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Doloc¢anje vrednosti hemoglobina z metodo

POCT

Hemoglobin determination with point-of-care testing

Irena Kramar,' Barbara Nadu,* Vesna Galvani,® Gordana Soldatovi¢,® Dunja Ter¢i¢?

Izvleéek

Izhodis¢e: Z laboratorijskim testiranjem ob pre-
iskovancu (point-of-care-testing, POCT) pri-
dobimo rezultat v kratkem ¢asu, zanesljivo in z
minimalno koli¢ino vzorca. Opazili smo, da se
obcasno rezultati POCT in laboratorijska dolo¢i-
tev koncentracije hemoglobina (Hb) razlikujejo,
predvsem pri vrednosti Hb, ki so nizje ali visje
od povpre¢nih.

Metode: Izvedli smo kapilarni in venski odvzem
krvi pri bolnikih in krvodajalcih. Z metodo
POCT smo iz obeh tipov vzorcev dolocili vre-
dnost hemoglobina, iz venskega vzorca pa se je
dolocila vrednost tudi v laboratoriju.

Rezultati: V raziskavo smo vklju¢ili 130 vzorcev
krvodajalcev in bolnikov po operativnem po-
segu. Koncentracije kapilarnega Hb so bile do-
lo¢ene med 70 in 201 g/L. Ugotovili smo, da je
dobra primerjava vrednosti, dolo¢enih z meto-
do POCT kapilarnega in venskega vzorca istega
krvodajalca oz. bolnika (korelacijski koeficient
R?=0,949). Se bolj zanesljiva je bila primerjava
dolo¢itve Hb iz venskega vzorca s POCT ter la-
boratorijsko dolo¢itvijo (korelacijski koeficient
R*=0,982). Ko pa smo primerjali povpre¢na od-
stopanja pri razli¢nih skupinah vrednosti Hb ka-
pilarnega vzorca, smo ugotovili, je ta najmanj$a v
skupini z vrednostmi Hb 120-140 g/L in je -0,4.
Vedja je v skupinah z ve¢jimi odmiki od srednjih
vrednosti (v skupini do 120 g/L je 1,2, v skupini
med 141 do 160 g/L je -3,6, od 161 do 180 g/L je
-8,6 in v skupini nad 180 g/L celo -14,3).
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Zakljucek: Ugotovili smo, da je POCT ustrezna
metoda za dolo¢anje vrednosti Hb, ki nam da ob
pravilni izvedbi testa zanesljive rezultate. Zane-
sljivost pridobljenega rezultata je pri visjih vre-
dnostih Hb manjsa, zato priporo¢amo laborato-
rijsko kontrolo. Ce laboratorijsko testiranje takoj
ni mozno, priporo¢amo dolo¢anje Hb iz venske-
ga vzorca. Uporabo POCT pri spremljanju Hb
pred terapevstkim odvzemom pri bolnikih z vi-
sokimi vrednostmi Hb pa ne priporo¢amo.

Abstract

Background: With point-of-care testing,
(POCT) we obtain results quickly, reliably and
with a minimal amount of sample. We noticed
that occasionally hemoglobin Hb results ob-
tained by POCT compared with those obtained
by laboratory testing differ significantly, espe-
cially the Hb values that are lower or higher than
average.

Methods: We included 130 samples of capillary
and venous blood in our study. With POCT
method we determined Hb from both types of
samples and with laboratory testing we deter-
mined Hb from venous samples.

Results: We included 103 samples from blood
donors who came to blood donation and 27 sam-
ples from patients after major orthopedic sur-
gery. Capillary Hb concentration ranged from
70 to 201 g /L. We found that there was a good
correlation between the values obtained with
POCT of both, capillary and venous samples
(R*=0.949). Even more reliable was the deter-
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mination of Hb from venous samples measured
by POCT and laboratory testing (R*=0.982).
When we compared the average deviations in
different groups of Hb concentrations of capil-
lary samples, we found that it was the lowest in
the group of middle values (120-140 g /L) where
it was -0.4 and higher where the deviation was
larger (in the group up to 120 g/L it was 1.2, in the
group between 141 and 160 g /L it was -3.6, in the
group between 161 to 180 g /L it was -8.6 and in
the group over 180 g /L even -14.3).

Conclusion: We found that POCT is a suitable
method for the determination of Hb, which
- when implemented correctly — provides reli-
able test results for the selection of blood donors
and decision making for transfusion. However,
the reliability of the results obtained with higher
Hb values is smaller, therefore we recommend
laboratory testing. When this is not feasible, Hb
determination with POCT in a venous blood
sample is better than in a capillary one.

