VILNIAUS UNIVERSITETO MEDICINOS FAKULTETO
FIZIOLOGIJOS, BIOCHEMIJOS, MIKROBIOLOGIJOS IR
LABORATORINES MEDICINOS KATEDRA

MAGISTRO BAIGIAMASIS DARBAS

HEMOLIZES JTAKOS KRAUJO KRESEJIMO TYRIMAMS REZULTATU
IVERTINIMO ANALIZE

Magistrante MONIKA MURASKAUSKAITE

(parasas)
Darbo vadovas
dr., doc. D. Vitkus
(parasas)
VU MF Fiziologijos, biochemijos, mikrobiologijos ir
laboratorinés medicinos katedros vedéja
hab.dr., prof. Z. A. Kucinskien¢ leidziama ginti
(parasas)

Darbo jteikimo data

Registracijos Nr.

2017 m., Vilnius



TURINYS

TURINY Sttt et ettt et e st e e beesa e s st e s e estesseenseessenseenseenseseensennnas 2
SANTRUMPOS. ...ttt sttt st sttt sbe et e 3
LENTELIU IR PAVEIKSLU SARASAS.......ooiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e, 4
TV ADAS . ettt ettt et e h ettt ettt et bt e e ne e te et e eneenaeenes 6
DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAL........oiviuiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 7
1. LITERATUROS APZVALGA........ostvvrreieeeiereirneseisesessesessssssssesssessssssesesssssennns 8
LLLHEMONZE. ..ttt sttt 8
1.1.1.Hemolizés samprata ir NUStAtYMAS.......c..eeerureereuireriieeniieeeieeeeieeesveesneveeeeneas 8
1.1.2.Dazniausios hemolize salygojancios prieZastys.........ccceevueerueerveesieeneeenueennne. 10
1.2, Kraujo KI€SEJIMAS. .....eeeiieiieiiieiieeiie ettt ettt ettt siee b e e saaeebeeaeeeeseenes 14
1.2.1. Kraujo Kre$€jimo SAMPTata.........ccccveeerviieriieeiieeeieeeiieeeineesieeeeneeesnaeeennes 14
1.2.2. Kraujo KreSEjimo €tapai.......cc.eeccveeeiiieeniiieeniieeeieeesieeesveeeseveeesseeesnneesneeenns 17
2. TYRIMO OBJEKTAS IR METODAL.......ccotiiiiieieeieeeeieee et 21
2.1, Tyrimo OBJEKLAS. ... .eeiuieiiieiieeit ettt ettt ettt eb e saeeeaeens 21
2.2. Tiriamojo MEZINIO PATUOSIIMAS. .....ccveeervrerreerrrerreeereenseerreesseenseesseessseesseesneans 22
2.3. Hemolizés sukélimas tiriamajame meEZINYJe......cccvuveerereeerreeenireeerreeerveeennneens 22
2.4, Tyrimo MEOAAIL.....cccueeiuiieiieriie ettt ee ettt et et e et e st e et eseeeebeesaaeenseennes 22
2.5. Tyrimo duomeny analizei taikyti metodai..........ceeveeriierieenieeiiieeieeieesie e, 24
3. TYRIMO REZULTATAL ....ootiiiieeeeeeee ettt 26
3.1.Hemolizés jtaka protrombino komplekso (SPA) aktyvumui............cccveeennenne 26
3.2.Hemolizés jtaka aktyvintojo dalinio tromboplastino laiko (ADTL) aktyvumui
............................................................................................................................. 29
3.3.Hemolizés jtaka fibrinogeno koncentracijai kraujo plazmoje............c.ccuvenneen. 33
3.4 . Hemolizés jtaka d — dimery koncentracijai kraujo plazmoje...........ccceeunen..e. 36
4. TYRIMO REZULTATU APTARIMAS. .....coi ettt 38
ISVADOS. .....cooieirriiresetss ettt 40
SANTRAUKA . ... oottt ettt et sttt et ettt et e bt enseeneenaeenee 41
SUMMARY ...ttt ettt ettt et e st e bt et e eneesteentesneesseenseeneenseenee 42
LITERATUROS SARASAS ... 44

PRIEDAI



SANTRUMPOS

ADF - adenozindifosfatas

ADTL — aktyvintojo dalinio tromboplastino laikas
ALT - alaninaminotransferazé

AST - aspartataminotransferaze

ATF - adenozintrifosfatas
cAMF — ciklinis adenomonofosfatas

CLSI (angl. Clinical and Laboratory Standards Institute) - klinikiniy ir laboratorijy standarty
institutas

D-DI - D - dimerai
DIK — diseminuota inravazaliné koaguliacija
FDP — fibrino degradacijos produktai

LDH - laktatdehidrogenaze

NO — azoto oksidas

PG, — prostaciklinas 1

PG, — prostaciklinas 2

SPA (angl. Stago Prothrombin Assay) - protrombino kompleksas
STH — somatotropinis hormonas

TF (angl. tissue factor) — audiniy faktorius

t-PA — plazminogeno aktyviklis

u-PA —urokinazés plazminogeno aktyviklis

vWF — von Wilebrando faktorius
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I[VADAS

Pastargjj laikotarpj vis daugiau démesio skiriama laboratorijose atlieckamy tyrimy
kokybei uztikrinti [51]. 1999 metais paskelbtoje publikacijoje ,,Klysti yra Zmogiska:
saugesné sveikatos priezitra®“ (JAV medicinos institutas) teigiama, jog kiekvienais metais dél
sveikatos priezitiros sistemai ir sukelé didelj pacienty, mediky, jvairiy organizacijy bei
draugijy susiriipinimg tarptautiniu lygmeniu. Asmens sveikatos prieziiiros jstaigose jvairiy
procesy taikymas ir kontrolé, tikétina, sumazinty klaidy tikimybe sveikatos prieziiiros

teikiamy paslaugy sferoje.

Pagrindiné klinikinés laboratorijos funkcija yra uztikrinti tyrimy kokybe, tyrimy
rezultaty tikslumg bei patikimuma, o tai priklauso nuo daugybés veiksniy [52]. Nustatyta, kad
net 70 proc. tyrimy procese aptinkamy klaidy jvyksta iki iStyrimo etapo [30]. Iki iStyrimo
etapo jvyke klaidos tai — nepakankamas méginio turis, klaidingai pazymeéti ar apibudinti
meéginiai, sukre$¢j¢ ar net apskritai prarasti méginiai [41]. Viena dazniausiy méginiy atmetimo
priezas¢iy yra hemolizuoti méginiai [15]. Jvykus hemolizei, Igsteliniai komponentai pateke ]
kraujo plazmg ar serumg gali klaidingai padidinti tam tikry anali¢iy, tokiy kaip kalio,
laktatdehidrogenazés (LDH), aspartataminotransferazés (AST) ir kity, vertes.

Nors hemolizes jtaka jvairioms tiriamosioms analitéms zinoma jau seniai, taiau
nepakanka iSsamesniy tyrimy, kokig jtaka skirtingi hemolizés laipsniai gali turéti kraujo

kre$¢jimo sistemos tiriamiems rodikliams.

Sio darbo tikslas - istirti skirtingy hemolizés laipsniy jtaka daZniausiai atlickamiems

kraujo kreséjimo tyrimams.



DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas — istirti skirtingy hemolizés laipsniy jtaka dazniausiai atliekamiems kraujo

kres¢jimo tyrimams.

Darbo uzdaviniai:

1.

Nustatyti aktyvintojo dalinio tromboplastino laiko (ADTL) pokyCius esant

skirtingiems hemolizés indeksams tiriamyjy méginiy kraujo plazmoje;

Nustatyti  protrombino komplekso (SPA) aktyvumo pokyCius esant skirtingiems

hemolizés indeksams tiriamyjy méginiy kraujo plazmoje;

Nustatyti fibrinogeno koncentracijos pokyCius esant skirtingiems hemolizés

indeksams tiriamyjy méginiy kraujo plazmoje;

Nustatyti d — dimery koncentracijos pokyCius tiriamyjy méginiy kraujo plazmoje

esant skirtingiems hemolizés indeksams.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Hemolizé
1.1.1. Hemolizés samprata ir nustatymas

Hemolizé (lot. hemo — kraujas; lysis — i§lauzti) — tai hemoglobino ir kity vidulgsteliniy
komponenty patekimas j plazma, salygotas lgstelés — eritrocito — membranos pazeidimo ar

plysimo.

Hemolize gali biiti aptinkama vizualiai. Matoma hemolizé gali biiti esant laisvojo
hemoglobino koncentracijai kraujo plazmoje ar serume nuo 0,1 iki 0,3 g/L. Esant
nurodytoms ir didesnéms laisvojo hemoglobino koncentracijoms tiriamajame méginyje gali
buti matoma silpnai rausvo atspalvio ar rySkiai raudonos spalvos pavidalu. Tokiuose
éminiuose gali biti nuo 0,5 proc. suirusiy eritrocity ir daugiau [47, 7, 50]. Esant maZesnéms
laisvo hemoglobino koncentracijoms kraujo plazmoje ar serume nei 0,1 g/L, vizualiniu bidu

hemolizés aptikti negalime, tadiau tai nereiskia, jog hemolizés éminyje néra.
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1 pav. Hemoglobino koncentracija kraujo plazmoje (mg/dL)

(Saltinis: http://blog.fisherbioservices.com/avoiding-hemolysis-in-blood-sample-collection-

and-processing)

Ilga laikg hemolizé buvo nustatoma vizualiai, ta¢iau jau gana seniai zinoma, jog tai yra

nepatikimas biidas jai identifikuoti [29].


http://blog.fisherbioservices.com/avoiding-hemolysis-in-blood-sample-collection-and-processing
http://blog.fisherbioservices.com/avoiding-hemolysis-in-blood-sample-collection-and-processing

Vizualinj hemolizés vertinimg indeksais tyrin¢jo Hawkins ir kiti. Jy atlikti tyrimai
parodé, jog medicinos personalo hemolizés vertinimas vizualiniu biidu, yra nepatikimas
biidas hemolizei aptikti, be to, méginio tipas taip pat gali duoti skirtingus tyrimy rezultatus
[31, 19, 52]. Simundic ir kiti atliko tyrima, kurio metu tyréjai band¢ palyginti hemolizés,
ikterijos ir lipemijos nustatymga vizualiniu ir automatiniu buidais. Pagrindiné §io tyrimo iSvada
ta, jog vizualiai apZzitrint méginius, ikterijos, lipemijos ir hemolizés aptikimo galimybés yra
daug maZesnés negu atliekant automatizuota vertinimg [45]. Padidéjusi bilirubino
koncentracija gali sumazinti tikimybe aptikti hemolizuotus méginius. Vis délto, daugelyje
laboratorijy vis dar placiai naudojamas hemolizuoty méginiy aptikimas ir vertinimas

vizualiniu badu.

