd, ceea
ce implicd pierderea vidului din sistemul de recoltare si
recoltarea ulterioara a sangelui in sistem deschis. Dupa
indepartarea dopului si ajustarea cantitatii de citrat, se
recolteaza sange pana la semnul de volum final de pe
tub. Se inchide tubul si se omogenizeaza sangele cu an-
ticoagulantul. Manevrarea ulterioara a tubului se face
conform acelorasi proceduri ca si pentru celelalte probe
de coagulare.

Indiferent cum se face indepartarea citratuluidin tub, este
responsabilitatea personalului din laborator sa informeze
persoanele care recolteazd despre necesitatea corectiei
cantitatii de citrat si desfasurarea corecta a recoltarii.

Pe buletinul de rezultate se va mentiona ca volumul
de citrat din tub a fost ajustat, din cauza valorii mari a
hematocritului:

“Testele de coagulare s-au efectuat din probd cu volum
ajustat de anticoagulant (citrat), din cauza valorii cres-
cute a hematocritului (Het = xx L/L)”

unde xx reprezintd valoarea exacta a hematocritului.

Daca nu este posibil sa se obtind o noua proba pentru
a se ajusta volumul de citrat, rezultatul va fi Tnsotit de
urmatorul comentariu:

“Nu este posibild ajustarea volumului de citrat in functie de
valoarea crescutd a hematocritului (Hct = xx L/L). Raportul
modlificat intre sGnge si anticoagulant poate influenta re-
zultatele testelor. Se recomandd repetarea recoltdrii dupd
o intelegere prealabild cu personalul din laborator”.
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Recomandari

1. Concentratia finald de citrat in tub trebuie ajustatd
pentru a mentine raportul de 9:1 intre volumul de
sange si cel de anticoagulant Tn probele de sange
la care hematocritul este peste 0.55 L/L.

2. Pe buletinul cu rezultate se va mentiona ca
volumul de citrat a fost ajustat din cauza valorilor
crescute ale hematocritului: “Testele de coagulare
s-au efectuat din proba cu volum ajustat de
anticoagulant (citrat), din cauza valorii crescute a
hematocritului (Hct = xx L/L).”, unde xx reprezinta
valoarea exactd a hematocritului.

Hemoliza, hiperbilirubinemia si lipemia

Hemoliza, hiperbilirubinemia si lipemia pot influenta
rezultatele testelor de coagulare [19]. Prezenta lor
poate fi detectata prin inspectie vizuald sau auto-
mat. Interferentele analitice se pot produce in princi-
pal prin suprapunerea spectrald a substantelor inter-
ferente (hemoglobing, bilirubind, particule lipidice).
Noile generatii de analizoare de coagulare masoara
absorbanta optica la diferite lungimi de unda, ca index
de de hemoliza, icter si lipemie (HIL index), permitand
identificarea probelor potential problematice nainte
de efectuarea testelor, iar impactul substantelor inter-
ferente in timpul testarii va fi redus prin autoselectarea
unor lungimi adecvate de unda [19,20]. Dacd nu exista
posibilitatea determinarii automate a HIL, concentratia
acceptabild a substantelor interferente trebuie estimata
prin inspectie vizuala.

In afard de interferenta spectrofotometricd, probele
hemolizate pot pune probleme din cauza eliberarii in tub
a componentelor celulare, avand drept efect activarea
prematurd a coagularii si influentarea detectiei cheagului
[19]. Ca urmare, in aceste situatii se impune solicitarea
unei noi recoltéri, cu o probd nehemolizaté [11]. Tn afard de
hemoliza in vitro, este posibil sa fie vorba si de o hemoliza
intravasculara, in vivo. Prezenta acesteia trebuie exclusa
prin comunicare cu personalul clinic nainte de a solicita
repetarea recoltdrii. in aceste cazuri, rezultatul testelor va
fi Insotit de mentionarea hemolizei intravasculare.

Hiperbilirubinemia produce o interferentda optica
nesemnificativd, care poate fi prevenita prin citirea la
alte lungimi de unda, rezultatele testelor putand fi ra-
portate [19].

Tn mod similar, citirea la lungimi diferite de undé si/
sau diluarea suplimentard a probei la teste cu predilutie
(cum ar fi fibrinogenul) pot preveni interferentele optice
legate de lipemie [19]. Pentru a inldtura influenta lipe-
miei, unele laboratoare recurg la ultracentrifugare; cu
toarte acestea, nu exista date publicate despre validarea
acestei proceduri [16].
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Utilizarea metodelor mecanice si/sau electromecanice
de detectie a cheagului este recomandata in toate ca-
zurile de probe cu substante care interfera cu transmit-
erea luminoasa. Chiar in cazul utilizarii acestor metode,
interferentele biologice pot influenta testele de coagulare.
De exemplu hiperlipemia severa poate influenta rezultate-
le testelor de coagulare, prin dislocuirea plasmei, ceea ce
va avea ca rezultat prelungirea timpilor de coagulare.

Recomandari

1. Pentru testele screening de coagulare, laboratoarele
trebuie sd fsi stabileasca concentratia de substante

interferente acceptabild pentru propriu sistem
echipament/ reactiv.
2. Dacd se suspecteaza prezenta unei hemolize

intravasculare (in vivo), aceasta va fi mentionata
alaturi de raportatrea rezultatului

3. Utilizareametodelormecanicesi/sauelectromecanice
de detectie a cheagului este recomandatd in toate
cazurile de probe cu substante care interfera cu
transmiterea luminoasa.

Pastrarea probelor pana la testare

In conditii ideale, efectuarea testelor de coagulare ar
trebui facutd in decurs de 4 ore de la recoltare. Conform
studiilor recente exceptia de la aceastd regula se aplica la
PT si D Dimeri, pentru care probele se pot pastra la tem-
perature camerei pana la 24 de ore de la recoltare, fie
centrifugate, fie necentrifugate, fara separarea plasmei,
n tuburi Tnchise [11,12,20].

Cu toate acestea, intrucat stabilitatea probei poate fi
dependentd de sistemul de lucru (tromboplastind/co-
agulometru), laboratoarele care acceptd testarea PT si
a D dimerilor dupa 24 de ore de la recoltare trebuie sa
verifice stabilitatea probei cu propriul lor sistem [21].

Probele pentru toate testele de hemostaza se
pastreazd in tuburi inchise, la temperatura camerei (18-
25 °C). Pastrarea la frigider (2-8 °C) nu este recomandatd
din cauza activariilarece a factorului VII (FVII) al coagularii
si pierderii activitatii factorului VIII (FVIII), avand impact
asupra rezultatelor PT si APTT [16,20,22].

Daca APTT se solicita pentru monitorizarea tratamen-
tului cu heparinad nefractionata, probele trebuie centrifu-
gate si plasma trebuie separata in decurs de o ora de la
recoltare, deoarece heparina poate fi neutralizatd de catre
factorul plachetar 4 (PF4) eliberat de plachete [11,16,21].

Daca efectuarea testelor de hemostaza nu e posibila in
intervalul recomandat, plasma trebuie separata de celule
dupa centrifugare si congelata imediat la —20 °C pentru
stocarea pe termen scurt (pana la 2 saptdamani) sau la —
70 °C pana la 6 luni. Daca se preconizeaza ca din proba
vor fi necesare mai multe teste, trebuie stocat si congelat
cate un esantion separat pentru fiecare test [16,20].



