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KRATICE

ECMO - izvantjelesna membranska oksigenacija (prema engl. Extracorporeal membrane

oxygenation)

NO - dusikov oksid

LDH - laktat dehidrogenaza

ROS - reaktivne kisikove vrste

1 Oz - atomarni Kisik

OH- - hidroksilni slobodni radikal

NET - neutrofilne ekstracelularne zamke

ARDS - akutni respiratorni distres sindrom (prema engl. Acute respiratory distress syndrome)
RPM - broj okretaja u minuti (prema engl. Run per minute)

PaO./FiO; - omjer parcijalnog arterijskog tlaka kisika i udjela kisika u udahnutoj smjesi (prema

engl. Partial arterial pressure of oxygen/fraction of inspired oxygen ratio)

PEEP - pozitivan tlak na kraju izdisaja (prema engl. Positive end-expiratory pressure)

DIK - diseminirana intravaskularna koagulopatija

ACT - aktivirano vrijeme zgruSavanja (prema engl. Activated clotting time)

IVD - in vitro dijagnostika (prema engl. In Vitro Diagnostics)

FDA - americ¢ka Agencija za hranu i lijekove (prema engl. U.S. Food and Drug Administration)
CE - oznaka europske sukladnosti (prema engl. European Conformity)

POCT - pretrage uz krevet bolesnika (prema engl. Point of Care Testing)



Uvod

1. UvOD

Hemoglobin, protein nazvan krvnom bojom, nalazi se unutar eritrocita i znacajne
koli¢ine slobodnog hemoglobina (izvan eritrocita) normalno nisu prisutne u plazmi.
Intravaskularna hemoliza je stanje dezintegracije krvnih stanica i posljedi¢no otpustanje
slobodnog hemoglobina u plazmu. Hemoglobin otpusten u plazmu premasuje sposobnost
vezanja specifi¢nih bjelancevina (npr. haptoglobina, globulina koji se normalno nalazi u plazmi
u koncentracijama oko 1,0 g/l) te dolazi do hemoglobinurije. Nevezani se hemoglobin
reapsorbira u stanicama bubreznih kanali¢a, gdje se zeljezo pretvara u hemosiderin, kojega se
dio ponovno iskoristava, a dio odlazi mokracom kako se ljuste epitelne stanice bubreznih

kanalica.

Intravaskularna hemoliza moze nastati kao posljedica patoloskih stanja kao Sto su
nezeljena reakcija antigen-antitijelo, hemoliticke anemije, trovanja te primjene razlicitih
terapijskih postupaka kao Sto su hemodijaliza, izvantjelesna membranska oksigenacija (ECMO,
prema engl. Extracorporeal membrane oxygenation), ugradnja sr¢anih zalistaka i slicno. Do
danas 1 uz trenutno dostupne tehnologije, hemoliza je neizbjezna nuspojava svake izvantjelesne
cirkulacije, osobito kada je potreban visok protok krvi za potporu respiratornog ili sré¢anog
zatajenja, kao tijekom ECMO potpore. Bioloski gledano, klasi¢éne promjene povezane s
hemolizom su: porast laktat dehidrogenaze i fosfata, pad hemoglobina, smanjenje haptoglobina,

povecéanje nekonjugiranog bilirubina i hiperkalijemija u teSkim oblicima.

Budu¢i da je poviSenje vrijednosti laktat dehidrogenaze potpuno nespecifi¢no,
haptoglobin je cesto ve¢ snizen, a povecanje nekonjugiranog bilirubina je odgodeno,
odredivanje vrijednosti slobodnog hemoglobina u plazmi predstavlja kljuéni bioloski biljeg za

procjenu stupnja hemolize.

1.1.Intravaskularna hemoliza

Hemogobin je tetramer koji se sastoji od dvaju parova globinskih polipeptidnih lanaca.
Jedna molekula hemoglobina sadrzi 4 molekule hema. Hem se sintetizira u mitohondrijima
eritroblasta. Svaka od tih molekula veze se za jednu molekulu globina. Na hem otpada 4 %

molekule hemoglobina dok polipeptid globin ¢ini 96 % cjelokupne molekule hemoglobina.
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Osnovne funkcije hemoglobina su unutarnje disanje, prijenos kisik iz pluca u tkiva te ugljikova
dioksida natrag iz tkiva u plu¢a. Hemoglobin takoder sudjeluje u prijenosu dusikova oksida

(NO) koji je vrlo jaki vazodilatator.