Izhodis¢e

Pri oceni primernosti krvodajalca za vsak
odvzem krvi je potrebna dolocitev koncen-
tracije hemoglobina (Hb) ali hematokrita
(Ht). Da lahko krvodajalka daruje kri, mora
imeti vrednosti Hb vsaj 125 g/L oz. Ht vsaj
0,38, krvodajalec mora imeti koncentracijo
Hb vsaj 135 g/L oz. Ht vsaj 0,41." Pri tem
moramo biti pozorni na previsoke in pre-
nizke vrednosti Hb in na razliko v izmerjeni
vrednosti Hb za ve¢ kot 20 g/L med dvema
zaporednima odvzemoma.’

Vrednost Hb je eden pomembnejsih de-
javnikov pri odloc¢itvi, ali bolnik transfuzijo
krvi potrebuje. Za vsako terapevtsko enoto
eritrocitne komponente je potrebno oceniti,
ali je indikacija zanjo res ustrezna. V inten-
zivnih enotah bolni$nic zadnja leta priporo-
¢ajo restriktivnejsi pristop k transfuziji, pri
cemer se prag vrednosti Hb znizuje (pod
8og/L),* kar ima za posledico pogostejse
dolocanje vrednosti Hb.

Koncentracijo Hb v krvi dolocajo anali-
zatorji spektrofotometri¢no z modificirano
hemiglobincianidno metodo. Referen¢na
metoda uporablja Drabkinov reagent, ki je
hipotoni¢na raztopina kalijevega heksaci-
anoferata (III) (KsFe(CN)s) in kalijevega
cianida (KCN). V hipotoni¢ni raztopini
Drabkinovega reagenta pride do hemolize
eritrocitov in spros¢anja hemoglobina. Nato
poteka reakcija dvostopenjsko. Najprej se s
kalijevim heksacianoferatom (III) oksidira
hemoglobin, nato pa se na nastali methemo-
globin veze cianidna skupina. Nastane rdece
obarvan produkt, ki ga analizator meri foto-
metri¢no pri valovni doloZini 540 nm.*

Razli¢ico hemiglobincianidne metode
je predlagal Vanzetti, ko je KCN zamenjal z
natrijevim azidom (NaNj3) in tako zmanjsal
toksi¢nost reagen¢ne mesanice. Slednjo, t. i.
Vanzettijevo razli¢ico hemiglobincianidne
metode, uporabljamo v analizatorjih POCT.
V mikrokiveti, ki je prevlecena z reagenti, se
po lizi eritrocitov in oksidaciji hemoglobina
v methemoglobin tvori obarvan kompleks z
azidnimi ioni (N3°). Nastali kompleks prav
tako zaznamo fotometri¢no pri valovni dol-
7ini 540 nm.®

Vse analitske postopke, tako POCT kot v
laboratoriju, je potrebno validirati,"**"** pri
izvajanju testov pa izvajati kontrole kakovo-
sti, ko vzorce za kontrolo in vzorce za prei-
skavo analiziramo z uporabo enakih tehnik
in v identi¢nih pogojih.

Tako pri oceni primernosti krvodajalca
za odvzem krvi kot tudi pri oceni nujnosti
pristopa k transfuziji pri bolnikih pric¢akuje-
mo, da je metoda, ki jo izberemo za doloca-
nje vrednosti Hb, hitra, zanesljiva, ponovlji-
va in da je za dolocitev potrebni vzorec krvi
¢im manjsi (preprecitev iatrogene anemije
oz. nepotrebne izgube krvi).

Preiskave ob bolnikovi postelji (POCT
ali point-of-care-testing) so preiskave, ki
nam to omogocajo. »”"'* POCT opredeljuje-
mo kot preiskave, ki se izvajajo ob oziroma
v neposredni blizini preiskovanca in katerih
rezultat lahko vpliva na spremembo obrav-
nave preiskovanca.!' Ve¢inoma uporabimo
za POCT kapilarni vzorec krvi, zato je pra-
vilni odvzem vzorca pomemben del kako-
vostne izvedbe testa.'> Zahteva spretnost in
izkusenost.
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Slika1: Na sliki 1a so
predstavljene meritve
iz vzorcev kapilarne
krvi z uporabo metode
POCT. Na sliki 1b so
predstavljene meritve
iz vzorcev venske krvi

z uporabo metode
POCT. Na sliki 1c so
predstavljene meritve
iz vzorcev venske

krvi v laboratoriju z
uporabo avtomatskega
analizatorja (te meritve
so predstavljale
referencne vrednosti
koncentracije Hb).

a

Uporaba POCT nam omogoca hitrej-
e sprejemanje odlocitve, hitrejsi pricetek
ustreznega zdravljenja, prilagoditev zdra-
vljenja stanju bolnika, manj zapletov, opti-
mizacijo zdravljenja in vecje zadovoljstvo
bolnika.'® Pomembna pa je tudi iz ekonom-
skega vidika.