Tobul¢jant technologijoms bei daugéjant duomeny apie méginiy vertinimo vizualiai
trikumus, laboratorijose vis daugiau diegiama automatizuota vertinimo sistema.
Automatizuotos sistemos pritaikymas klinikingje laboratorijoje turi daug teigiamy pusiy:
padidéja produktyvumas, sumazéja klaidy skaicius, aptinkami ir mazai hemolizuoti méginiai,

o tai didina tyrimy tiksluma, placigja prasme — ir bendrg laboratorijy darbo kokybe [45].

Hemolizéms aptikti atlickamas spektofotometrija gristas tyrimas. Spektrofotometriskai
hemolizés aptikimas dazniausiai atlickamas 400 — 800 nm bangos ilgyje. Indeksai nustatomi
remiantis atliktais spektrofotometriniy matavimy rezultatais bei naudojantis analizatoriuje
esan¢iomis programuotomis formulémis. Gauti rezultatai yra proporcingi laisvo hemoglobino
koncentracijai kraujyje [45]. Laisvas hemoglobinas méginiuose gali trikdyti vykti cheminéms
reakcijoms, kadangi kei¢ia molinés ekstinkcijos koeficienta. Hemoglobinas labai stipriai
absorbuoja 415 nm ilgio bangas Todél hemolizés poveikyje didéja absorbeijos intervalas ir
tai akivaizdziai didina tiriamyjy anali¢iy vertes [43, 53]. Taciau kokybiskiems
automatizuotiems tyrimams atlikti biitina standartizacija. Nyderlandy moksliné grupé pasiile
hemolizés, lipemijos ir ikterijos paveiktus méginius vertinti pagal sistema su nustatytomis

serumo rodikliy ribinémis reikSmémis [42].

Zinoma, jog hemolizés laipsniai, priklausomai nuo laisvo hemoglobino koncentracijos
éminiuose, gali biiti jvairlis, todél nustatomi analizatoriumi ir yra iSreiSkiami indeksais

(1lentelé) [36].



1 lentelé. Hemolizés skirstymas indeksais

Hemolizés indeksas | Laisvo hemoglobino kiekis (mg/dL) Vizualinis apibiidinimas
Néra hemolizés <30 -
1+ =30 -
2+ >100 Rausvas
3+ >200 Raudonas
4+ >500 Tamsiai raudonas

Vis délto, dazniausiai gamintojai atlickamy tyrimy reagenty rinkiniy metodiky
aprasuose pateikia leistinas, neturinias poveikio tiriamajai analitei, reikSmes. Literatiiroje
pateikiama didZiausia leistina laisvo hemoglobino koncentracija plazmoje ir serume skiriasi —

plazmoje <20 mg/L; serume <50 mg/L [30, 47, 33, 50].

1.1.2.Dazniausiai aptinkamos hemolize salygojancios priezZastys

Hemolize gali salygoti ne tik hemoglobino atsipalaidavimas, taciau ir laikant éminj
netinkamomis salygomis i§ trombocity ar granulocity atsipalaidave komponentai, kurie
salygoja kalio ir fosforo klaidingai padidéjusias vertes méginiuose [30]. Deja, hemolizuoty

€miniy, esant ne hemoglobino, o kity komponenty atsipalaidavimui, vizualiai neaptinkame.

Hemolizé turi jtakos jvairiems klinikinéje laboratorijoje tiriamiesiems rutininiams
rodikliams. Pavyzdziui, esant hemolizei tiriamajame méginyje AST aktyvuma nustatysime
padidéjusj. Aspartataminotransferazés aktyvumas eritrocity viduje yra apie 40 karty didesnis
negu plazmoje. Hemolizés poveikyje, esant laisvo hemoglobino koncentracijai >1,5g/L,
stebésime klaidingai padidéjusj aspartataminotransferazés (AST) aktyvuma, nors paciento
AST aktyvumas bus nepakites. Kalio koncentracija kraujo plazmoje 25 kartus mazesné negu
eritrocituose, todel esant net vizualiai neaptinkamai hemolizei, jo koncentracija klaidingai
padidés. Kalio koncentracijos padidéjimg galime jtarti tiriant viso kraujo méginius, kuriuose

sumaze¢jusi  gliukozés koncentracija (laikant méginius kambario temperattroje). O,
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pavyzdziui, bendrojo baltymo tyrimo rezultatai bus padidéje nezymiai, nors hemoglobinas
pats yra baltymas. Teigiama, jog gelezies padid¢jimas néra reikSmingas, kadangi iS¢jusi
gelezis 1§ lgsteliy yra suriSama porfirino. Tik labai padidéjusios hemoglobino koncentracijos

turi jtakos Slapimo riigSties sumaz¢jimui serume [43, 53].

Ne tik nustatytas kalio, laktatdehidrogenazés (LDH), aspartataminotransferazes (AST)
koncentracijos padidéjimas, taciau ir padidéjusi netiesioginio bilirubino koncentracija bei

pakiles retikulocity indeksas gali biiti jvykusios hemolizés Zymenimis [53].

Atlikti tyrimai rodo, jog hemolizé gali turéti jtakos keletui kreS¢jimo sistemos
analiciy [30]. Taciau tyrimo rezultatus gali veikti ne laisvas hemoglobinas plazmoje, o
daugelis kity medziagy, patekusiy i§ kraujo lasteliy po jy suirimo. Panasu, jog didziausig
reikSme tyrimo rezultatams turi i§ suirusiy lasteliy i$¢j¢ vidiniai komponentai, leukocity arba
trombocity kiekis [32]. Giuseppe Lippi su kitais tyréjais nustate, jog i8 suirusiy Igsteliy i$¢je
vidiniai komponentai turi jtakos protrombino laikui, kuris pailgéja, D — dimery - padaugéja,
aktyvintojo dalinio tromboplastino laikas (ADTL) 0,9 % sutrumpé¢ja, o fibrinogeno

koncentracija plazmoje — sumazéja [34].

Atliekant rutininius tyrimus svarbi pozicija, kurioje pacientas biina, kuomet imamas
kraujo éminys. Giuseppe Lippi su kitais tyréjais bandé iSsiaiskinti, kokig jtaka gali turéti
paciento padétis tiriamosioms kraujo kreséjimo analitétms (ADTL, SPA ir fibrinogenui).
Tiriamosios analités buvo nustatomos pacientams esantiems 20 minutes sédimoje pozicijoje,
25 minutes pusiau gulimoje padétyje ir 20 minuciy gulintiems pacientams. Tyrimo metu
pastebéti skirtumai tarp sédimos ir pusiau gulimos padéties pacienty kraujyje - SPA
sumazéjimas ir fibrinogeno koncentracijos padidéjimas. Visy tiriamyjy anali¢iy tyrimo
rezultatai statistiSkai reikSmingai skyrési tarp guliniy ir pusiau gulomis esanciy pacienty.

Tyrimas puikiai iliustruoja pozicijos kraujo paémimo metu svarba.

Hemoliz¢ gali salygoti daug jvairiy prieZasCiy. Svarbios tiek in vitro, tiek in vivo
vykstanc¢ios hemolizés, tacCiau Sioje literatlirinéje apzvalgoje bus apzvelgiamos in vitro

1vykusios hemolizés priezastys.

Kaip jau minéta, hemolizés gali biiti in vitro ir in vivo. Neskaitant paveldimy, in vivo

vykstanc¢iy hemoliziy, labai svarbios yra iki iStyrimo etapo sukeltos hemolizés [39].

Kaip minéta anksc¢iau, hemolizés sukelti trikdziai - ne vien tik laisvo hemoglobino, bet

ir kity lgstelés komponenty patekimas j kraujo plazmg ar serumg - skatina kai kuriy anali¢iy
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padidéjusj aktyvuma arba atvirks¢iai — sukeliamas skiedimo efektas, anali¢iy aktyvumas
maz¢ja. Be hemoglobino, eritrocitus sudaro baltymai, fermentai, lipidai, angliavandeniai.
Daugelis i$ jy saveikauja su tyrime naudojamais reagentais, o tai taip pat salygoja netikslius
tyrimo rezultatus [30]. Spektrofotometriniai ar cheminiai trikdZiai analitinio proceso metu
lemia iSkreiptus rezultatus [33, 34]. D¢l optinés absorbcijos padidéjimo, ypatingai matuojant

415, 540 ir 570 nm ilgio bangomis, hemoglobinas absorbuoja daug stipriau [45].