Prerano raspadanje eritrocita, hemoliza, je oslobadanje hemoglobina 1 drugih
unutarstani¢nih sastojaka eritrocita u izvanstani¢nu tekué¢inu. Lokalizaciju hemolize odreduju
tezina i oblik promjene eritrocita. Hemoliza moze nastati intravaskularno (in vivo) i
ekstravaskularno (in vitro). Razaranje eritrocita od strane makrofaga, tzv. ekstravakularna
hemoliza, posljedica je aktivacije makrofaga specifi¢cnim imunoglobulinima na povrSini
eritrocita kao 1 zbog fizickih promjena u samoj strukturi membrane eritrocita. Ona je ¢esS¢a i
uzrokovana je nepravilnim uzorkovanjem krvi, nepravilnim rukovanjem ili centrifugiranjem (1,
2).

Ako je eritrocit jako oStecen u cirkulaciji nastati ¢e intravaskularna hemoliza, Sto se u
normalnim uvjetima rijetko dogada. OSteceni se eritrociti u veéini slucajeva odstranjuju
ekstravaskularnom hemolizom u mononuklearnom-makrofagnom sustavu kostane srzi, jetre i
slezene. Zivotno ugrozavajuée stanje, intravaskularna hemoliza, dominatni je na¢in destrukcije
eritrocita u nekim hemolitickim stanjima i poremecajima kao $to su ABO inkompatibilne
transfuzijske reakcije, komplementom inducirane hemolize u paroksizmalnoj no¢noj
hemoglobinuriji, hemolizi prisutnoj kod umjetnih sréanih zalistaka, primjene razli¢itih
terapijskih postupaka poput hemodijalize ili ECMO potpore gdje je neizbjezna nuspojava zbog
izvantjelesne cirkulacije kada je potreban visok protok krvi za potporu respiratornog ili sr¢anog
zatajenja, pri traumatskom ostecenju eritrocita u cirkulaciji poput ,,mar$ hemoglobinurije® ili

djelovanjem vanjskog bakterijskog toksina kod sepse.

U ukupnom postotku svih hemoliziranih uzoraka intravaskularna hemoliza zauzima 3,2
% (1, 2). Karakteristicne promjene u intravaskularnoj hemolizi su hemoglobinemija,
hemoglobinurija te hemosiderinurija i methemalbuminemija uz snizen haptoglobin te povisen
LDH. Intravaskularna hemoliza rezultira pojavom slobodnog hemoglobina u plazmi cija
koncentracija ¢esto premasuje sposobnost vezanja na specificne proteine poput haptoglobina.
Organizam nastoji kompenzirati ubrzano propadanje eritrocita. KoStana srz ima sposobnost
povecati stvaranje eritrocita do 6 puta iznad normale, odnosno organizam je sposoban
kompenzirati anemiju sve dok se zivotni vijek eritrocita ne skrati ispod 20 dana. U
intravaskularnoj hemolizi dolazi do oslobadanja toksi¢nih komponenti hemoglobina i hema,
koji su tipi¢no sadrzani unutar eritrocita, u cirkulaciju. Primarni akutni patofizioloski odgovor

na izvanstaniéni hemoglobin u plazmi je poviSeni krvni tlak te prooksidacijski toksi¢ni u¢inak

2
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koji se javlja u vaskularnom i bubreznom tkivu kao i porast tlaka u plu¢noj arteriji. Sustav kojim
se ogranicava toksi¢ni uc¢inak komponenti eritrocita obuhvaca topive proteine plazme, medu

kojima su najvazniji haptoglobin i hemopeksin.

Haptoglobin, prva linija obrane, ireverzibilno se veze za oslobodeni hemoglobin. Tako
nastali kompleks brzo se uklanja iz cirkulacije endocitozom posredovanom receptorima (CD-
163 receptori Cistaci) te razgraduje u jetri $to posljedicno dovodi do smanjenja plazmatskoga
haptoglobina. Slobodni hemoglobin moze nadiéi taj sustav 1 uzrokovati pojacanu potroSnju
endogenoga dusikovog oksida (NO) te formiranje methemoglobina. Hemopeksin je protein
akutne faze, primarno eksprimiran u jetri, koji veZe hem, a nastali se kompleks uklanja
endocitozom posredovanom receptorima (3). Slobodni hemoglobin autooksidira u
methemoglobin i sudjeluje u pseudoperoksidaznom ciklusu stvarajuéi reaktivne kisikove vrste
(ROS). Hem, koji sadrzi zeljezo, takoder sudjeluje u stvaranju ROS-a Fentonovom reakcijom
pri ¢emu nastaju sekundarni produkti redukcije molekule kisika. Ovom reakcijom superoksidni
anion i1 vodikov peroksid uzajamno reagiraju dajuci bezopasni hidroksilni ion i dvije vrlo
reaktivne molekule, atomarni kisik (1 O2) i hidroksilni slobodni radikal (OH-), najopasniji

kisikov derivat.