Material in metode

Na Centru za transfuzijsko dejavnost
Izola (CTD IZ) smo priceli dolocati vredno-
sti Hb pri krvodajalcih s fotometri¢no meto-
do POCT leta 1994 (HemoCue). V letu 2007
pa smo po validaciji'® zamenjali napravo
HemoCue z napravo EKF (Hemo_Control).
Obe napravi sta se izkazali za primerljivi, le
da nam EKF poda tudi vrednost Ht. V Or-
topedski bolni$nici Valdoltra so POCT (He-
moCue) v Enoti pooperativne nege priceli
uporabljati leta 2003.

Pri odvzemu vzorca izberemo ustrezno
mesto (lateralni del blazinice prstanca ali
sredinca). Pazimo, da je prst segret in z ne-
7no masazo dosezemo primerno prekrvitev
mesta punkcije. Mesto o¢istimo z 70-odsto-
tno izopropil-alkoholno raztopino in po-
¢akamo, da se posusi. Zbodemo z lanceto
(1,8 mm do 2 mm globine) in, ¢e je potreb-
no, z nezno kompresijo okolice pridobimo
vzorec. Prvo kapljo odstranimo, k naslednji
prislonimo vrh mikrokivete in pustimo, da
kapilarni tlak posrka ustrezno koli¢ino vzor-
ca. Mikrokiveto vstavimo v drzalo naprave.
Po priblizno 45 sekundah se na ekranu izpi-
$e rezultat.

Iz epruvete z vensko krvjo dolo¢imo
koncentracijo Hb s POCT tako, da kapljico
vzorca nanesemo na nosilec (objektno ste-
kelce, plastificiran karton), vanj pomoc¢imo
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vrh mikrokivete in nadaljujemo postopek
kot pri testiranju kapilarnega vzorca.

Predanalitske napake so lahko pogoste
in pomembno vplivajo na rezultate. Med-
nje Stejemo preplitev vbod (pocasen pretok
krvi), da ne odstranimo prve kaplje krvi (pre-
vec tkivne tekodine), prevelik pritisk (hemo-
liza), razlitje po povrsini koze (koagulacija),
vbod na neustreznem mestu. Ce je pretok
krvi slab, je potrebno mesto odvzema vzor-
ca greti. Odvzemno mesto mora biti suho in
neposkodovano (brazgotine).'>'*'*"'” Brez
izvajanja ustreznih kontrol je zanesljivost
POCT lahko vprasljiva.>'®'® Referen¢na
metoda za dolocitev koncentracije Hb je
dolocitev cianhemoglobina z avtomatskim
hematoloskim analizatorjem.'**°

Pri krvodajalcih upos$tevamo interno na-
vodilo: ¢e je izmerjena vrednost +/- 5 g/L
okoli dovoljenega praga za odvzem krvi,
meritev ponovimo, a iz drugega prsta. Tako
zelimo prepreciti odklonitev krvodajalca, ki
bi nastala zaradi predanalitske napake.

Ce je tudi ponovni vzorec mejnih vre-
dnosti, se lahko odgovorni zdravnik po pre-
gledu krvodajalca in podrobnejsi anamnezi
odlo¢i za venski odvzem krvi z dolo¢itvijo
popolne krvne slike v laboratoriju.

Opazili smo, da se obcasno rezultati
POCT in laboratorijska dolo¢itev vrednosti
Hb razlikujejo. Predvsem pri vrednosti Hb,
ki so nizje ali visje od povpre¢nih. Zato smo
primerjali rezultate dolocitve vrednosti Hb,
pridobljene ob preiskovancu, in v laborato-
riju; pri krvodajalcih pred odvzemom krvi
in pri bolnikih v enoti pooperativne nege.

Krvodajalcem Centra za transfuzijsko
dejavnost Izola in bolnikom Enote poope-
rativne nege v Ortopedski bolnisnici Val-
doltra, pri katerih je bila moznost indikacije
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za transfuzijo krvi, smo odvzeli kapilarni in
venski vzorec krvi. Z metodo POCT smo iz
obeh vzorcev dolo¢ili koncentracijo hemo-
globina. Iz venskega vzorca pa se je dolocila
vrednost Hb tudi v laboratoriju.

Teste so izvajali zaposleni po razporedu
in so se med seboj izmenjevali.