Analizuojant tyrimy kokybe paveikti galinCius veiksnius, pastebéta, jog timpos
uzverzimo laikas, imant tiriamaja medZziagg, gali turéti jtakos hemolizés susidarymui
mégintuvélinose [36]. Dél timpos uzverzimo, trunkancio ilgiau nei vieng minute, kalis pereina
i§ audiniy lasteliy j krauja, todél tai salygoja klaidingai padidéjusia kalio koncentracijg
kraujyje. Taip pat didéja ir bendro baltymo, aspartataminotransferazés bei bilirubino

koncentracijos kraujyje. Taciau tai tik viena i§ daugelio hemolize galin¢iy sukelti priezasciy.

Nors literattiros Saltiniai nurodo, jog viena i§ iki tyrimo etapo klaidy gali biti
megintuvelio maiSymas, purtymas, o per intensyvus mégintuvélio maiSymas gali sukelti
éminio hemolize [17], taiau kiti literatliriniai Saltiniai paneigia maiSymo/purtymo reikSme
tiriamosioms analitéms. Gabriel Lima — Oliveira su kitais kolegomis paskelbé publikacija
,Effects of vigorous mixingof blood vacuum tubes on laboratory test results®, urioje atlikti
megintuveliy purtymo/maiSymo testai. Pirmosios tiriamosios grupés éminiai buvo apverc¢iami
5 kartus; kitos tiriamosios grupés éminiai buvo energingai purtomi 2 — 5 sekundes. Tyrimo
metu nustatytos vertés 35 biocheminiams rodikliams ir bendrojo kraujo tyrimo rodikliams.
Sio atlikto tyrimo rezultatai parodé, jog tarp tiriamyjy grupiy statistiskai reikimingy skirtumy
negauta [34].

In vitro hemolize priklauso nuo méginiy paémimo ir paruoSimo iStyrimui salygy.
Ypatingai svarbu adatos parinkimas kraujo émimo metu, kaip ir kiek karty mégintuvélis
apverc¢iamas po paémimo, kiek laiko pra¢jo po éminio paémimo iki nucentrifugavimo. Kai

kuriuose Saltiniuose iSskiriama 50 priezasciy, sukelianciy hemolizg in vitro [2].

Paolo Carraro, Giuseppe Servidio ir Mario Plebani (Paduvos universiteto ligoninés
laboratorinés medicinos departamentas) atliko tyrima, kurio metu nustaté skirtingus hemolizés
laipsnius 505 méginiuose. 64 proc. meginiy laisvo hemoglobino koncentracija kraujo
plazmoje buvo <50 mg/l, 31 proc. vidutini§kai hemolizuoti ir 5 proc. méginiy, kuriuose laisvo
hemoglobino koncentracija kraujo plazmoje sieké 300 mg/l ir daugiau. Hemoglobino
koncentracija kraujyje buvo nustatoma kolorimetriniu metodu [48]. Siy hemoliziy sukélimo
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dazniausia priezastis buvo kraujo émimo pobudis: daugiausia hemolizuoty méginiy gauta
kraujg pritraukiant Svirkstu, tai sudaré 30,7 proc. hemolizuoty méginiy, ,,PeteliSke‘* imtas
kraujas sudaré 20 proc. hemolizuoty méginiy, kraujas paimtas i§ intraveninio kateterio — 16,5
proc., o i§ infuzinio kateterio — 11, 5 proc. hemolizuoty méginiy. In vivo hemolizé, apvertimy
skai¢ius po kraujo paémimo ir kitos autoriy nustatytos priezastys sudaré nedidele procenting

dalj. Sio tyrimo duomenys parodo kraujo paémimui naudojamy priemoniy svarba.

Nepakankamas meégintuvelio uzpildymas — tai dar vienas svarbus veiksnys. Klinikiniy
ir laboratorijy standarty institutas (angl. CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute)
rekomenduoja remtis Siuo principu: mégintuvéliuose turi likti apie ketvirtadalis neuzpildytos
vietos, kad kraujas galéty lengvai maisytis su antikoaguliantu. Teigiama, jog mégintuvélius
reikia uzpildyti + 10 % nuo nurodyto turio, taciau §i taisyklé netinka kraujo kre$¢jimo
sistemos tyrimams skirtiems mégintuveliams. Nepakankamai pripildytas mégintuvélis gali
klaidingai pailginti protrombino laiko (PT) ir aktyvintojo dalinio tromboplastino laiko
(ADTL) rezultatus [36].

Vienas svarbesniy veiksniy turinéiy jtakos hemolizés susidarymui — tai temperatiiros
poky¢iai. Kuomet tiriamieji méginiai gabenami j laboratorija, gali praeiti nemazai laiko. Esant
zemoms temperatiiroms, kraujo éminiuose gali susidaryti vandens kristalai, kurie ardo
eritrocity membrang, o tokie méginiai, jvykus lasteliy lizei, uzterSiami hemoglobinu ir yra

nebetinkami tyrimams atlikti [46].

Kai hemolizuoti meéginiai atvezami | laboratorija, galima papraSyti naujo méginio,
taciau atlikto tyrimo duomenimis apie 30 % apklaustyjy laboratorijos specialisty nieckada arba
retai praso naujo méginio, jeigu méginys silpnai ar nezymiai hemolizuotas [41, 45]. Naujo

meéginio uzsakymas galéty biiti geriausias sprendimas, taciau ne visada jmanoma tai atlikti.

Galimi ir kiti veiksniai, galintys sukelti eritrocity hemolize — tai ranky veny trapumas,
adatos pozicija bei dydis, netinkamo mégintuvelio pasirinkimas, hematomos. Imant viso
kraujo méginius gali susidaryti turbulentinis kraujo judéjimas, kuris salygoja eritrocity
plySimg bei hemoliz¢ [39]. Hemolize paskatinti gali ir méginio nucentrifugavimas dar

nejvykus pilnam sukre$¢jimui [53].

Kadangi apie 70 % klinikiniy sprendimy yra priimama remiantis laboratoriniy tyrimy
rezultatais, tod¢l be galo svarbu iSvengti klaidy, kurios salygoty neteisingus medicinos

personalo sprendimus ir taip tiesiogiai pakenkty pacienty sveikatai [28, 41, 45].
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Tad nors hemolizes jtaka jvairioms tiriamosioms analitéms Zinoma jau seniai, taciau
vis dar triksta iSsamesniy tyrimy, kokig jtakag skirtingi hemolizés lygiai gali turéti kraujo
kreséjimo sistemos tiriamiems rodikliams. Aktualu ir tai, kokiems hemolizés indeksams esant,
tirlamyjy méginiy kokybé nenukencia ir gali buti naudojami kaip patikimi rodikliai,

klinicistams priimant svarbius klinikinius sprendimus.

1.2.Kraujo kres$éjimas
1.2.1.Kraujo kreséjimo samprata

Kraujas yra specializuotas skystas jungiamasis audinys, sudarytas i$§ kraujo plazmos ir
joje esanciy kraujo lasteliy: eritrocity (raudonyjy kraujo kuneliy), leukocity (baltyjy kraujo
kiineliy) bei trombocity (kraujo ploksteliy). Kraujo 1gstelés sudaro 37 proc. — 54 proc. viso
kraujo turio. Likusig kraujo ttrio dalj sudaro kraujo plazma [42]. Kraujo plazma pasizymi
daugeliu savybiy, ta€iau viena svarbiausiy — apsauginé. Déka kraujo plazmos geb¢jimo kreseéti

- zmogus mirtinai nenukraujuoja.

Kraujo kreséjimas - organizmo gynybinés sistemos dalis [5]. Tai sudétinga sistema,

kuri veikianti dvejopai - kraujagyslése palaiko skystg forma, o patekus j iSore — sukresa [8].

Kraujo kres¢jimas nevykty be tam tikry kraujavimo stabdymo sistemos elementy. T1ai
audiniai, kraujagyslés sienelé, trombocitai bei kres¢jimo faktoriai bei fibrinolizés sistema
[25,40]. Balansas tarp kraujavimo stabdymo, susidarant kresuliui, ir fibrinolizés, vadinamas
hemostaze [48]. Kres¢jimo procesus gali paveikti kraujo kreS¢jima skatinantys ir slopinantys

veiksniai (2 lentelé).

2 lentelé. Kres¢jimg skatinantys ir slopinantys veiksniai

(Saltinis: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4260295/table/T1/)

Vieta Kreséjima skatina Kres$éjima slopina
Kraujagyslés Pazeistas endotelis Heparinas
. A TF Trombomodulinas
sienelé — - —
Kolagenas Audiniy plazminogeno aktyviklis
Cirkuliuojantys | Trombocitai Antitrombinas
. Trombocitus aktyvinantis faktorius | C ir S baltymai
elementai - -
Protrombinas Plazminogenas
Fibrinogenas
vWF
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Dauguma kraujo kre$¢jime dalyvaujanéiy faktoriy yra baltymai. Sie baltymai yra
sintetinami kepenyse, o kai kuriy faktoriy sintezei yra reikalingas K vitaminas (II, VII, IX, X

faktoriai, C, S baltymai) [26].

1964 metais D. Macfarlane ir E. Davie suformulavo kraujo plazmos kres¢jimo
kaskados teorijg [26]. Manyta, jog kraujo plazmos kre$éjimas vyksta dviem keliais — vidiniu
ir iSoriniu, kurie abu skatina X kre$éjimo faktoriy, taip inicijuodami bendro abiems kelio

aktyvavima.

ISorinis kelias laikomas pirmu homeostazés etapu, tarpininkaujant plazmai; paZeistas
endotelis atpalaiduoja audiniy faktoriy [14]. Vidinis kelias yra lygiagretus trombino

aktyvavimo biidas, atpalaiduojant XII kreséjimo faktoriy (2pav.)