Svojim djelovanjem hem i slobodni hemoglobin mogu izazvati vaskularnu disfunkciju i
upalu. Prvi mehanizam Stetnoga djelovanja je poremecaj u ravnotezi izmedu NO-a, vaznoga
regulatora vazodilatacije i vazokonstrikcije, i ROS-a. NO i oksihemoglobin mogu brzo i
ireverzibilno reagirati, ali budu¢i da hemoglobin nije slobodan nego je odijeljen u eritrocitima
taj je proces obi¢no ograni¢en. Kod intravaskularne hemolize hemoglobin cirkulira slobodan ili
u obliku mikrovezikula. Mikrovezikule mogu brzo reagirati s NO-om. Zbog smanjene
biodostupnosti NO-a nastaje vazomotorna nestabilnost, disfunkcija endotela i sistemska
vazokonstrikcija $to posljedi¢no uzrokuje povecanje sistemskog vaskularnog otpora te dovodi
do povecanja sistolickoga, dijastolickoga i prosje¢noga arterijskog krvnog tlaka sa smanjenim
ili nepromijenjenim sréanim minutnim volumenom, smanjene perfuzije bubrega i drugih organa
(3). NO inhibira agregaciju trombocita i ekspresiju endotelnih adhezijskih molekula, pa
smanjena biodostupnost NO-a tijekom hemolize moze dovesti do aktivacije trombocita i
sustava hemostaze. NO takoder utjece na koagulacijsku kasakadu inhibirajuci faktor XIIl. Hem
i hemoglobin mogu posredovati u aktivaciji urodenoga imunosnoga sustava uzrokovajuci
migraciju makrofaga i neutrofila u plu¢a i1 oslobadanje neutrofilnih ekstracelularnih zamki

(NET). Taj proces inducira aktivaciju upale, tromboze i odlaganje fibrina (3).
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1.2.1zvantjelesna membranska oksigenacija

Izvantjelesna membranska oksigenacija (ECMO, prema engl. Extracorporeal Membrane
Oxygenation) tehnika je pruzanja produzene izvantjelesne cirkulacijske ili respiracijske potpore
tijekom koje se s pomocu posebnog uredaja venska krv odvodi iz organizma, oksigenira i zatim
vraa u organizam. Osnovni cilj ECMO-a jest zadovoljavaju¢a opskrba tkiva kisikom 1
odstranjivanje ugljikova dioksida u bolesnika s teSkim oblicima zatajivanja rada srca ili pluca,
kada su refraktarni na konvencionalno lijeCenje (4). Ovakav oblik potpore primjenjuje se
primarno kod bolesnika sa Zivotno ugrozavaju¢im oblicima zatajivanja rada srca ili plu¢a. U
danasnje vrijeme indikacije za ECMO potporu su znacajno proSirene te obuhvacaju odredene
bolesnike s ireverzibilnim oSte¢enjem ciljnih organa, zastojem srca, kao 1 bolesnike podvrgnute
rizicnim postupcima u intervencijskoj kardiologiji (5). Postupak je prvi puta uspjesno
primijenjen 1971. godine kod bolesnika s traumatskim akutnim respiratornim distres
sindromom (ARDS, prema engl. Acute respiratory distress syndrome). ECMO potpora je
nezaobilazno sredstvo u lijeCenju teSke kardiorespiratorne disfunkcije u svim dobnim
skupinama pacijenata vise od 3 desetlje¢a. Od 2015. godine Organizaciji za izvantjelesno
odrzavanje zivota prijavljeno je > 78 000 slucajeva, a broj centara koji prijavljuju u ovu

medunarodnu bazu podataka, sada prelazi 300 na globalnoj razini, te se stalno poveéava (6).

Osnovne dijelove ECMO sustava ¢ine: mehanicka krvha pumpa koja vrsi izvantjelesni
protok krvi, membranski oksigenator u kojem se odvija izmjena plinova, cijevi i kanile kroz
koje se odvija prijenos Kkrvi iz bolesnika do membranskog oksigenatora i natrag u bolesnika,
kao i mjesac plinova te grijaca jedinica. Zahvaljujuéi negativnom tlaku koji stvara mehanicka
pumpa deoksigenirana venska krv odvodi se iz organizma preko ,,pristupne‘ kanile postavljene
u venski dio cirkulacije. Pumpa zatim potiskuje krv prema oksigenatoru u kojem se krv
obogacuje Kkisikom, uz istodobno odstranjivanje ugljikova dioksida. U situacijama kada je
potrebno odrzavati temperaturu krvi i tijela na odredenoj razini, krv obogacena kisikom
usmjerava se u izmjenjivac topline, gdje se zagrijava ili hladi. Potom se preko ,,povratne* kanile

odvija povrat bilo u arterijski ili venski dio cirkulacije.