Na CTD IZ smo uporabili EKF (Hemo_
Control), primerjalni laboratoriski test so
izvedli v Laboratoriju za klini¢no kemijo in
hematologijo Splosne bolni$nice Izola (LH
780 Beckman Coulter). V Ortopedski bolni-
$nici Valdoltra so v Oddelku postoperativne
nege uporabili HemoCue 201 in izvedli pri-
merjalni laboratorijski test v Laboratoriju
Ortopedske bolni$nice Valdoltra (Beckman
Coulter HMx). Oba bolni$ni¢na laborato-
rija imata vpeljan sistem kakovosti in imata
veljavno dovoljenje za delo v medicinskih
laboratorijih. Laboratorija sodelujeta v zu-
nanjih kontrolnih shemah SNEQAS, RIQAS
in INSTAND.

Za izracun statisti¢nih parametrov (pov-
precne vrednosti, standardne deviacije,
standardne napake, korelacije) smo upora-
bili statisticni program Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS).??

Rezultati in razpravljanje

Analizirali smo 130 vzorcev krvi in sicer
103 krvodajalcev pred odvzemom krvi na
CTD IZ in 27 bolnikov po ve¢ji ortopedski
operaciji v Enoti pooperativne nege Orto-
pedske bolnisnice Valdoltra.

Pri tem smo pazili, da so bile enakomer-
no zastopane koncentracije Hb. Meritve

koncentracij Hb, opravljene s POCT iz ka-
pilarnih vzorcev krvi so bile v razponu od
98 g/L do 201 g/L. Razmerje vzorcev, ki smo
jih vkljugili v raziskavo, je bilo enako, kot je
razmerje v krvodajalski populaciji (1/3 zen-
ske, 2/3 moski). Nizje koncentracije Hb smo
izmerili pri krvodajalkah, vi$je pa pri krvo-
dajalcih.

Zbrali smo tudi 27 vzorcev bolnikov,
pri katerih je bil opravljen ve¢ji ortopedski
operacijski poseg, kot so: vstavitev totalne
proteze kolka ali kolena, menjava totalne
proteze ter operacija na hrbtenici. Razpon
koncentracij kapilarnega Hb je bil od 70 do
167 g/L.

Rezultate smo primerjali z dolo¢itvami
koncentracij Hb v Laboratoriju za klini¢no
kemijo in hematologijo Splo$ne bolni$nice
Izola in v Laboratoriju Ortopedske bolni$ni-
ce Valdoltra.

Izra¢unana srednja vrednost koncentra-
cije Hb iz vzorcev kapilarne krvi z uporabo
metode POCT je bila 141,66 g/L in standar-
dna deviacija (SD) 29,642. Izracunana sre-
dnja vrednost koncentracije Hb iz venske
krvi z uporabo metode POCT je bila 141,81
g/L in SD 27765. Izracunana srednja refe-
rencna vrednost koncentracije Hb iz venske
krvi je bila 138,16 g/L. V tej skupini je bila
tudi najmanjsa SD (25,161) (Slika 1).

Ker je pri majhnih koli¢inah vzorca stro-
go upostevanje navodil velikega pomena,
smo dobili z visokim rezultatom korelacij-
skega koeficienta (R?) potrdilo, da je celo-
ten postopek dolo¢anja Hb s POCT zane-
sljiv kljub razli¢nim izvajalkam, razlicnim
vzorcem (bolnik, krvodajalec) in razli¢nimi

Tabela1: V tabeli so prikazane povprecne napake, ¢e smo merili vzorec kapilarne krvi s POCT in vzorec venske krvi istega bolnika
0z. krvodajalca z avtomatskim analizatorjem. Vidimo, da se pri visokih koncentracijah Hb povprecne napake vecajo, Ceprav je po
zagotovilih proizvajalca linearno obmod¢je naprave POCT od 0 do 200 g/L.

Interval koncentracij Hb (g/L)

Hb —hemoglobin
[1-254

do 120
121-140
141-160
161-180
nad 180

Povpre¢na napaka
(med POCT kapilarne krvi in referenéno vrednostjo)

-143

Standardna
deviacija

6,6
5,7
7
5,6
45
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Slika 2: Slika 2a
predstavlja korelacijo
meritev vzorcev kapilarne
krvi krvodajalca oz.
bolnika glede na meritve
vzorca venske krvi istega
krvodajalca oz. bolnika z
metodo POCT.

Slika 2b predstavlja
korelacijo meritev
vzorcev venske krvi
krvodajalca oz. bolnika

z metodo POCT glede

na meritve istega

vzorca venske krvi z
uporabo avtomati¢nega
analizatorja (referen¢na
metoda).