Vidinis kelias 15orinis kelias
X Il TF
L Bendras abiems
kelias l

l t // Vil

1% #
i W

2 pav. Kraujo plazmos kre§éjimo schema

(Saltinis: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4260295/figure/F1/)

Siuo metu kai kurie autoriai pateikia naujesnj kre§é¢jimo proceso modelj, kurj sudaro
trys etapai. Tai iniciacijos reakcijos, amplifikacijos (dauginimo/sklidimo faz¢) reakcijos ir
stabilizacija (3 pav.) [40, 28]. Iniciacijos metu iSskiriamas audiniy faktorius paZzeistose
kraujagyslése, jis sgveikauja su VII a faktoriumi, o tai aktyvina IX ir X faktorius.
Amplifikacijos metu pirmojo etapo metu susidares trombinas aktyvina V ir VIII faktorius. Sie
veikdami kaip kofaktoriai ir aktyvina IX ir X faktorius, skatinamas trombocity aktyvinimas.

Stabilizacijos metu dél padidéjusio trombino kiekio yra aktyvinamas XIII faktorius, kuris
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salygoja fibrino stabiluma bei stiprumg sujungdamas fibrino polimerus kovalentiniais rysiais

[22].

TF—Vlla—TCa* ~
I}/\K
VIIL :>. Iniciacijos
IXa X3 faze
Protrombinas——— s  Trombino —
pédsakai
Vilia, Va,

Villa & IXa
II”_.

Dauginimo \

reakcija {

Xa & Va

[ [rovomins N

3 pav. Kreséjimo sistemos modelis

(Saltinis: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4260295/figure/F2/)

DaZniausiai kre$¢jimo procesas reguliuojamas keleto komponenty, kurie riboja
kresulio formavimasi, taip mazindami tromboziy tikimybe [40]. Taciau dél tam tikry kraujo
kreséjimo sutrikimy gali prasidéti kraujavimai dél menkiausiy priezasCiy [26]. Todél
aktyvinami kreSé¢jima skatinantys komponentai. Invazinés procediiros, traumos, citokinai ar
infekcijos gali sukelti kraujo kre$éjimo disbalansa, o hipoksija, hipotermija, metaboliné

acidozé tik pablogina situacija [5].
1.2.2.Kraujo kres$éjimo etapai

Kraujo kres¢jimo procesas vyksta keliais etapais. Pirmasis 1§ jy — pirmin¢ hemostaze.
Fiziologiskai sveikame organizme, dinamin¢ pusiausvyra issilaiko tarp aktyvinamyjy ir
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slopinamyjy hemostazés mechanizmy, trombocity adhezija slopinama NO, PGI, bei kraujo
sroves [25, 43]. Pirminé hemostazé, dalyvaujant kraujagyslés sienelei, trombocitams bei kai
kuriems plazmos baltymams, prasideda i§ karto jvykus pazeidimui. Tuoj pat po pazeidimo
kraujagysle susitraukia — jvyksta vazokonstrikcija, toliau pirminés hemostazés metu
dalyvaujantys trombocitai pakinta morfologiskai ir biochemiskai — jie aktyvinami trombocity
agregavimg skatinan¢iomis medziagomis - tai kolagenas, trombinas, adenozindifosfatas
(ADP), azoto oksidas (NO), o trombocity agregacijai ivykus, ji stabdoma veikiant
prostaciklinams PGI,;, PGI, [43]. Tokie suaktyvinti trombocitai iSskiria adrenaling, serotoning,
trombocity faktorius, paveikiamas kraujagysliy endotelis. Esant didesniems pazeidimams-
vyksta trombocity adhezija prie subendoteliniy jungiamojo audinio elementy. Toks procesas
nevykty be adhezijos molekuliy ir trombocity receptoriy. Adhezijos molekulés — tai adhezijos
baltymai — fibrinogenas ir von Willebrand‘o faktorius (vWF). Von Willebrand‘ o faktorius
yra glikoproteinas esantis kraujo plazmoje, gaminamas megakariocity, endotelyje ir
subendotelyje [40]. Von Willebrand‘o faktorius jungiasi prie trombocity membranose esanciy
receptoriy ir taip perneSa VIII faktoriy | pazeidimo vieta. Galiausiai jvyksta negriztamoji
agregacija, tai yra, iSskiriamos trombocity agregavima skatinancios medziagos, tokios kaip
tromboksanas A,, serotoninas, adenozindifosfatas (ADP), adenozintrifosfatas (ATP),
serotoninas, kuriy poveikyje susidaro trombocity kamstis, taip laikinai mazindamas
kraujagyslés pazeidimg [40].

Pirminé hemostaz¢ trunka apie 3 — 5 minutes. Pazymétina, jog trombocity adhezija
sumaze¢ja sergant tokiomis ligomis kaip idiopatiné trombocitopeniné¢ purpura (ITP),
makroglobulinemija, esant jgimtai trombocitopatijai, uremijai bei mielominei ligai [6, 2, 11].
Trombocity agregacija gali slopinti ir jvairiy medikamenty vartojimas, pavyzdZiui, aspirinas,
kortikosteroidai, antihistamininiai  preparatai, diazepamas, kokainas, ibuprofenas,
dipiridamolas, pirimidino dariniai, B laktaminiai antibiotikai. Taciau trombocity agregacija
gali ir didéti. Trombocity agregacijg skatina gliukozés koncentracijos sumaz¢jimas kraujyje
bei padidé¢jusios kortizolio, somatotropinio hormono (STH), prolaktino koncentracijos
kraujyje [1, 6].

Antrasis kraujo kre$éjimo proceso etapas — antriné hemostazé. Antriné hemostazé
aktyvinama tuomet, kai pazeidimas yra didesnis negu pirminés hemostazés metu. Antrinés
hemostazés galutinis rezultatas — netirpaus kraujo baltymo fibrino susidarymas [26]. Tai pati
svarbiausia kre§¢jimo procese vykstanti trombino katalizuojama reakcija. Sio antrojo kraujo
kreséjimo proceso metu aktyvinami kreséjimo faktoriai veikiantys kaskados principu. Kraujo
kres$¢jimo metu plazmoje esantys neaktyviis faktoriai yra aktyvinami vienas po kito [5].
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Kreséjimo kaskadg inicijuoja XII (Hagemano) faktorius arba VII faktorius. Kraujo kres¢jimo
kaskada gali veikti per vidinj ir iSorinj kelius, taip pat gali veikti ir per bendru abiems keliams
biidu. Visais iSvardintais atvejais susidaro X, V faktoriy ir kalcio kompleksas, dar vadinamas
protrombinaze. Susidargs protrombinazés kompleksas protrombing — II faktoriy — vercia
aktyviu trombinu — II a faktoriumi, kuris veikia fibrinogeng — I faktoriy, taip sudarymas
netirpy baltyma fibring. Fibrino susidarymu yra baigiama antriné hemostazé [43]. Tokiu biidu
gali biiti atliekami ADTL, SPA tyrimai.

Antriné hemostaz¢ trunka apie keleta minuciy. Per kelias minutes aktyvinama ir
fibrinolize, taip pat ir trombolizé, taip skatinamas kresulio suardymas [25].

Antrinés hemostazés metu susidares kreSulys sustabdo kraujavimg, tacCiau galiausiai
kresulys turi biiti pasalintas, antraip sutrikty kraujotaka. Siuo atveju aktyvinama fibrinolizés
sistema [26].

Fibrinolizé - tai fermentiné sistema, kuri, fermento plazmino jtakoje, iSardo fibrino
peptidinius rySius, hidrolizuoja kreSulj. fermento plazmino pagalba iStirpdo kresulj.
Fibrinolizés sistema svarbi ne vien dél to, jog iStirpdo kreSulj, ji taip pat atnaujina kraujotaka
bei kraujagyslés vientisuma. Cia veikia plazminogenas, kuris veikiamas plazminogeno
aktyvatoriaus (t - PA) arba urokinazés plazminogeno aktyvatoriaus u-PA, esancio
kraujagysliy endotelyje, virsta plazminu [40]. Plazminas suskaido fibrine esancius peptidinius
ry$ius, hidrolizuojamas kreSulys bei fibrinogenas, susidarant fibrinogeno ir fibrino
degradacijos produktams. Susidar¢ fibrinogeno ir fibrino degradacijos produktai (FDP)
slopina fibrino antikoaguliacines savybes — tai nuslopina fibrino polimerizacija bei
inaktyvina trombing [25]. Fibrinolizés sistemos aktyvumas /n vivo yra jvertinamas kliniskai
nustatant fibrino ir fibrinogeno degradacijos produktus (FDP) [9].

Tipiniais fibrino degradacijos produktais laikomi D dimerai. Jie sudaryti i§ dviejy
fibrinogeno molekulés D fragmenty, kurie sujungti y grandinés liekany [25]. D dimerai yra
antrinés hiperfibrinolizés Zymenys, gali biiti naudojami plauc¢iy embolijos, DIK, giliyjy veny
trombozés diagnostikoje [10, 26]. D — dimery koncentracija kraujo plazmoje neturéty virSyti

0, 50 pg/ml.
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2. TYRIMO OBJEKTAS IR METODAI

2.1. Tyrimo objektas

Tyrimas atliktas Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto Fiziologijos, biochemijos,
mikrobiologijos ir laboratorinés medicinos katedros praktiniame padalinyje — Vilniaus
universiteto ligoninés Santaros kliniky Laboratorinés medicinos centro (VUL SK LMC)

Biochemijos laboratorijoje.

Tyrimams atlikti buvo sudarytos keturios tiriamosios grupés: pradinio matavimo ir

keturiy skirtingy hemolizés laipsniy (hemolizés indeksy 1+, 2+, 3+, 4+) poveikyje (3 lentel¢).