286

Recomandari

1. Probele pentru toate testele de hemostazd se
pastreaza in tuburi inchise, la temperatura camerei
(18-25 °C) pana la testare.

2. Testarea pentru toate testele de coagulare trebuie
facuta in 4 ore de la recoltare. Exceptia de la aceasta
regula se aplica la PT si D Dimeri, pentru care probele
se pot pastra la temperatura camerei pana la 24 de
ore de la recoltare, fie centrifugate fie necentrifugate,
fara separarea plasmei, in tuburi inchise.

3. Laboratoarele care accepta pentru testarea PT si a D
dimerilor probe stocate pentru 24 de ore trebuie sa
verifice stabilitatea acestora pentru sistemul propriu.

4. Dacd APTT se solicita pentru monitorizarea
tratamentului cu heparind nefractionata, probele
trebuie centrifugate si plasma trebuie separatd in
decurs de o ord de la recoltare.

5. Daca efectuarea testelor de hemostaza nu e posibila
in intervalul recomandat, plasma trebuie separata
de celule dupd centrifugare si congelata imediat la
—20 °C pentru stocarea pe termen scurt (pand la 2
sdptdmani) sau la—70 °C pana la 6 luni.

Transportul probelor la distanta

Probele trebuie sa ajunga la laborator in intervalul de timp
recomandat pentru fiecare test [16,20]. Dacd nu este posi-
bil, probele trebuie centrifugate de 2 ori, si esantioanele
de plasma se transfera in tuburi de polipropilena. Fie-
care tub se eticheteazd cu numele complet al pacien-
tului, data nasterii, un numar de identificare (numarul
asigurarii, numarul de identificare unic din laborator).
Se mentioneazd de asemenea tipul de probd (plasma
citratata), data si ora recoltarii. Esantioanele de plasma se
congeleaza imediat, conform procedurii descrise anterior.

Probele congelate de plasma se transporta de preferat
pe gheatd uscatd, sau daca nu este posibil, pe gheata in
containere de polistiren, astfel incat probele sa ramana
complet congelate pana la ajungerea in laborator. Tes-
tarea nu se va efectua din probele care nu sunt complet
congelate la sosirea in laborator [5,8,11].

Recomandari

1. Probele trebuie sd ajunga la laborator in intervalul de
timp recomandat. Altfel, plasmele trebuie congelate
conform procedurii descrise mai sus.

2. Tuburile trimise la distantd trebuie etichetat cu
numele complet al pacientului, data nasterii si un
numar de identificare. Se va mentiona si tipul de
proba (plasma citratata), data si ora recoltarii.

3. Plasmele congelate se transporta pe gheata (preferabil
uscatd) in containere de polistiren, pentru a ramane
complet congelate pana la ajungerea in laborator.
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Decongelarea probelor congelate

Decongelarea probelor congelate trebuie sa fie rapida,
timp de 10 minute la 37 °Cin termostat, dry-thermo block
sau Tn baie de apd [5,16,20]. Anterior testarii, dupa de-
congelare, proba trebuie agitata pentru a fi omogenizata
[23]. Procedura optima consta in rdsturnarea blanda
a tubului la 180° si revenirea la pozitia initiald de 6 ori
[23]. Cu toate acestea, dacd proba nu este complet
decongelata sau dacd este mentinuta prea mult timp la
37 °C, activitatea factorilor coagularii se modifica, ceea
ce conduce la obtinerea de rezultate eronate [5,20,24].
Daca se foloseste baia de apa pentru decongelare,
trebuie o atentie sporitd pentru a nu se compromite
datele de identificare a pacientului Tnscrise pe eticheta.

Recomandari

1. Decongelarea probelor congelate trebuie sa fie
rapida, timp de 10 minute la 37 °C in termostat,
dry-thermo block sau in baie de apa.

2. Anterior testarii, dupa decongelare, proba
trebuie agitata pentru a fi omogenizata [23] prin
rasturnarea blanda a tubului la 180° si revenirea la
pozitia initiald de 6 ori.

ETAPA ANALITICA IN TESTAREA HEMOSTAZEI

Controlul de calitate

Scopul controlului de calitate este acela de a asigura
furnizarea de rezultate fiabile.

Atat controlul intern cat si schemele de control extern
trebuie sa constituie parti fundamentale din procesul
de asigurare a calitatii in laboratoarele care efectueaza
teste de coagulare.

Controlul intern de calitate asigura evaluarea continua
a rezultatelor si reduce variatia intdmplatoare in cursul
aceleiasi zile sau intre zile, in timp ce obiectivul major al
controlului extern este sd asigure comparabilitatea datelor
intre laboratoare, respectiv exactitatea masurarii [27,28].

Controlul intern trebuie facut intotdeauna dupa de-
schiderea sau/si reconstituirea reactivilor, calibrare,
dupa procedurile periodice de intretinere/service sau
dupa depanarea defectiunilor echipamentului [27]. Pen-
tru testele cantitative, controlul trebuie sa includa minim
doua nivele (normal si patologic) care trebuie rulate la
fiecare 8 ore Tn cazul operarii continue [29]. Se admit
scheme diferite de control intern in cazul in care labo-
ratorul si-a analizat procesul de lucru si a analizat riscul.

In ceea ce priveste controlul extern, nu existd stu-
dii bazate pe dovezi privind frecventa optima cu care
trebuie facut, dar el trebuie sa fie o parte esentiald din
sistemul de management al calitdtii din laborator [2].
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Recomandari

1. Controlul intern se efectueaza intotdeauna dupa
deschiderea sau/si reconstituireea reactivilor, calibrare,
dupa procedurile periodice de intretinere/service sau
dupa depanarea defectiunilor echipamentului.

2. Pentru testele cantitative, controlul trebuie sa
includa minimum doud niveluri (normal si patologic)
care trebuie rulate la fiecare 8 ore in cazul operarii
continue. Se admit scheme diferite de control intern
in cazul in care laboratorul si-a analizat procesul de
lucru si a analizat riscul.

3. Controlul extern trebuie sa fie o parte esentiald din
sistemul de management al calitdtii din laborator.

Testele de coagulare

Pentru a raporta rezultate corecte si fiabile la testele de
coagulare, este esential ca laboratorul sa selecteze o
metoda adecvatd de testare. Numeroasele teste disponi-
bile pe piata pot fi impartite in trei categorii principale:
teste coagulometrice, teste cromogene si teste imuno-
logice. Informatii specifice legate de principiile testelor,
echipamentul si tehnicile utilizate Tn laboratoarele de
hemostaza sunt descrise de Mackie et al. si nu constituie
o parte a recomandarilor de fata [25].

Pentru implementarea coagulometrelor in practica
de ruting, evaluarea si validarea trebuie facute conform
recomandarilor publicate de Gardiner et al. [26].

La alegerea unei metode pentru teste de coagulare,
este importantda cunoasterea caracteristicilor lor ana-
litice, prin urmare, cele mai importante caracteristici
analitice pentru PT, APTT, TT, fibrinogen D-dimeri vor fi
prezentate mai jos [4].

Recomandare

Pentru implementarea coagulometrelor in practica de
rutind, evaluarea si validarea trebuie facute conform
recomandarilor publicate [26].