HbKap

T T T T T T T
L] 100 120 140 0o 140 200
HbVen

POCT (HemoCue, EKF, Hemo_Control).
Maksimalni korelacijski koeficient je visok.
Primerjava koncentracije Hb s POCT iz ka-
pilarne krvi in koncentracije Hb s POCT iz
venske krvi je pokazala, da je R? 0,949. Pri
primerjavi koncentracije Hb s POCT iz ven-
ske krvi in referenénih vrednosti Hb (dolo-
eno laboratorijsko) pa je bil R? 0,982 (Slika
2).

Proizvajalec POCT fotometri¢nih metod
za dolocanje vrednosti Hb zagotavlja line-
arno obmocje od o do 200 g/L. A pri nasih
vzorcih smo opazili odstopanja v primerja-
vi s pravo laboratorijsko koncentracijo Hb.
Kapilarne koncentracije Hb so lahko nizje
od venskih (za 1,07 g/L pri moskih oziroma
0,67g/L pri zenskah).** A se razlike obeh
meritev z viSino koncentracije Hb manj-
$ajo.”® Opazili smo tudi, da je, obratno od
pricakovanja, povprecna koncentracija Hb
venske krvi, izmerjene z laboratorijskim te-
stom, nizZja od izmerjene s POCT. Zato smo
primerjali vrednosti povpre¢nih odstopanj
pri razli¢nih intervalih koncentracij Hb ka-
pilarnega vzorca glede na referen¢ni koncen-
traciji Hb. Ugotovili smo, da je povprecna
napaka najmanjs$a pri normalnih vrednostih
Hb (120-140 g/L) in je —0,4, vecja pa je pri
odmiku od srednje vrednosti Hb (v skupini
do 120 g/L je 2,5, v skupini med 141 do 160
g/Lje -3,6,0d 161 do 180 g/L je 8,6 in v sku-
pini nad 180 g/L celo -14,3) (Tabela 1).

Nismo ugotovili razloga za vecjo pov-
precno napako pri visjih izmerjenih vre-
dnosti Hb. Mozen vzrok je vec¢ja koncen-
tracija beljakovin, ki vpliva na izmerjeno
vrednost,"?*” moZen je vzrok tudi v preda-
nalitski fazi (npr. koagulacija vzorca).
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Kljub nesporno velikim prednostim
POCT priporo¢amo previdnost pri tolma-
Cenju rezultatov.’® V primerih visokih in
nizjih koncentracij Hb priporo¢amo razsi-
ritev testiranja z laboratorijsko preiskavo, ce
pa to ni mozno, vsaj dodati dolocitev Hb iz
venskega vzorca s POCT (vi§ji korelacijski
koeficient).

Zakljucek

Ugotovili smo, da je POCT fotometri¢na
metoda (HemoCue 201 ali Hemo_Control
EKF) ob pravilni izvedbi ustrezna metoda
za dolocanje koncentracije Hb tako pri kr-
vodajalcih pred odvzemom krvi kot pri bol-
nikih pred odlo¢itvijo o nujnosti transfuzije.
S POCT dobimo Zelene rezultate v kratkem
casu. POCT skrajsa cas ¢akanja krvodajalca
pred odvzemom krvi na krvodajalski akciji,
pri bolnikih v pooperacijskem obdobju pa
prispeva k racionalnejsi odlocitvi o nujnosti
zdravljenja s krvjo. Omogoca izboljsanje kli-
ni¢nega in ekonomskega ucinka zdravljenja.

Ceprav proizvajalec zagotavlja linearno
obmocje za dolocanje koncentracije Hb od
o do 200 g/L, smo opazili ve¢ja odstopanje
pri skrajnih vrednostih (tako visjih od 180
g/L kot nizjih od 100g/L). V takih primerih
je priporocljiva dodatna dolocitev koncen-
tracije Hb iz venskega vzorca krvi ali labora-
torijsko testiranje.

Iz navedenih razlogov ne priporo¢amo
POCT fotometricne metode za dolocitev
vrednosti Hb pri bolnikih s pricakovanimi
visokimi vrednostmi Hb, kot so npr. pri bol-
nikih pred terapevtskim odvzemom krvi pri
hemokromatozi ali pravi policitemiji.
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V enotah intenzivne medicine dolocitev

koncentracije Hb s POCT ne more nadome-
stiti informacije, ki nam jo omogoca izvedba
celotne krvne slike, lahko pa pomaga k hitri
odlo¢itvi o ustreznosti transfuzijskega zdra-
vljenja.
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