3 lentelé. Bandymy schema

Grupés | Grupés paskirtis Hemolizes Naudoto hemolizuojancio Meéginiy
Nr. indeksas tirpalo taris (ul) skaiCius

1 Pradiniai - - 160

matavimai

2 1 tirlamoji 1+ 5 40

3 2 tirlamoji 2+ 12,5 40

4 3 tiriamoji 3+ 25 40

5 4 tirlamoji 4+ 60 40

Tyrimams pasirinktos analités: protrombino komplekso aktyvumas (SPA), aktyvintojo

dalinio tromboplastino laikas (ADTL), fibrinogenas ir D - dimerai.

Kreséjimo analités buvo nustatomos STA Compact © (Diagnostica Stago, France)

analizatoriumi. Hemolizés indeksai nustatyti Architect ® ¢8000 (Abbott Park, Illinois, JAV)

analizatoriumi.

Tyrimo metu atlikta 2080 matavimy — 640 hemolizés indeksams nustatyti ir 1440

kre$éjimo analitéms jvertinti. Viso iStirty meéginiy - 160.

Tyrimas atliktas 2017 metais.
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2.2. Tiriamojo méginio paruoSimas

Tiriamiesiems meéginiams paruosSti buvo naudojami rutininiams kre$¢jimo tyrimams
paimti kraujo likuciai. Pakankamiems méginio tiiriams gauti buvo maiSomi skirtingy pacienty
kraujo méginiy likuciai, turintys vienodas tiriamyjy anali¢iy vertes.

Vienam tiriamajam méginiui gauti naudoti dviejy pacienty kraujo likuciai. Méginiy
kraujo likuc¢iai buvo homogeniskai 18maiSyti ir nucentrifuguojami 10 min. 3000 g. IS tokiu
bidu paruosto kraujo meéginio nustatéme pradinius - protrombino komplekso aktyvuma
(SPA), aktyvintaji dalinj tromboplastino laika (ADTL), fibrinogeno bei D — dimery

koncentracijas kraujo plazmoje.

2.3. Hemolizés sukélimas tiriamajame méginyje

Homogeniskai iSmaiSytas tiriamasis méginys padalintas po 1000 ul j 4 Eppendorf tipo
meégintuvélius. Skirtingo laipsnio hemolizei méginiuose sukelti buvo naudojamas lasteliy
struktiira ardantis - lizuojantis tirpalas (angl. ARCHITECT Cyclosporine Whole Blood

Precipitation Reagent) skirtingais tiiriais mégintuvéliuose (3 lentele).

2.4. Tyrimo metodai

Aktyvintajam daliniam tromboplastino laikui (ADTL), protrombino komplekso
(SPA) ir fibrinogeno nustatymui taikytas chronometriniy tyrimy matavimo principas —
elektromagnetiné klampumo kitimo kresulio detekcija. Klampumo pokytis nustatomas
elektromagnetiniy sensoriy pagalba. Naudojamos specialios kiuvetés, kuriose esantis plieno
rutuliukas juda veikiamas dviejy aktyvuoty spiraliy. Rutuliukas juda i kair¢ — deSing, kol
galiausiai sustoja. Sio judéjimo amplitude fiksuoja chronometras.

Protrombino komplekso (SPA) tyrimo principa sudaro kresé¢jimo laiko matavimas,
esant faktoriy pertekliui, i8skyrus II, VII ir X faktorius, kurie yra gaunami i§ tiriamosios
plazmos.

Tyrimui atlikti naudoti Sie reagentai:

1. TriuSio smegeny audiniy ir jaucio plazmos tromboplastino miSinys, kuriame néra
II, VII ir X faktoriy, jaucio plazmoje yra fibrinogeno ir V faktoriaus - jie reikalingi, kad vykty
reakcija;
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2. STA® - CaCl, 0,025 mol/l;
3. STA® - Owren-Koller buferis;

4. STA® - Routine Control N+P kokybés kontrolei atlikti.

Aktyvintojo dalinio tromboplastino laikas (ADTL) tai bendras kreSéjimo sistemos
aktyvumo atrankinis tyrimas, jvertinantis XII, XI, X, IX, VIII, V, II kresé¢jimo faktoriy ir
fibrinogeno aktyvuma kraujo plazmoje. ADTL tyrimas STA® analizatoriais atlickamas
remiantis gamintojo nurodytu Langdell R. D. et a/ ir Larrieu M. J., Weiland C metodu [].
ADTL salygoja plazmos rekalcifikacijg dalyvaujant standartizuotam kefalino kiekiui
(trombocity pakaitalui) ir siliciui. Tokiu biidu jvertinamas XII, XI, X, IX, VII, V, II, 1
faktoriy aktyvumas. Trombocity aktyvumas nevertinamas.

Tyrimui atlikti naudojami Sie reagentai:

1. STA® - PTT. Reagentas pagamintas i§ triuSiy smegeny audinio, sudétyje turi
kefalino bei silicio buferin¢je terpéje. ParuoSimas naudojimui: reagentas sumaiSomas su 5 ml
distiliuoto vandens ir palickamas 30 minuciy kambario temperatiroje (18 — 25° C).
Homogeniskam tirpalui gauti, buteliukas apver¢iamas 5 — 10 karty.

1. STA® - CaCl, 0,025 mol/L;

2. STA™ - STA® -. Routine Control N+P kokybés kontrolei atlikti.

Fibrinogenas nustatomas STA analizatoriumi, Klauso (angl. Clauss) metodu. Tyrimo
principas - skiestos plazmos kreséjimo laikas tiesiogiai priklauso nuo fibrinogeno
koncentracijos plazmoje.

Tyrimui atlikti naudojamo reagentai:

1. STA® — Fibrinogen;

2. STA® - Owren-Koller;

3. STA® -. Routine Control N+P kokybés kontrolei atlikti.

D — dimery koncentracijai kraujo plazmoje nustatyti taikytas imunoturbidimetrinis
metodas. Tyrimo principas paremtas mikrodaleliy suspensijos drumstumo pakitimu, kuris
atsiranda, kai latekso mikrodaleliy suspensija yra sumaiSoma su tiriamgja plazma. Vykstant
antiklino — antigeno reakcijai, jvyksta latekso mikrodaleliy agliutinacija, kuri didina reakcijos
terpés drumstumg. Drumstumo padidéjimas yra iSmatuojamas fotometriSkai, taikomas
bichromatinis optinio tankio matavimas, esant atitinkamai 405 nm ir 540 nm bangy ilgiams.

Tyrimui atlikti naudoti Sie reagentai:

1. TRIS buferis;
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2. Mikrolatekso daleliy, padengty dviem skirtingais pelés monokloniniais antikiinais
pries zmogaus D — dimerus, stabilizuota suspensija su jaucio albuminu;

3. STA® - Owren-Koller;

4. STA" - Liatest Control N + P kokybés kontrolei atlikti.

Hemolizés indeksy nustatymas meginiuose atliktas spektrofotometriniu metodu
naudojant 340 nm ilgio bangas. Analizatorius atliecka 4 — 5 matavimus, i§ kuriy tyrimo
rezultatuose pateikiamas vidurkis. Skirtingo laipsnio hemolizés skirstomos atitinkamais
indeksais, atsiZvelgiant j laisvo hemoglobino koncentracija, esancig tiriamojoje kraujo

plazmoje, pavaizduotas 1 lentelé¢je.

2.5.Tyrimo duomeny analizei taikyti metodai

Tyrimo duomeny statistiné analizé atlikta naudojant RStudio statistinj paketa RStudio
1.0.143 versija. Sapiro — Wilko (angl. Shapiro —Wilk test) testas taikytas patikrinimui, ar
duomenys pasiskirste pagal normalyjj skirstini, duomenys laikomi pasiskirst¢ pagal normalyji
skirstinj esant p > o reikSméms. Netenkinant normalumo salygos, taikytas Vilkoksono (angl.
Wilcocson) testas priklausomoms imtims. Duomenys statistiSkai reikSmingai skiriasi esant p
< a prielaidai. Porinis t kriterijus (angl. Paired t-test) taikytas tyrimo rezultaty analizei
taikytas tyrimo rezultaty analizei tarp grupiy. Tyrimo duomeny skirtumai imtyse laikomi
statistiSkai reik§mingi, kai p < 0,05. Tyrimo duomeny koreliacijai patvirtinti ar atmesti atliktas

Pirsono (angl. Pearson) ir Spirmeno (angl. Spearmen) koreliacijos koeficienty skai¢iavimas.

Matematiniams skai¢iavimams atlikti naudota Microsoft Excel programa.
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3. TYRIMO REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Hemolizés jtaka protrombino komplekso (SPA) aktyvumui

Siekiant istirti skirtingo hemolizés laipsnio jtaka protrombino komplekso (SPA)
aktyvumui kraujo plazmoje, istirta 40 meéginiy. Skirtingy laipsniy hemolizuotuose méginiuose
SPA matavimai buvo atlieckami du kartus, i§ kuriy apskaiciuotas vidurkis.

IS viso atlikta 520 matavimy: 40 matavimy pradiniam protrombino komplekso (SPA)
aktyvumo nustatymui, 80 matavimy stebint protrombino komplekso aktyvumg hemolizés
poveikyje esant 1+ indeksui, 80 matavimy stebint protrombino komplekso aktyvuma
hemolizés poveikyje esant 2+ indeksui, 80 matavimy stebint protrombino komplekso
aktyvumg hemolizés poveikyje esant 3+ indeksui ir 80 matavimy stebint protrombino
komplekso aktyvuma hemolizés poveikyje esant 4+ indeksui. Hemolizés indeksy nustatymui
atlikta 160 matavimy.

Apskaiciuoti vidurkiai tiriamose grupése: pradiniy duomeny — 73, 78%+32,456%;
esant 1+ hemolizés indeksui - 69,99%+29,775%; esant 2+ hemolizés indeksui - 66,28%
+34,024%; esant 3+ hemolizés indeksui — 63,31%=+27,104%; esant 4+ hemolizés indeksui -
64,51%+40,630%, rodo, jog hemolizés poveikyje tiriamosios analités aktyvumas pakito, t.y.,
mazejo, palyginti su pradiniais duomenimis (4 lentele; 4 pav.).