Timpul de protrombina (PT)

PT este cel mai frecvent solicitat dintre testele de coagu-
lare, fiind utilizat pentru monitorizarea tratamentului cu
antagonisti ai vitaminei K (AVK) si pentru a evalua defi-
citele genetice si dobandite ale factorilor Il (FIl), V (FV),
VII (FVII), X (FX), fibrinogen, respectiv prezenta inhibito-
rilor acestora [29].

Toti reactivii comerciali pentru PT cunoscuti sub de-
numirea de tromboplastina contin factor tisular, fosfoli-
pide si clorura de calciu. Pe piata exista diferite trombo-
plastine comerciale de provenienta umana, animala sau
recombinante.
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Rezultatele PT depind de tipul de reactiv si de echipa-
mentul folosit, astfel ca rezultatul PT va fi variabil de la un
laborator la altul [4]. Pentru a standardiza PT si a permite
monitorizarea tratamentului cu AVK in laboratoare difer-
ite, Organizatia Mondiala a Sanatatii (OMS) a introdus ra-
portarea rezultatelor PT sub forma de INR [29-31]. Pentru
fiecare lot de reactivi pentru PT, producatorii trebuie sa
determine sisa atribuie o valoare specificd a ISI, care indica
sensibilitatea reactivului la nivelele factorilor dependenti
de vitamina K prin comparare cu standardul de referinta
al OMS, International Reference Preparation (IRP).

INR (International Normalized Ratio) este o valoare
calculata, reprezentand raportul intre PT al pacientului
exprimat in secunde, impartit la Mean Normal Prothrom-
bin Time (MNPT), ridicat la puterea ISI a reactivului folosit
[31,32]. MNPT reprezinta media geometrica a valorilor
PT obtinute de la minimum 20 de voluntari sanatosi. For-
mula pentru calcularea INR este urmatoarea:

INR = (PR)S!" sau INR = [PT(s) / MINTP(s)]!
unde PT(s) este PT al pacientului exprimat in secunde, PR
este raportul timpului de protrombind, MNPT este me-
dia geometrica a timpilor normali de protrombina, iar ISI
este International Sensitivity Index.

Desi pe piatd exista tromboplastine cu ISI pand la 1.5
sau chiar 1.7, este recomandat sa se utilizeze tromboplas-
tine recombinante cu valori mai joase ale IS, sub 1.2, din
cauza sensibilitatii lor mai mari la deficitele de factori, pre-
cum si a preciziei crescute la determinarea INR [29-33].

Independent de cele de mai sus, un INR determinat
din aceeasi probda de plasma cu diferite tromboplas-
tine nu va avea intotdeauna aceeasi valoare, intrucat
variatiile pot fi generate si de determinarea incorecta a
MNPT sau de valoarea ISl aplicata de laborator [31].

Oricand este posibil, se recomanda determin-
area valorii specifice a ISI pentru combinatia locald
tromboplastind/coagulometru, deoarece oferd o
acuratete mai buna pentru INR fata de aplicarea unui ISI
generic (un ISl care nu este specific pentru un anume
coagulometru ci pentru un grup/tip de coagulome-
tre). Cand valoarea ISI pentru o combinatie specifica
tromboplastind/coagulometru nu este disponibild, se
recomanda sa fie determinata local [29,30,32]. Aceas-
ta se poate realiza prin utilizarea unui set de probe de
plasma liofilizatd certificatd pentru PT obtinut prin fo-
losirea IRP. Plasma se testeaza utilizand combinatia
specifica analizor/ reactiv, iar valorile PT obtinute se
raporteaza la valorile certificate. Panta care are cea mai
buna regresie ortogonala se utilizeaza pentru calcularea
ISI local, conform ecuatiei: IS/ (local) = panta x ISI (IRP).

Determinarea unei valori specifice a INR fard
cunoasterea MNPT sau a IS| este posibild printr-o metoda
directa, daca sunt disponibile plasme liofilizate cu val-
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ori atribuite ale INR. Plasma de calibrare este testatad
pe combinatia specificd coagulometru/reactiv si timpii
obtinuti se raporteaza la valorile certificate ale INR.
Aceastd metoda creste acuratetea determinarii INR si
permite o mai buna comparabilitate interlaboratoare a
rezultatelor (detalii suplimentare in referintele 29, 30, 32).

Recomandari

1. Pentru determinarea PT se recomanda utilizarea
tromboplastinelor recombinante cu valori ISI sub 1.2.

2. Se recomanda utilizarea unui ISI specific pentru
combinatia coagulometru/reactiv de cate ori este
posibil. Tn cazul in care ISI specific nu este disponibil,
se recomandd determinarea ISI local.

Timpul de tromboplastina partiala activata (APTT)

APTT este un un test screening utilizat pentru evaluarea
deficitelor de FVIII, FIX, FXI si FXIl sau pentru detectarea
prezentei inhibitorilor acestora.

Reactivul APTT contine un activator al factorilor de
contact (silica, caolin, acid elagic, sau o combinatie de
activatori) si fosfolipide cu origine diferit3. Tntrucat nu
contine factor tisular (FT), este denumit “tromboplastina
partiald”. Factorii din proba de plasma sunt “activati”
dupa addugarea reactivului APTT si a clorurii de calciu
(ca reactiv separat) la 37 °C [29,34].

APTT se determina in secunde, rezultatele fiind de-
pendente de reactivul si de analizorul utilizat. Datorita
compozitiei variabile (fosfolipide si activatori), reactivii
APTT difera substantial Tn privinta sensibilitatii lor la fac-
torii coagularii, heparine nefractionate si prezenta anti-
coagulantului lupic (LA).

Pentru efectuarea APTT ca test screening se
recomanda folosirea unui reactiv sensibil la deficitul de
factori si la heparine nefractionate, dar insensibil la lu-
pus anticoagulant LA [4,29,34].

Cu toate acestea, monitorizarea tratamentului cu
heparine nefractionate este dificil de standardizat intre
diferite laboratoare [35].

Recomandarea generald este ca laboratoarele sa fsi
stabileasca intervalul terapeutic pentru monitorizarea
tratamentului cu heparine nefractionate, ca activitate
anti Xa, corespunzand cu un interval de 0.3-0.7 anti-
Xa kUI/L. La pacientii tratati cu perfuzie continua cu
heparina, sangele trebuie recoltat la 4-6 ore de la admin-
istrarea bolusului de heparind, dar la mai putin de 24 de
ore dupa administrarea primei doze de antivitamine K.

Probele trebuie prelucrate conform procedurii stand-
ard, preferabil centrifugate de 2 ori, iar plasma congelata
la-35 °C sau temperaturi si mai scazute pana la efectuarea
testului. Plasma se decongeleaza la 37 °C timp de 10 min-
ute, iar APTT si heparinemia sunt determinate cu un test
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anti Xa. Relatia intre APTT pe axa X si nivelul de heparina
pe axa Y se obtine prin analizd de regresie lineara [35-37].

Spre deosebire de heparinele nefractionate, hep-
arinele cu greutate moleculard joasa nu necesitd moni-
torizarea de rutind n laborator. Aceasta este necesard
totusi la anumite categorii de pacienti: pacienti cu
insuficientd renald, obezi, copii, gravide, sau la pacientii
la care nu se obtine efectul anticoagulant asteptat.