Atliekant tyrimo duomeny statisting analiz¢, paaiSkéjo, jog gauti tyrimo rezultatai
statistiSkai reikSmingai skiriasi tarp lyginamy grupiy, t.y., skirtingi hemolizés laipsniai,
vertinami hemolizés indeksais (1+, 2+, 3+, 4+), turi jtakos tiriamosios analités — protrombino

komplekso (SPA) - aktyvumui kraujo plazmoje (4 lentele).

4 lentelé. Protrombino komplekso (SPA) aktyvumo aprasomoji statistika

Grupés | Hemolizés | N | Vidurkis p- Dispersija | Standartinis | Standartiné
nr. indeksas (%) reikSmé () nuokrypis paklaida
(SD) (SE)
Pradiniai - 40 | 73,78 0,3885 | 1053,435 32,456 5,132
duomenys
1 1+ 40 | 69,99 0,0105 | 886,570 29,775 4,708
(tiriamoji)
2 2+ 40| 66,28 |<0,0001 | 1157,640 34,024 5,379
(tiriamoji)
3 3+ 40| 63,31 |<0,0001 | 734,649 27,104 4,286
(tiriamoji)
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4

(tiriamoji)

4+ 40| 64,51 |<0,0001 | 1650,826 40,630 6,424

*tyrimo rezultatai laikomi statistiskai reikSmingi, kai p<0,05

Esant hemolizés indeksui 1+ tiriamajame méginyje protrombino komplekso (SPA)

aktyvumas buvo 69,98 %, t.y., pakito vidutiniskai 5,17 proc. (p<0,05), palyginti su pradiniais

tyrimo duomenimis. Hemolizés indekso 2+ poveikyje protrombino komplekso (SPA)

aktyvumas buvo 66,28 %, t.y., vidutiniskai pakito 10,17 proc. (p<0,05), palyginti su

pradiniais duomenimis. Esant hemolizés indeksui 3+, tiriamajame méginyje protrombino

komplekso (SPA) aktyvumas buvo 63,31 %, t. y., sumaz¢jo 14,19 proc.( p<0,05), o hemolizés

indekso 4+ poveikyje — 64,51 %, arba 12,56 proc. ( p<0,05), palyginti su pradiniais tyrimo

duomenimis (4, 5, 6 pav.).

s (%)

NN
o O N

/
/
|

SPA aktyvuma

Hemolizés jtaka protrombino komplekso (SPA)
aktyvumui kraujo plazmoje

~]
=)

~
I

~.

o\l )]
o N

w
o]

1 2 3 4 5

Tiriamoji grupe

4 pav. Hemolizés jtaka protrombino komplekso (SPA) aktyvumui kraujo plazmoje
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5 pav. Protrombino komplekso (SPA) aktyvumo pokyciai tarp pradiniy ir skirtingo laipsnio
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Hemolizésindeksas

A

w

"]

- —

———
——
—

Hemolizés jtaka protrombino komplekso (SPA)
aktyvumui kraujo plazmoje

0

2 4 6 8 10 12 14 16
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6 pav. Protrombino komplekso (SPA) aktyvumo pokyc¢iy procentiné iSraiska
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Gauti statistinés analizés rezultatai rodo, jog tyrimo kintamieji koreliuoja. A

Apskaiciuoti koreliacijos koeficientai pateikiami 5 lenteléje.

5 lentelé¢. Koreliacijos matrica tarp kintamyjy

Hemolizés p-reikSme PI (95%) Korealiacijos
indeksas koeficientas
1+ <0,0001 0,931;0,980 0,963
2+ <0,0001 0,807; 0,943 0,894
3+ <0,0001 0,962; 0,989 0,979
4+ <0,0001 0,717; 0,913 0,841

*tyrimo rezultatai laikomi statistiSkai patikimi, kai p<0,05

4.2. Hemolizés jtaka aktyvintojo dalinio tromboplastino laikui (ADTL) kraujo plazmoje

Siekiant nustatyti skirtingy hemolizés indeksy poveikj aktyvintojo dalinio
tromboplastino laikui (ADTL) kraujo plazmoje, iStirta 40 méginiy. IS viso atlikta 520
matavimy: 40 matavimy pradiniam aktyvintojo dalinio tromboplastino laiko (ADTL)
nustatymui, 80 matavimy stebint aktyvintojo dalinio tromboplastino laiko (ADTL) pokyti
hemolizés poveikyje esant 1+ indeksui, 80 matavimy stebint aktyvintojo dalinio
tromboplastino laiko (ADTL) pokyti hemolizés poveikyje esant 2+ indeksui, 80 matavimy
aktyvintojo dalinio tromboplastino laiko (ADTL) pokyti hemolizés poveikyje esant 3+
indeksui ir 80 matavimy stebint aktyvintojo dalinio tromboplastino laiko (ADTL) pokyti
hemolizés poveikyje esant 4+ indeksui.

Skirtingy laipsniy hemolizuotuose méginiuose ADTL tyrimai buvo atliekami du
kartus, 18 kuriy iSvestas vidurkis. IS viso hemolizés laipsnio nustatymui atlikta 160 matavimy.

Svarbu pazymeéti, kad prie tam tikry hemolizés indeksy tiriamosios analités aktyvumo
nustatyti nepavyko, ADTL vertés nustatytos 38 méginiuose esant 2+ hemolizuotiems
meéginiams, 30 méginiy 3+ hemolizuotiems méginiams, 15 méginiy 4+ hemolizuotiems

meéginiams (7 pav.).
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7 pav. ADTL méginiy iStiriamumo vaizdingé iSraiSka

Apskaiciuoti vidurkiai tiriamose grupése: pradiniy duomeny — 41,70s+6,97s; esant 1+

hemolizés indeksui — 43,10s+10,41s; esant 2+ hemolizés indeksui — 44,40s+9,62s; esant 3+

hemolizés indeksui — 37,10s+9,33s; esant 4+ hemolizés indeksui — 31,70s+15,14s.

IS apskaiciuoty vidurkiy matome, jog hemolizés poveikyje tiriamosios analités

aktyvumas pakito, t.y., did¢jo prie 1+ ir 2+ hemoliziy, o prie 3+ ir 4+ hemoliziy - maZzéjo,

palyginti su kontroline grupe (6 lentel¢; 8 pav.).

6 lentele. Aktyvintojo dalinio tromboplastino laiko (ADTL) apraSomoji charakteristika

Grupés | Hemolizés | N | Vidurkis p- Dispersija | Standartinis | Standartine
nr. indeksas (s) reikSmé (s?) nuokrypis paklaida
(SD) (SE)
Pradiniai - 40 41,70 0,322 48,531 6,97 1,115
duomenys
1 +1 40 43,10 0,146 108,308 10,41 1,646
(tirilamoji)
2 +2 38 44,40 0,071 92,583 9,62 1,561
(tiriamoji)
3 +3 30 37,10 0,345 80,414 9,33 1,704
(tiriamoji)
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4
(tiriamoji)

+4 15 31,70 0,715 229,235 15,14 3,909

*tyrimo rezultatai laikomi statistiSkai patikimi, kai p<0,05
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8 pav. Hemolizés jtaka aktyvintojo dalinio tromboplastino laikui kraujo plazmoje

Esant hemolizés indeksui 1+ tiriamajame méginyje aktyvintojo dalinio tromboplastino

laikas (ADTL) buvo 43, 1 s., t.y., padidéjo vidutiniskai 3, 36 proc. (p<0,05), palyginti su

pradiniais

tyrimo duomenimis. Esant hemolizés 2+ indeksui tirilamajame méginyje

aktyvintojo dalinio tromboplastino laikas (ADTL) buvo 44,40 s., t.y., vidutini$kai padid¢jo 6,

47 proc. (p<0,05), palyginti su pradiniais duomenimis. Esant hemolizés indeksui 3+,

tirlamajame méginyje aktyvintojo dalinio tromboplastino laikas (ADTL) buvo 37,10 s., t. y.,

sumazgjo 11, 03 proc. (p<0,05), o hemolizés indeksui 4+ — 31, 70 s., t.y., sumazeéjo 23,98

proc. ( p<0,05), palyginti su pradiniais tyrimo duomenimis (8 pav.).
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9 pav. Aktyvintojo dalinio tromboplastino laiko (ADTL) poky¢iai tarp pradiniy ir skirtingo

laipsnio hemolizuoty méginiy

Remiantis atlikto tyrimo duomenimis, aktyvintojo dalinio tromboplastino laikas
(ADTL) kito esant skirtingiems hemolizés laipsniams tiriamuose méginiuose, taciau atlikus
tyrimo duomeny statisting analize, paaiSkéjo, jog gauti tyrimo rezultatai statistiSkai
reik§mingai nesiskiria tarp tiriamyjy grupiy. Taciau tokiai prielaidai patvirtinti triiksta tyrimo
duomeny - didZiojoje dalyje méginiy tiriamosios analités (ADTL) aktyvumo kraujo plazmoje

iSmatuoti nepavyko. (7 pav).
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4.3. Hemolizés jtaka fibrinogeno koncentracijai kraujo plazmoje

Siekiant nustatyti skirtingo laipsnio hemolizés poveikj fibrinogeno koncentracijai
kraujo plazmoje, iStirta 40 méginiy. Skirtingy laipsniy hemolizuotuose méginiuose
fibrinogeno koncentracijos matavimai tiriamajame meéginyje buvo atlickami du kartus, 1§
kuriy apskaiciuotas vidurkis.

IS viso atlikta 520 matavimy: 40 matavimy pradinei fibrinogeno koncentracijai
nustatyti, 80 matavimy stebint fibrinogeno koncentracijos kitimus hemolizés poveikyje esant
1+ indeksui, 80 matavimy stebint fibrinogeno koncentracijos kitimus hemolizés poveikyje
esant 2+ indeksui, 80 matavimy stebint fibrinogeno koncentracijos kitimus hemolizés
poveikyje esant 3+ indeksui ir 80 matavimy stebint fibrinogeno koncentracijos kitimus
hemolizés poveikyje esant 4+ indeksui. Hemolizés indekso nustatymui atlikta 160 matavimy.

Apskaiciuoti vidurkiai tiriamose grupése: pradiniy duomeny — 4, 19 g/L+0, 976 g/L;
esant 1+ hemolizés indeksui — 4, 106 g/L £0, 936 g/L; esant 2+ hemolizeés indeksui — 3, 785
g/L £1, 043 g/L; esant 3+ hemolizés indeksui — 3, 607 g/L £1, 118 g/L; esant 4+ hemolizés
indeksui — 2, 471 g/L £1, 069 g/L. IS apskaiciuoty vidurkiy matome, jog hemolizés poveikyje
tiriamosios analités koncentracija pakito, t.y., mazéjo, palyginti su kontroline grupe (7 lentelé;
10 pav.).

Atliekant tyrimo duomeny statisting analize¢, paaiSkéjo, jog gauti tyrimo rezultatai
statistiSkai reikSmingai skiriasi, t.y., skirtingi hemolizés laipsniai, vertinami hemolizés
indeksais (1+, 2+, 3+, 4+), turi jtakos tiriamosios analités — fibrinogeno - koncentracijai

kraujo plazmoje (9 lentele).

7 lentelé. Fibrinogeno koncentracijos kraujo plazmoje apraSomoji statistika

Grupés | Hemolizés | N | Vidurkis p- Dispersija | Standartinis | Standartiné
nr. indeksas (g/L) | reikSmé (s%) nuokrypis paklaida

(SD) (SE)

Pradiniai - 40 4,119 0,3885 0,951 0,976 0,154
duomenys

1 1+ 40 4,106 | 0,01049 0,877 0,936 0,148
(tiriamoji)

2 2+ 40 3,785 | <0,0001 1,087 1,043 0,165
(tirlamoji)

3 3+ 40 3,607 | <0,0001 1,251 1,118 0,179
(tirlamoji)

4 4+ 40 2,471 | <0,0001 1,144 1,069 0,169
(tiriamoji)
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*tyrimo rezultatai laikomi statistiSkai patikimi, kai p<0,05
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10 pav. Hemolizés jtaka fibrinogeno koncentracijai kraujo plazmoje

Esant hemolizés indeksui 1+, tiriamajame méginyje fibrinogeno koncentracija buvo 4,
106 g/l, ty., sumazéjo 0,32 proc. (p<0,05), palyginti su pradiniais duomenimis. Esant
hemolizés indeksui 2+ fibrinogeno koncentracija buvo 3, 785 g/1, t.y., sumaz¢jo vidutiniskai
8,11 proc. (p<0,05), palyginti su pradiniais duomenimis. Esant hemolizés indeksui 3+
tiriamajame méginyje fibrinogeno koncentracija buvo 3, 607 g/L, t.y., sumaz¢jo 12,43 proc.
(p<0,05), o esant 4+ hemolizei fibrinogeno koncentracija tiriamajme méginyje buvo 2, 471
g/1, kas atitinka — 40 proc. (p<0,05) mazZesnj rezultata, palyginti su pradiniais duomenimis.

(10, 11 pav.).
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12 pav. Fibrinogeno koncentracijos pokyciy procenting iSraiSka
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Gauti statistinés analizés rezultatai rodo, jog tyrimo kintamieji koreliuoja.

Apskaiciuoti koreliacijos koeficientai pateikiami lenteléje (8 lentelé).

8 lentelé. Koreliacijos matrica tarp kintamyjy

Hemolizes indeksas p-reikSme PI (95%) Korealiacijos
koeficientas

1+ <0,0001 0,850; 0,956 0,919

2+ <0,0001 0,571; 0,860 0,749

3+ <0,0001 0,376; 0778 0,615

4+ <0,0001 0,347; 0,764 0,594

*tyrimo rezultatai laikomi statistiskai patikimi, kai p<0,05

4.4. Hemolizés jtaka D — dimery (D-DI) koncentracijai kraujo plazmoje

Siekiant nustatyti skirtingo laipsnio hemolizés poveikj d — dimery koncentracijai
kraujo plazmoje, istirta 40 meéginiy. Skirtingai hemolizuoti méginiai buvo tiriami du kartus, i§
kuriy apskaiciuotas vidurkis.

IS viso atlikta 520 matavimy: 40 matavimy pradiniam d — dimery koncentracijos
nustatymui, 80 matavimy stebint d — dimery koncentracijos pokycius hemolizés poveikyje
esant 1+ indeksui, 80 matavimy stebint d — dimery koncentracijos pokycius hemolizés
poveikyje esant 2+ indeksui, 80 matavimy stebint d — dimery koncentracijos pokycius
hemolizés poveikyje esant 3+ indeksui ir 80 matavimy stebint d — dimery koncentracijos
pokycius esant hemolizés indeksui 4+. Hemolizés indeksy nustatymui méginiuose atlikta
160 matavimy.

Apskaiciuoti vidurkiai tiriamose grupése: pradiniy duomeny — 0,449 pg/ml +£0,257
Mg/ml; esant 1+ hemolizés indeksui — 0,462 Pg/ml +0,250 pYg/ml; esant 2+ hemolizés indeksui
— 0,473 pg/ml £0,249 pg/ml; esant 3+ hemolizés indeksui — 0,544 pg/ml +;0,221 pg/ml; esant
4+ hemolizes indeksui — 0,652 pg/ml £0,263 pg/ml.

Apskaiciuoti vidurkiai tiriamosiose grupése rodo, jog hemolizés poveikyje tiriamosios
analités — D — dimery — koncentracija kraujo plazmoje pakito, t.y., didéjo, palyginti su

pradinémis D - dimery koncentracijomis tiriamuose méginiuose (9 lentelé; 13 pav.).

9 lentelé. D - dimery koncentracijos kraujo plazmoje aprasomoji statistika
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Grupés | Hemolizés | N | Vidurkis p- Dispersija | Standartinis | Standarting
nr. indeksas (Mg/ml) | reikSme (s?) nuokrypis paklaida
(SD) (SE)
Pradiné - 40 0,449 0,200 0,456 0,257 0,107
(kontrolé)
1 +1 40 0,462 0,084 0,746 0,250 0,137
(tiriamoji)
2 +2 40 0,473 0,112 1,013 0,249 0,016
(tirlamoji)
3 +3 40 0,544 0,011 0,625 0,221 0,125
(tiriamoji)
4 +4 40 0,652 | <0,0001 0,773 0,263 0,139
(tiriamoji)

*tyrimo rezultatai laikomi statistiSkai patikimi, kai p<0,05
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13 pav. Hemolizés jtaka D - dimery koncentracijai kraujo plazmoje

Esant hemolizés indeksui 1+ tiriamajame méginyje d - dimery koncentracija buvo

0,465 pg/ml, ty., padid¢jo 20,78 proc. (p<0,05), palyginti su pradiniais tyrimo duomenimis.
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Hemolizés indekso 2+ poveikyje d - dimery koncentracija buvo 0,425 pyg/ml, ty., padidéjo
vidutiniskai 10,39 proc. (p<0,05), palyginti su pradiniais tyrimo duomenimis. Esant hemolizés
indeksui 3+ tiriamajame méginyje d - dimery koncentracija buvo 0,450 pg/ml, t.y., padidéjo
16,88 proc. (p<0,05), o hemolizés indekso 4+ poveikyje — 77,92 proc. (p<0,05), kas atitinka
0,685 pg/ml, palyginti su pradiniais tyrimo duomenimis (13 pav.).

Hemolizés jtaka d-dimery koncentracijai kraujo
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D - dimery koncentracija, proc.

14 pav. D — dimery koncentracijos pokyc¢iy, esant skirtingiems hemolizés indeksams

tiriamuose méginiuose, procenting iSraiska
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15 pav. D - dimery koncentracijos pokyciy, esant skirtingiems hemolizés indeksams

tirilamuose méginiuose, procenting iSraiska

Atliekant tyrimo duomeny statisting analiz¢, paaiskéjo, jog gauti tyrimo rezultatai
statistiSkai reikSmingai skiriasi, t.y., turi jtakos tiriamosios analitts — d - dimery —
koncentracijos pokyciams kraujo plazmoje, esant hemoliziy indeksams 3+ ir 4+ (9 lentele).
Prie hemolizés indeksy 1+ ir 2+ tyrimo rezultatai nesiskiria statistiSkai reik§Smingai, t.y., $iy
hemolizés indeksy jtaka tiriamajai analitei nestebima (11 lentel¢). Gauti statistinés analizés
duomenys rodo, jog tyrimo kintamieji koreliuoja tarp grupiy. Apskaiciuoti koreliacijos

koeficientai pateikiami lenteléje (10 lentelé).