Deoarece heparinele cu greutate moleculara joasa
actioneaza predominant prin activitatea antiXa si nu
exercitd un impact semnificativasupra APTT, acest test nu
este recomandat pentru monitorizarea lor. Pentru a esti-
ma raspunsul terapeutic la heparine cu masa moleculara
joasa, se va utiliza exclusiv activitatea antiXa [38].

Recomandari

1. Pentru efectuarea APTT ca test screening, se
recomanda folosirea reactivilor APTT sensibili la
deficitul de factori si la heparine nefractionate, dar
insensibili la anticoagulantul lupic.

2. APTT este un test adecvat pentru monitorizarea
tratamentului cu heparine nefractionate.

3. Dacd APTT se foloseste pentru monitorizarea
tratamentuluicu heparine nefractionate, se recomanda
laboratoarelor sd testeze sensibilitatea reactivului
APTT pentru a putea stabili intervalul terapeutic.

4. APTT nu se foloseste pentru monitorizarea
tratamentului cu heparine cu masa moleculara joasa.
Pentru aceasta, se foloseste exclusiv activitatea anti-Xa.

Timpul de trombina TT

TT este un test de screening utilizat pentru evaluarea
deficitului cantitativ sau a deficitelor calitative ale fibrin-
ogenului, sau pentru a evidentia prezenta inhibitorilor
trombinei [39,40].

Testul evalueaza capacitatea fibrinogenului de a fi trans-
format in fibrind dupa adaugarea de trombina bovina sau
umana in exces la plasma saraca in plachete (PPP). TT se
masoarad in secunde.

Timpul este sensibil la prezenta inhibitorilor terapeu-
tici ai trombinei (heparind, dabigatran) si poate detecta
contaminarea accidentala cu heparind de pe catetere,
chiar la concentratii foarte joase (>0.05 anti-Xa klU/L).
Cu toate acestea, datorita sensibilitatii la inhibitori ai
trombinei (heparind, dabigatran), testul nu este adec-
vat pentru monitorizarea tratamentului cu aceste douad
substante, nefiind standardizat pentru acest scop [40].

Recomandare

Timpul de trombind nu trebuie utilizat pentru moni-
torizarea terapiei anticoagulante cu heparina sau alti in-
hibitori ai trombinei, deoarece este sensibil la acestia si
nu este standardizat pentru acest scop.
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Fibrinogenul

in general, fibrinogenul se dozeazd impreun3 cu PT
si APTT ca parte din screeningul uzual al hemostazei
[41,42]. Existd multiple metode de dozare a fibrinogenu-
lui, cea mai larg raspandita fiind metoda Clauss, prin care
se masoara activitatea functionala a fibrinogenului [42].

Principiul metodei Clauss constd in adaugarea unui
reactiv contindnd trombina in concentratie mare la
plasma diluata si Tnregistrarea timpului de coagulare in
secunde. Rezultatul se exprima in g/L si necesita plasma
de calibrare de referintd, cu nivele cunoscute de fi-
brinogen, calibrata fatd de un standard international.
Valorile atribuite si obtinute se reprezinta grafic pentru
a obtine o curba de calibrare care acopera un interval
mare de valori ale fibrinogenului [42,43]. Desi efectul
combinatiei reactiv/analizor are un impact minim asu-
pra testului Clauss, unele studii demonstreaza ca pot
aparea diferente Tn cadrul unor subgrupuri (de exemplu
la pacienti cu coagulare intravasculara diseminata CID, la
cei cu terapie trombolitica), datorate concentratiei trom-
binei si solutiei tampon din reactiv [42].

Testul functional pentru fibrinogen este considerat cel
mai fiabil pentru utilizare larga in laboratoare [42].

Testele imunologice, cum ar fi testele imunoenzimati-
ce (ELISA) sau imunonefelometrice masoara concentratia
fibrinogenului ca antigen, nu ca activitate functionald
[5]. Aceste teste sunt folosite in special pentru investig-
area disfibrinogenemiilor, in care apare o discordanta in-
tre activitatea functionala a fibrinogenului si masurarea
lui cantitativd ca antigen. Tn practicd, aceste teste sunt
folosite doar in laboratoare specializate [42].

Metoda de dozare a fibrinogenului PT derivat permite
o estimare indirectd a fibrinogenului pe baza curbei de
coagulare pentru PT la coagulometre optice.

PT este determinat prin modificarea densitatii op-
tice pentru o serie de dilutii ale plasmei, avand fiecare
concentratii cunoscute de fibrinogen. Densitatea optica
pentrufiecare concentratie de fibrinogen este reprezentatd
sub forma unei curbe de calibrare. Cu toate acestea, lit-
eratura de specialitate evidentiaza controverse privind
adecvarea acestei metode pentru uzul clinic [44,45]. Ast-
fel, desi metoda este simpla si necostisitoare, testul poate
furniza rezultate inselatoare in anumite patologii si nu este
recomandat in practica clinica de rutina [42].

Recomandari

1. Testul functional pentru fibrinogen este metoda cea
mai fiabild, fiind recomandat pentru utilizarea de
rutinad in laboratorul clinic.

2. Testele imunologice care mdsoara concentratia
fibrinogenului ca antigen sunt recomandate in pentru
investigarea disfibrinogenemiilor.

3. Metoda de dozare ca fibrinogen PT derivat nu este
recomandatd pentru practica de rutina in laborator.
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D-dimerii

Pentru dozarea D-dimerilor sunt disponibile mai multe
metode calitative (pozitive sau negative), semicantitative
sau cantitative, cum ar fi ELISA; latex imunoassay (LIA),
care folosesc anticorpi monoclonali specifici pentru
diversi epitopiai D dimerilor [46, 47]. Principala problema
legatd de testarea D-dimerilor este faptul ca diferitele
teste nu sunt standardizate, datorita variabilitatii anti-
corpilor monoclonali si calibratorilor utilizati [46-49].

Intrucat la ora actuald nu existd un material de
referinta (standard international), unitatile de masurd nu
sunt standardizate, ceea ce Thseamna ca rezultatele, in-
tervalele de referinta si valoarea clinica a cut-off nu pot fi
extrapolate intre metode. Astfel, rezultatele pentru D-di-
meritrebuie interpretate tinand cont de metoda utilizata
[48-50]. Pe buletinul de eliberare a rezultatelor trebuie
mentionata si metoda folosita (de exemplu ELFA).

Recomandari

1. Rezultatele, intervalele de referinta si valoarea clinica
de cut-off pentru D-dimeri trebuie interpretate tinand
cont de metoda utilizata.

2. Metoda de dozare pentru D-dimeritrebuie mentionata
in buletinul de rezultate.

ETAPA POSTANALITICA IN TESTAREA
HEMOSTAZEI

Intervalele de referinta, valorile cut-off
si raportarea armonizata a rezultatelor

Rezultatele majoritatii testelor de coagulare sunt puter-
nic influentate de combinatia reactivi/ analizor utilizata.
Astfel, daca pacientul este investigat in mai multe labora-
toare, comparabilitatea rezultatelor este dificila.

Conform datelor din literatura, recomandarea
generala pentru fiecare laborator este sa isi deter-
mine propriile intervale de referintd pentru populatia
locald. Avand in vedere ca acest deziderat poate fi difi-
cil de pus in practicd, laboratoarele folosesc intervalele
de referintd furnizate de producatori, sau pe cele din
literatura [25,51-53]. Stabilirea propriilor intervale de
referinta este in principal aplicata atunci cand se intro-
duce o nouad metoda, pentru care nu sunt disponibile
date din literaturd. Dacd intervalele de referinta sunt
preluate de la producatori sau din literaturd, datele de-
spre populatie si despre metoda de determinare (aplica-
bilitate la populatia locald) trebuie verificate.