10 lentelé. Koreliacijos matrica tarp kintamyjy

Hemolizés indeksas p-reik§mé Korealiacijos koeficientas
1+ <0,0001 0,627
2+ <0,0001 0,677
3+ <0,0001 0,607
4+ 0,018 0,382

*tyrimo rezultatai laikomi statistiskai reikSmingi, kai p<0,05
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4. TYRIMO REZULTATU APTARIMAS

Literattiros Saltiniuose teigiama, jog SPA bei fibrinogeno koncentracijai hemolize
itakos neturi [21]. Taciau pastebéta, jog kai kuriy hemolizuoty méginiy ADTL tyrimo
reik§més yra klaidingai normalios hemolizés poveikyje. Kituose literatiiros Saltiniuose
teigiama, jog tiriant ADTL ir SPA, yra statistiSkai reikSmingy skirtumy tarp hemolizuoty ir
nehemolizuoty méginiy [17]. Taip pat yra duomeny, jog hemolizés poveikyje i§ suirusiy
lasteliy i$éje vidiniai komponentai turi jtakos protrombino laikui, kuris pailgéja, d — dimery -
padaugéja, aktyvintojo dalinio tromboplastino laikas (ADTL) sutrumpéja, o fibrinogeno
koncentracija plazmoje — sumazéja [34]. Literatiiroje minimi atvejai, kuomet hemolizés
poveikyje d — dimery koncentracija padid¢ja ir tai sutampa su atliktais kity mokslininky
tyrimais [55, 13, 35].

Misy atlikti tyrimai rodo, jog SPA ir fibrinogeno koncentracijos statistiSkai
reikSmingai skiriasi tarp skirtingai hemolizuoty ir nehemolizuoty méginiy, d — dimery
koncentracijos méginiuose padidéja, ypac prie 3+ ir 4+ hemoliziy ir tai statistiSkai reikSmingi
rezultatai. Didzioji dauguma ADTL tyrimy rezultaty buvo mazesni uz minimumg, todeél
analizatorius jy neiSmatavo.

Kaip Zzinia, be hemoglobino, eritrocitus sudaro baltymai, fermentai, lipidai,
angliavandeniai, o daugelis i$ jy taip pat sgveikauja su tyrime naudojamais reagentais, todél
naudojamas reagentas taip pat gali turéti jtakos tyrimo rezultatams [30, 21]. Pavyzdziui,
naudojant STA - Cephascreen reagenta, statistiSkai reikSmingy skirtumy tarp hemolizuoty ir
nehemolizuoty meéginiy nerasta. Taciau pastebéta, jog atlieckant ADTL tyrima, naudojant
STA — PTT reagenta gali sumaZzinti ADTL tyrimo rezultatus [21].

Taciau nederéty atmesti ir naudoto reagento hemolizei sukelti poveikio tiriamosioms
analitéms tikimybés. Atlikti tyrimai liudija apie etanolio jtaka fibrinogeno koncentracijai
kraujo plazmoje (mazina), fibrinolizés sistemai (padidina aktyvumg), skatinama trombocity
aktyvacija [47]. Etanolis arba jo metabolitai slopina trombocity agregacija, mazina lastelinio
cAMP, didina Igsteliy inozitolio-1,4,5-trifosfato koncentracija, kas sukelia lastelinio Ca 2+
koncentracijos pokyc¢ius, o susidarius §iy koncentrcijy pokyc¢iams aktyvinami trombocitai.
Laisvas hemoglobinas netiesiogiai aktyvina trombocitus [3]. Hemolizés metu, suyrant
raudonosioms kraujo lasteléms, iSlaisvinamas ADF. I§laisvintas ADF taip pat suriSa PDX
receptorius, esancius endotelio Iasteliy pavirSiuje ir skatina azoto oksido (NO) gamyba [46].

Toks NO padidéjimas kraujotakoje laikinai padidina trombocity kiekj kraujyje [44].
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Gali biti, jog misy tyrimo metu naudoto hemolizuojancio tirpalo sudétyje esancio
metanolio veikimo mechanizmas ir poveikis tiriamosioms analitéms panasus ] etanolio

sukeliamg poveik].
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ISVADOS

Atlikus eksperimentg ir iSanalizavus tyrimy duomenis nustatyta, jog:

1.

Skirtingo laipsnio hemolizé turi jtakos protrombino komplekso (SPA) aktyvumui:
esant hemolizés indeksui 1+ tiriamajame meéginyje protrombino komplekso (SPA)
aktyvumas vidutiniSkai sumaz¢jo 5,17 proc. (p<0,05), palyginti su pradiniais tyrimo
duomenimis; esant hemolizés indeksui 2+ protrombino komplekso (SPA) aktyvumas
vidutiniskai sumazéjo 10,17 proc. (p<0,05), palyginti su pradiniais duomenimis; esant
hemolizés indeksui 3+, tirlamajame méginyje protrombino komplekso (SPA)
aktyvumas sumazéjo vidutiniSkai 14,19 proc.( p<0,05), o esant hemolizés indeksui 4+
- sumazéjo visutiniSkai 12,56 proc. ( p<0,05), palyginti su pradiniais tyrimo
duomenimis.

Hemolizés jtakos aktyvintojo dalinio tromboplastino laiko (ADTL) aktyvumui
nustatyti nepavyko, kadangi daugelis jy nebuvo iSmatuoti dél minimalaus aktyvumo
(<20s.). ISmatuotiems tyrimy rezultatams hemolizés jtaka nestebima.

Skirtingo laipsnio hemolizé turi jtakos fibrinogeno koncentracijai kraujo plazmoje —
t.y., mazeja: esant hemolizés indeksui 1+ tiriamajame méginyje fibrinogeno
koncentracija sumaz¢jo vidutiniskai 0,32 proc. (p<0,05), palyginti su pradiniais
duomenimis; esant hemolizés indeksui 2+ fibrinogeno koncentracija sumazéjo
vidutiniskai 8,11 proc. (p<0,05), palyginti su pradiniais duomenimis; esant hemolizés
indeksui 3+ tirilamajame meéginyje fibrinogeno koncentracija sumaZzéjo vidutiniSkai
12,43 proc. (p<0,05), o esant 4+ hemolizei fibrinogeno koncentracija tiriamajme
meéginyje sumazéjo vidutiniSkai 40 proc. (p<0,05), palyginti su pradiniais
duomenimis.

D - dimery koncentracija esant skirtingo laipsnio hemolizéms méginiuose didéja,
taCiau statistiSkai reikSmingi rezultatai stebimi esant 3+ ir 4+ hemolizéms tiriamuose
meéginiuose: esant hemolizés indeksui 3+ tirlamajame meéginyje d - dimery
koncentracija padidéjo vidutiniskai 16,88 proc. (p<0,05), o hemolizés indekso 4+

poveikyje — 77,92 proc. (p<0,05), palyginti su pradiniais duomenimis.
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SANTRAUKA

Paskutiniu metu vis daugiau démesio skiriama laboratorijose atlickamy tyrimy
kokybei uztikrinti.

Laboratorijoje atlickamy tyrimy kokybé, rezultaty tikslumas bei patikimumas
priklauso nuo daugybés veiksniy.

Nustatyta, kad net 70 proc. laboratorijoje aptinkamy klaidy jvyksta iki iStyrimo etapo
metu. Kaip bebiity, dazniausia méginiy atmetimo priezastis yra hemolizuoti méginiai.

Nors hemolizés jtaka jvairioms tiriamosioms analitétms zinoma jau seniai, taCiau
truksta iSsamesniy tyrimy, kokig jtakg turi skirtingi hemolizés laipsniai dazniausiai
atliekamiems kraujo kreséjimo tyrimams.

D¢l Sios priezasties mes nusprendéme iStirti, kokig jtaka turi skirtingi hemolizes
laipsniai dazniausiai laboratorijoje atlickamiems kraujo kres¢jimo tyrimams — SPA, ADTL,
fibrinogenui ir d — dimerams.

Tyrimo metu i§ viso iStirta 160 méginiy,, kuriems buvo sukelta skirtingo laipsnio (1+,
2+, 3+, 4+) hemolizé. Hemolizei gauti naudotas lizuojantis tirpalas.

Tyrimo metu gauti rezultatai parod¢, jog esant skirtingo laipsnio hemolizei (1+, 2+,
3+, 4+) SPA aktyvumas ir fibrinogeno koncentracija kraujo plazmoje mazéja statistiSkai
reikSmingai, o d — dimery koncentracija kraujo plazmoje — did¢ja. Pastaryjy statistiSkai
reikSmingi skirtumai gauti esant 3+ ir 4+ hemolizés laipsniams tiriamuose méginiuose. Taip
pat misy tyrimai parodé, jog skirtingo laipsnio (1+, 2+, 3+, 4+) hemolizé neturi poveikio
ADTL aktyvumui kraujo plazmoje.

Gauti tyrimo rezultatai jrodo, jog hemoliz¢ turi jtakos laboratorijoje atliekamiems
kraujo kreséjimo tyrimams, todél labai svarbu apsvarstyti net ir silpnai hemolizuoty méginiy

atmetimo galimybe.
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SUMMARY

Recently, a lot more attention is dedicated to ensure the quality of laboratory testing.

The quality, accuracy and reliability of investigations carried out in the laboratory
depend on many factors.

It was found that as much as 70 percent of errors that are discovered in the laboratory
occur in pre-analytical phase. However, the main reason for specimen rejection is hemolysed
specimens.

Although hemolysis influence of various analytes has been known, the lack of
thorough research influences different degrees of hemolysis usually performed in blood
coagulation tests.

For this reason, it was decided to investigate the influence of hemolysis degrees
usually conducted from specimens of blood coagulation- SPA, APTT, fibrinogen and d-
dimer.

During the study, a total of 160 analysed specimens were caused by varying levels of
(1+, 2+, 3+, 4+) hemolysis using lysing solution.

The study results showed that, with varying degrees of hemolysis (1+, 2+, 3+, 4+)
SPA activity and fibrinogen concentration in blood plasma decreases significantly whereas
dimer concentration in plasma is increasing. Statistically significant differences were obtained
3+ and 4+ of hemolysis specimen. Also, our research has shown that varying levels (1+, 2+,
3+, 4+) of hemolysis does not affect the APTT activity in plasma.

The obtained results prove that hemolysis affects laboratory research of blood
coagulation therefore it is essential to consider even slightly hemolysed samples with a

possibility of rejection.
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