Pentru a verifica daca datele sunt aplicabile pentru
populatia locald, trebuie selectat un esantion constand
din 20-40 subiecti sdnatosi, repartizati uniform in inter-
valul de referintd din literatura. Daca 95% din rezultate
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se Tncadreaza in intervalul de referintd, acesta se poate
accepta pentru utilizare.

Cu toate acestea, o validare statisticd completd ar
necesita un esantion de 120 sau mai multi subiecti [25,53].
Pentru unii analiti, cum ar fi D dimerii, este mai potrivit
sa se stabileascd valoarea cut-off in functie de criteriul
utilitatii clinice [25,48].

Utilizarea intervalelor ajustate in functie de varsta
este esentiald pentru a asigura managementul adecvat
al copiilor cu tromboze sau cu perturbdri hemoragice,
dar nu exista date in literaturd pe grupe de varsta pentru
majoritatea reactivilor folositi Tn practica.

Recomandarea generald a SS a ICTH pentru fiecare
laborator care raporteaza rezultate pediatrice este sa isi
stabileasca propriile intervale de referinta pe grupe de
varsta pentru reactivii si analizoarele pe care le utilizeaza
[54]. Laboratoarele care nu isi pot stabili propriile inter-
vale de referinta pe grupe de varsta trebuie sa utilizeze si
sa verifice intervalele publicate pe grupe de varsta, daca
acestea sunt disponibile.

Recomandari

1. Dacdintervalele dereferintd sunt preluate din literatura
sau de la producatori, se recomanda verificarea ca
aceste intervale sa fie adecvate pentru populatia locala.

2. Folosirea intervalelor adaptate pe grupe de varsta este
esentiala pentru a asigura managementul adecvat al
copiilor cu tromboze sau cu perturbari hemoragice.

Raportarea rezultatelor pentru teste screening
de coagulare si pentru D dimeri

Raportarea rezultatelor pentru PT/INR

Pentru rapoortarea corectd a rezultatelor sunt necesare
informatiile despre pacient (diagnosticul prezumtiv si/
sau tratamentul). Intelegerea relevantei raportérii rezul-
tatelor in diferite situatii clinice determina un mai bun
management al pacientilor.

PT este masurat in secunde, pe cand coagulabili-
tatea plasmei este exprimata ca “activitate procentuald
din valoarea normald”. La o persoand adultd care nu
primeste tratament cu AVK, valoarea “normala” a PT este
>70%. O valoare mai mica de 70% indica faptul ca timpul
de coagulare este mai lung decat normalul si sugereaza

hipocoagulabilitatea sangelui [29,51].

in ceea ce priveste monitorizarea tratamentului cu
AVK, ar trebui ca rezultatele sa fie exprimate exclusiv
ca INR, in timp ce in toate celelalte situatii INR nu ar
trebui raportat [30]. Raportarea rezultatelor ca PT-ratio
nu poate fi utilizata pentru ajustarea dozelor la pacientii
tratati cu AVK, deoarece ea este aplicabild la un tip par-
ticular de tromboplastind. Totusi, unii autori considera
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ca, Tn anumite situatii cum ar fi afectiunile hepatice
cronice sau CID, raportarea rezultatelor ca PT-ratio este
informativa [33,55].

In general, valori ale INR intre 2.0 si 3.0 sunt recoman-
date cainterval terapeutic pentru majoritatea indicatiilor
clinice, desi, pentru pacientii cu proteze valvulare mecan-
ice, INR ar putea fi usor mai mare (2.0-3.5) [30,33]. Valo-
rile INR peste intervalul terapeutic recomandat indicd un
risc crescut de sangerare, in timp ce valori sub intervalul
terapeutic sunt asociate cu un risc crescut de tromboza.

Este importatnt de subliniat ca INR trebuie raportat ca o
valoare numericd pana la o anumita limitd, dependenta de
curba de calibrare obtinuta pentru un lot specific de reactivi.

Fara sa fie perfectd in termeni de comparabilitate a
rezultatelor interlaboratoare, exprimarea ca INR reduce
variabilitatea si furnizeaza rezultate utile pentru clin-
icieni [29,30].

Recomandari

1. Rezultatele pentru PT trebuie raportate procentual
daca pacientul nu urmeaza tratament cu AVK.

2. INR nu se raporteaza la pacientii care nu primesc AVK.

3. Sistemul de raportare ca INR trebuie folosit exclusiv
pentru monitorizarea tratamentului cu AVK.

Raportarea rezultatelor APTT

APTT este mdsurat si raportat in secunde. Interpretarea
corecta a rezultatelor APTT necesitd intelegerea contex-
tului clinic al indicarii testului, precum si limitele testului
[29,34]. Deoarece reactivii pentru APTT difera consid-
erabil in ceea ce priveste sensibilitatea fatd de deficitele
factorilor coagularii, fatd de heparine nefractionate sau
fata de lupus anticoagulant LA, [29,34-37], raportarea
APTT doar ca secunde poate conduce la o comparabili-
tate inadecvata a rezultatelor intre laboratoare, avand in
vedere cd atat intervalele de referinta cat si rezultatele
testului variaza in functie de reactivi si de coagulometru.
Prin urmare, APTT ar trebui sa fie raportat atat in se-
cunde cat si ca raport (ratio).

APTT ratio reprezintd raportul intre valoarea APTT a
pacientului si valoarea medie a intervalului de referinta
pentru sistem particular (reactivi/coagulometru) folosit
[51]. Considerand intervalul de referinta pentru APTT in
secunde, acesta poate fi furnizat de producdtor sau prel-
uat din literatura, dar aplicabilitatea lui la populatia locala
trebuie verificatd. Intervalul de referinta exprimat ca APTT
ratio este in general 0.8-1.2, independent de sistemul in uz.

Recomandare

Rezultatul APTT trebuie raportat atat in secunde cat sica
raport (ratio).
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Raportarea rezultatelor pentru timpul de trombina

Timpul de trombina de sine stdtator are o valoare
diagnosticd redusa si trebuie interpretat in contextul
testelor de coagulare de prima linie: PT, APTT si fibrinogen.
Timpul de trombina este mdsurat si raportat in secunde.

Intervalele de referintd nu sunt armonizate pana la
ora actuald si depind in mare mdsura de combinatia re-
activ (respectiv concentratia de trombina din reactivul
folosit) /coagulometru [39,40]. Ca si pentru APTT, inter-
valul de referinta poate fi preluat de la producator sau
din literaturd, dar trebuie efectuatd verificarea.

Recomandare

Rezultatele TT trebuie raportat in secunde.

Raportarea rezultatelor pentru fibrinogen

Rezultatele pentru fibrinogen sunt exprimate ca g/L. La
adultii sandtosi, intervalul de referintd este in general
1.8-4.0 g/L dar poate fi diferit pentru diferite tipuri de
teste comerciale [42].

Un sondaj in laboratoarele din Croatia indica folosirea
intervalelor de referinta corespunzator cu documentele
publicate de CCMB in 2005, dar acestea fiind bazate pe
rezultate obtinute din tuburi cu citrat 3.8% trebuie re-
vizuite [6,33]. Intervalele de referintd pentru fibrinogen
pot fi preluate de la producatori sau din literaturd, dar
trebuie efectuata verificare.

Recomandare

Rezultatele pentru fibrinogen trebuie exprimate in g/L.

Raportarea rezultatelor pentru D-dimeri

Metodele pentru dozarea D-dimerilor utilizeaza anticorpi
cu specificitate diferita, unitati de masura diferite si valori
cut-off diferite. Prin urmare, nu este posibild compararea
rezultatelor obtinute prin metode diferite [46-50].

in general, rezultatele pentru D-dimeri exprimate ca
unitati echivalente de fibrinogen (fibrinogen-equivalent
units (FEU)) sunt aproximativ de doua ori mai mari decat
cele exprimate ca unitati D-dimeri (D-dimer units (DDU)).
De exemplu 1.0 mg/L FEU este aproximativ echivalent cu
0.5mg/L DDU. La ora actuald nu exista un consens priv-
ind modul preferabil de raportare.

O altd problema intalnitd in practica este faptul ca
prospectele anumitor reactivi nu mentioneaza informatii
despre tipul de unitati (FEU sau DDU) folosite in test. Ca
urmare, nu este recomandata utilizarea acestor kituri.

Existd si o variabilitate a raportarii rezultatelor pentru
D-dimeri legata de unitatile de masura (mg/L sau pg/L),
ceea ce poate deruta clinicienii [46,48].

intrucat rezultatele diferitelor metode pentru D-
dimeri nu pot fi comparate, laboratoarele trebuie sa
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mentioneze pe buletinul de rezultate metoda utilizata si
unitatile de masura pentru DDU, respectiv FEU. Unitatile
de masura folosite ar trebui sa fie mg/L FEU sau DDU.

Recomandarea generald pentru laboratoare este ca
acestea sa isi determine propria valoare cut-off pen-
tru metoda Tn uz de dozare a D-dimerilor [48]. Aceasta
cerinta fiind dificil de realizat, valorile cut-off se bazeaza
in primul rand pe valorile furnizate de producatori. Se
recomanda ca aceste valori sa fie validate clinic.

Trebuie subliniat ca valorile cut-off pentru D-dimeri
reflecta valoarea predictiva negativa a testului, utilitatea
lui majora fiind absenta valorilor ridicate.

Recomandari

1. Rezultatele pentru D-dimeri trebuie raportate in mg/L
DDU sau FEU.

2. Metoda de dozare a D dimerilor trebuie mentionata pe
buletinul de analize impreuna cu rezultatele testului.

3. Trebuie evitata utilizarea kiturilor care nu furnizeaza
informatii despre tipul de unitati folosite (DDU/ FEU).

Comentarii interpretative

Un sondaj facut in laboratoarele din Croatia arata ca
un numar mic de laboratoare interpreteaza rezultatele
testelor de coagulare, sau fac recomandari pentru testari
ulterioare [6]. La ora actuala, laboratoarele sunt incura-
jate sa furnizeze comentarii interpretative/informative
legate de interferentele sau constatdrile laboratorului
privind proba pacientului [56].

Comentariile interpretative/informative atasate re-
zultatelor pot ajuta clinicianul sd foloseasca adecvat
informatiile oferite de laborator. Astfel, pentru a preveni
si a reduce erorile si a Tmbunatati evolutia pacientilor,
se recomanda adaugarea de comentarii interpretative
adecvate, legate atat de faza preanalitica cat si de cea
analitica a procesului de testare, precum si recomandari
pentru testari suplimentare, acolo unde se impune.

Armonizarea comentariilor interpretative depaseste
cadrul acestui ghid.

Recomandare

Se recomanda adaugarea de comentarii interpretative
adecvate, legate atat de faza preanalitica cat si de cea
analitica a procesului de testare, precum si recomandari
pentru testdri suplimentare, acolo unde se impune.

Raportarea valorilor critice

Rezultatele critice sunt acele valori care (prin comparare cu
valorile normale/asteptate sau cu cele precedente ale pa-
cientului) indica o conditie fiziopatologica ce pericliteaza
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viata pacientului si impune luarea unor masuri urgente.
Pentru hemostaza, acestea pot fi suggestive pentru un
risc iminent de sangerare sau de tromboza [57].

n general, valorile critice pentru PT, APTT si fibrinogen
sunt variabile pe plan mondial si nu sunt standardizate
la ora actuald. In practica clinic3, o valoare a INR >5.0
este considerata clinic relevanta si necesita interventie
prompta pentru a reduce efectul anticoagulant al AVK (re-
ducerea dozei acestuia) si de a preveni riscul de sanger-
are (de exemplu administrarea de vitamina K, plasma
proaspata congelatd sau complex protrombinic) [58,59].

La stabilirea valorilor critice pentru APTT, labora-
toarele trebuie sa ia in considerare rezultatele APTT spe-
cific pentru combinatia reactiv/analizor cu care lucreaza,
conform procedurii descrise anterior [59]. Tn general,
intervalul terapeutic pentru APTT ratio trebuie sa fie de
1.5-2.5 ori mai mare decat limita superioara a intervalu-
lui de referintd. Valori mai mari ale APTT ratio sugereaza
risc de sangerare si impun luarea de masuri (ajustarea
dozei de heparind) [57].

Deoarece nu existd un consens privind valoare critica,
aceasta trebuie stabilita de comun acord cu clinicienii.

Valori ale fibrinogenului mai mici de 0.8g/L indica un risc
ridicat de sangerare si trebuie raportate imediat clinicianu-
lui [57,59]. Tn absenta unor ghiduri universal acceptate, lab-
oratoarele sunt incurajate sa isi defineasca propriile limite
de valori critice relevante si/sau sa isi extinda lista existenta
de valori critice Tn concordanta cu opinia clinicienilor [57].

Regula de raportare a valorilor critice difera in functie de
faptul dacd este vorba de o prima valoare criticd obtinuta,
sau de una obtinutd la repetarea testdrii. Primul rezultat
critic trebuie raportat imediat clinicianului, iar rezultatele
critice ulterioare se comunica conform unui protocol stabilit
cu sectia clinica. Este important de mentionat ca procedura
de raportare a valorilor critice in fiecare institutie trebuie
sa fie rezultatul unui acord intre laborator si clinicieni [60].

Recomandari

1. Laboratoarele de hemostazd sunt incurajate sa fsi
defineasca/ extinda propriile limite de valori critice
relevante in concordanta cu opinia clinicienilor.

2. Primul rezultat critic trebuie raportat imediat
clinicianului, iar cele ulterioare se comunica conform
unui protocol stabilit cu sectia clinica.

3. OvaloarealINR>5.0 este considerata clinic relevanta si
necesita interventie prompta pentru a reduce efectul
anticoagulant al AVK.

4. Intervalul terapeutic pentru APTT ratio trebuie sa fie
de 1.5- 2.5 ori mai mare decat limita superioara a
intervalului de referinta. Valori mai mari sugereaza risc
de sangerare si trebuie discutate cu clinicianul.

5. Valori ale fibrinogenului < 0.8g/L indica un risc ridicat
de sangerare si trebuie raportate imediat clinicianului.
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REZUMAT

Un sondaj recent efectuat in laboratoarele din Croatia a
evidentiat o mare variabilitate in practicile laboratoare-
lor privind testele de coagulare [5]. Acest fapt nu este
surprinzdtor avand in Vedere ca laboratoarele opereaza
la diferite nivele ale sistemului de sanatate si in cadrul
unor societati profesionale diferite.

Obiectivul acestui document a fost sa furnizeze
recomandari de baza privind etapa preanaliticd, analitica
si postanalitica a procesului de testare pentru testele de
coagulare cele mai frecvente. Cu toate acestea, pot ex-
ista diferente Tn solutiile tehnologice intre laboratoarele
mici si cele cu volum mare de lucru.

Testarea coaguldrii devine tot mai mult integratd in
sisteme total automatizate, care imbunatatesc calitatea,
eficienta si mangementul pacientilor, odatd cu reducerea
costurilor; principiul testelor ramane insa acelasi. Inde-
pendent de numarul testelor integrate Tn procesul de au-
tomatizare, testele de hemostaza necesita niste abilitati
specifice [61]. Utilizarea adecvata a informatiilor este de
importanta majord, la fel ca si recunoasterea surselor
potentiale de eroare din procesul total de testare.

Astfel, speram cad aceste recomandari vor fi utile in
practica curenta pentru laboratoarele care efectueaza
de rutind teste de hemostaza.

Deoarece informatiile colectate se bazeaza pe ghi-
duri publicate anterior, pe rapoarte ale comitetelor de
experti sau consensuri ale expertilor puterea evidentei
nu este atat de mare.

Cu toate acestea, consideram ca aceste recomandari
reprezintd un pas Tnainte catre standardizarea proce-
durilor si genereaza date universal acceptate in randul
laboratoarelor din Croatia (Anexa 1).

Anexa 1 cuprinde unrezumataltuturorrecomandarilor
din acest ghid.
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Anexa 1. Recomandari pentru procedurile din etapa pranalitica, analitica si postanalitica pen-
tru testarea timpului de protrombina (PT), timpului de tromboplastina partiala activata (APTT),
timpului de trombina (TT), fibrinogenului si D-dimerilor

RECOMANDARI PENTRU ETAPA PREANALITICA Ref.
Solicitare test Informatiile despre diagnosticul prezumtiv sau cunoscut precum si despre tratamentul anticoagulant 10
urmat de pacient trebuie sa faca parte integranta din solicitarea testelor de coagulare
Pregatire si Pregdtirea pacientului inainte de efectuarea punctiei venoase si identificarea adecvata a pacientului in 10
identificare pacient ~ timpul recoltdrii de sange trebuie sa respecte recomandarile nationale pentru recoltarea de sange
1) Probele de sange venos pentru teste de coagulare trebuie recoltate in tuburi din sticla sau din plastic 1113
o avand la interior suprafete non activante !
?;gﬁ;':' | 2) Tuburile trebuie sd contina anticoagulant citrat trisodic tamponat, preferabil 105-109 mmol/L, respectiv 3.2%. 11
gulant 3) Proportia intre volumul sange si cel de anticoagulant in tubul de recoltare trebuie sa fie intotdeauna 9:1. 11
4) Se considera acceptabild o abatere de +/- 10% de la linia de umplere marcata pe tub 11,12-14
1) Recoltarea de sange trebuie sa respecte recomandarile nationale pentru recoltarea de sange venos 10
Recoltarea 2) Tnainte de recoltarea de sange pentru teste de coagulare dintr-un cateter venos, se recomands 310
de singe spélgrea cateterului veno§ centural cu ser fiziologic si Tndepértarea primilor 5 ml dg sérjge, s?u deu6 ori ) 1’1 lé
spatiul mort al cateterului. Dacd probele sunt recoltate dintr-un cateter venos periferic, se indepdrteaza ’
un volum de sange echivalent cu de 2 ori spatiul mort al cateterului si extensiei sale
Ordinea 1) Tubul pentru teste de coagulare trebuie recoltat inaintea tuburilor cu alti aditivi. 11,13,14
recolt3rii 2) Nu este necesara recoltarea unui tub initial care sa fie indepdrtat inaintea recoltdrii pentru teste de
tuburilor coagulare de rutind si D dimeri. Exceptie cand se recolteaza cu branuld cu fluturas (aerul din sistem previne  10,11,14
umplerea completa), caz in care se recolteaza initial sange intr-un tub fard aditiv, tub care va fi indepartat.
Respingerea Fiecare laborator trebuie sa isi stabileasca criterii bine definite de respingere a probelor neconforme pentru 81116
probelor testele de coagulare T
1) Probele de plasma pentru testele screening PT, APTT, TT, fibrinogen si D-dimeri se prepara prin 111317
Prelucrarea centrifugarea tubului primar la temperatura ambianta (18-25 °C), la 1500xg timp de 15 minute. T
probelor 2.) Toate probele de plasma care trebuie congelate pana la testare trebuie sa fie dublu centrifugate inainte de conge- 1617
lare pentru a obtine plasma saraca in plachete (platelet poor plasma, PPP), care contine < 10 x10° plachete/L . ’
1) Concentratia finala de citrat in tub trebuie ajustata pentru a mentine raportul de 9:1 intre volumul de 1118
Probe cu sange si cel de anticoagulant in probele de sdnge la care hematocritul este >55% ’
hematocrit 2) Pe buletinul cu rezultate se va mentiona ca volumul de citrat a fost ajustat din cauza valorilor crescute ale
ridicat (>55%) hematocritului: “Testele de coagulare s-au efectuat din proba cu volum ajustat de anticoagulant (citrat), din ~ 11,13,18
cauza valorii crescute a hematocritului (Hct = xx L/L)”, unde xx reprezinta valoarea exactd a hematocritului.
1) Pentru testele screening de coagulare, laboratoarele trebuie sa isi stabileascd concentratia de 1920
Hemoliza, substante interferente acceptabild pentru propriu sistem echipament/reactiv. !
lipemia si 2) Suspiciunea de hemoliza intravasculara (in vivo) se mentioneaza aldturi de raportarea rezultatului 11,19,20
hiperbilirubinemia  3) Utilizarea metodelor mecanice si/sau electromecanice de detectie a cheagului este recomandat3 in 1
toate cazurile de probe cu substante care interfera cu transmiterea luminoasd
1) Tuburile pentru testele de hemostaza se pastreaza inchise, la temperatura camerei (18-25 °C) pana la testare.  11,12,20
2) Testarea pentru toate testele de coagulare trebuie facutd in 4 ore de la recoltare. Exceptia de la
aceasta regula se aplica la PT si D Dimeri, pentru care probele se pot pdstra la temperatura camerei pana  11,20,21
la 24 de ore de la recoltare, fie centrifugate fie necentrifugate, fara separarea plasmei, in tuburi inchise.
Pastrarea probelor 3) Laboratoarele care accepta pentru testarea PT si a D dimerilor probe stocate pentru 24 de ore trebuie 91
panad la testare sd verifice stabilitatea acestora pentru sistemul propriu.
4) Dacd APTT se solicitd pentru monitorizarea tratamentului cu heparina nefractionatd, probele trebuie 111621
centrifugate si plasma trebuie separatd in decurs de o ord de la recoltare. T
5) Daca efectuarea testelor de hemostaza nu e posibila in intervalul recomandat, plasma se separa prin 16.20
centriguare si este congelata imediat la —20 °C pe termen scurt (< 2 sdptdmani) sau la =70 °C pana la 6 luni. ’
1) Probele trebuie sa ajunga la laborator in intervalul de timp recomandat pentru fiecare test. Daca nu 1620
este posibil, probele trebuie sa fie procesate si plasmele congelate conform procedurii descrise mai sus ’
Transportul probelor 2) Fiecare tub care este trimis la un laborator aflat la distantd trebuie etichetat cu numele complet al
la laboratoare aflate  pacientului, data nasterii, un numar de identificare (numarul asigurarii, numarul de identificare unic din 16,20
la distanta laborator). Se mentioneaza de asemenea tipul de proba (plasma citratatd), data si ora recoltdrii.
3) Probele congelate de plasma se transportd pe gheatd uscatd (preferabil), sau pe gheata in containere de 5811
polistiren, astfel incat probele sa rdmana complet congelate pana la ajungerea in laborator "
1) Decongelarea probelor congelate trebuie sa fie rapidd, timp de 10 minute la 37 °C in termostat, dry- 5,16,
Decongelarea thermo block sau in baie de apa 20,23
probelor congelate  2) Anterior testdrii, dupa decongelare, proba trebuie agitat3 pentru a fi omogenizata prin risturnarea ’3

blanda a tubului la 180° si revenirea la pozitia initiala de 6 ori
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Anexa 1. (continuare)

RECOMANDARI PENTRU ETAPA ANALITICA

1) Controlul intern trebuie facut intotdeauna dupa deschiderea sau/si reconstituireea reactivilor, cali-

brare, dupa procedurile periodice de intretinere/service sau dupa depanarea defectiunilor 27
echipamentului
Controlul de calitate 2) Pentru testele cantitative, controlul trebuie sa includa minimum doua niveluri (normal si patologic) care
trebuie rulate la fiecare 8 ore in cazul operarii continue. Se admit scheme diferite de control intern in cazul in 27,29
care laboratorul si-a analizat procesul de lucru si a analizat riscul.
3) Controlul extern trebuie sa fie o parte esentiala din sistemul de management al calitatii din laborator 27,29
Pentru implementarea coagulometrelor in practica de rutind, evaluarea si validarea trebuie facute
Testele de coagulare . ) 26
conform recomandarilor publicate
Timpul de 1) Pentru determinarea PT se recomanda utilizarea tromboplastinelor recombinante cu valori ISI < 1,2. 29-33
protrombind 2) Sg regomand:& utilizarea unL{i . ISI speciﬁc'pentr'u'combinat,ia coaugulometru/reactiv de cate ori este 993032
posibil. In cazul in care ISl specific nu este disponibil, se recomanda determinarea IS local. T
1) Pentru efectuarea APTT ca test screening, se recomanda folosirea reactivilor APTT sensibili la defici- 42934
tul de factori si la heparine nefractionate, dar insensibili la lupus anticoagulant. e
Timpul de 2) APTT este un test adecvat pentru monitorizarea tratamentului cu heparine nefractionate 35
tromboplastin 3) Daca APTT ée foloseste pentru monitorvizarea tratam'er?t.ului cu hepgring nefractionate, recoman- N
partial activats Fiarea generald per?tru laboratoare este sa testeze sensibilitatea reactivului APTT pentru a putea stabili 35-37
’ intervalul terapeutic
4) APTT nu se foloseste pentru monitorizarea tratamentului cu heparine cu masa moleculara joasa. Pentru 33
estimarea raspunsului la heparine cu masd moleculara joasa se foloseste exclusiv activitatea anti-Xa.
Timpul de trombin Tinjpyl d‘e t-rombin-é n.u trebuie utilizat pen‘trAu monitoAriza-rea terapiei anticgagulante cu heparind sau alti 39,40
inhibitori ai trombinei, deoarece este sensibil la acestia si nu este standardizat pentru acest scop.
1) Testul functional pentru fibrinogen este metoda cea mai fiabild, fiind recomandat pentru utilizarea 2
de rutina in laboratorul clinic.
Fibrinogen 2) Testele imunologice care mdsoara concentratia fibrinogenului ca antigen sunt recomandate pentru 3942
investigarea disfibrinogenemiilor !
3) Metoda de dozare ca fibrinogen PT derivat nu este recomandata pentru practica de rutina in laborator. 42,44,45
1) Rezultatele, intervalele de referinta si valoarea clinica a cut-off pentru D-dimeri trebuie interpretate 4748
D-dimeri tinand cont de metoda utilizatd. ’
2) Metoda de dozare pentru D-dimeri trebuie mentionata in buletinul de rezultate 48-50
RECOMANDARI PENTRU ETAPA POSTANALITICA
o Daca intervalele de referinta sunt preluate din literatura sau de la producatori, se recomanda verifi-
Interyale de referlnta, carea ca aceste intervale sd fie adecvate pentru populatia locala 25,53
valori cut-off si raportare — P L -
armonizats a rezultatelor Folosirea |ntery§IeIor adaptate pe grupe de vars}g este esenltlala pentru a asigura managementul 4
adecvat al copiilor cu tromboze sau cu perturbari hemoragice
1) Rezultatele pentru PT trebuie raportate procentual dacd pacientul nu este pe tratament cu AVK. 29,30,51
Raportare PT 2) INR nu trebuie raportat la pacientii care nu primesc AVK. 30
3) Sistemul de raportare ca INR trebuie folosit exclusiv pentru monitorizarea tratamentului cu AVK. 29,30
Raportare APTT Rezultatul APTT trebuie raportat atat in secunde cat si ca raport (ratio). 29, 35-37
Raportare TT TT trebuie raportat in secunde 39,40
Raportare fibrinogen Rezultatele pentru fibrinogen trebuie exprimate ca g/L 42
1) Rezultatele pentru D-dimeri trebuie raportate in mg/L DDU sau FEU. 46-48
Raportare D-dimeri 2) Metoda de dozare a D-dimerilor se mentioneaza pe buletinul de analize impreuna cu rezultatul 46-48
3) Se evitd utilizarea kiturilor care nu furnizeaza informatii despre tipul de unitdti (DDU sau FEU) folosite. 46-48
Comentarii Sg recomandé g(jvéugarea de c'omentarii interpretati've adecvat%, 'Iegate atat dve faza F)reanaliticé cat
interpretative side cealanalmca a procesului de testare, precum si recomandari pentru testari suplimentare, acolo 56
unde se impune.
1) Laboratoarele de hemostaza sunt incurajate sa isi defineasca propriile limite de valori critice rel- 57 59
evante si/sau sa Tsi extinda lista existenta de valori critice in concordanta cu opinia clinicienilor !
2) Primul rezultat critic trebuie raportat imediat clinicianului, iar rezultatele critice ulterioare se 57 59
comunicd conform unui protocol stabilit cu sectia clinica. ’
) 3) O valoare a INR peste 5.0 este consideratd clinic relevanta si necesita interventie prompta pentru a
Raportarea valorilor . 58
critice reduce efectul anticoagulant al AVK.
4) Intervalul terapeutic pentru APTT ratio trebuie sa fie de 1.5- 2.5 ori mai mare decat limita
superioara a intervalului de referinta. Valori mai mari ale APTT ratio sugereaza risc de sangerare si 57
trebuie discutate cu clinicianul
5) Valori ale fibrinogenului mai mici de 0.8 g/L indica un risc ridicat de sangerare si trebuie raportate 57.59

imediat clinicianului