ECMO krugovi mogu varirati od jednostavnih do slozenih i mogu ukljucivati razne
monitore protoka Kkrvi i tlaka, kontinuirani monitoring zasi¢enja oksihemoglobinom, mjesta
pristupa krugu i most koji povezuje venski pristup i arterijsku infuziju na krajevima kruga. Krv

je izloZena velikoj povrsini dok se kre¢e kroz ECMO krug, uzrokujuéi znacajan gubitak topline,
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pa se kod djece na ECMO potpori krv izravno zagrijava kako bi odrzala tjelesnu temperaturu.
ECMO krugovi moraju biti funkcionalni i prenosivi i u idealnom slucaju treba pokusati
ograni¢iti veli¢inu umjetne povrsSine kruga. Kada je krv izloZena nebioloskim povrSinama
kruga, pokrece se slozeni bioloski odgovor koji ukljucuje i put koagulacije i put upalnog
odgovora. ECMO krugovi mogu ukljuéivati most od cijevi koji povezuje proksimalni venski
pristupni ekstremitet kruga s proksimalnim arterijskim infuzijskim ekstremitetom kruga. Ovaj
most se koristi za recirkulaciju krvi kroz krug ako se pacijent mora privremeno ukloniti iz
potpore. Pacijent se moze iskljuciti iz ECMO kruga kako bi se utvrdilo moze li se odrzati
odgovarajuca izmjena plinova i hemodinamika dok se protok nastavlja kroz most. ECMO
krugovi mogu biti pripremljeni s kristaloidima za relativno brzo koristenje i sigurno pohranjeni
do 30 dana. Ako vrijeme dopusta, veéina pedijatrijskih pacijenata dobiti ¢e ECMO krug
pripremljen s krvlju. Sastav krvi obi¢no sadrzi mjesavinu eritrocita, albumina, svjeze smrznute

plazme, nefrakcioniranog heparina i kalcija.

Osnovna komponenta ECMO kruga je mehani¢ka pumpa. Poluokluzivne valjkaste pumpe
bile su standard desetlje¢ima, ali su u danasnje vrijeme uglavnom zamijenjene novim
centrifugalnim pumpama. ECMO pumpa mora osigurati protok prikladan za pacijenta (obi¢no
75 — 150 mL/kg/min za dojenc¢ad i djecu), unutar sigurnog raspona tlakova kako bi se izbjegla
hemoliza. lIzlazni tlak je funkcija brzine pumpe i otpora cijevi, kanile i arterijskog tlaka
pacijenta. Rizik kod visokog izlaznog tlaka je puknuce kruga. Krug bi trebao izdrzati tlak od
600 mm Hg, ali se 300 mm Hg smatra gornjom sigurnom granicom za vec¢inu primjena. Rizik
niskog ulaznog tlaka je hemoliza. Centrifugalna pumpa, u kojoj rotor koji se okrece stvara
protok i tlak, zamjenjuje valjkastu pumpu. Smjestena je ispred oksigenatora. Pomocu
centrifugalne pumpe krv se preko dovodne linije usmjerava u oksigenator. Za razliku od
valjkastih pumpi, motor centrifugalne pumpe je lagan i malen, komponente se ne trose, a
perfuzijski tlak je ograni¢en brojem okretaja u minuti (RPM, prema engl. Run per minute), tako
da je tlak u povratnom vodu nizak, a puknuce kruga iznimno rijetko. Potencijalni problemi
glave centrifugalne pumpe ukljucuju stagnaciju i zagrijavanje u glavi crpke, $to dovodi do
stvaranja tromba pri niskim protocima ili ako je izlazni vod zacepljen, te hemolizu kada je
ulazni vod zacepljen. Nove generacije centrifugalnih pumpi za dugotrajnu upotrebu imaju rupu
u srediStu rotora koja rjeSava probleme stagnacije, tromboze i zagrijavanja. Kada je venska
linija zacepljena, rotor se nastavlja vrtjeti, evakuirajuci krv iz glave pumpe 1 stvaraju¢i vakuum
Sto uzrokuje kavitaciju i hemolizu. To se dogada u sekundi (milisekunde pri visokim

okretajima), tako da nijedan regulacijski sustav nije dovoljno brz da sprijeci kavitaciju. Problem
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se moze minimizirati ugradnjom sklopivog mjehura u vensku liniju da djeluje kao mini
rezervoar regulacijom broja okretaja pumpe na temelju senzora ulaznog tlaka, §to sprjecava
nastavak usisavanja kada je vod zacepljen vise od nekoliko sekundi. Hemoliza moze biti
uzrokovana stvaranjem topline i tromba u glavi pumpe, stagniraju¢im ili turbulentnim zonama
protoka krvi u glavi pumpe, oksigenatoru ili drugim mjestima u krugu, posmi¢nim naprezanjem
uzrokovanim velikim brzinama protoka krvi, prekomjernim usisom i trombozom kruga.
Istrazivanja pokazuju da je jedan od mogucih razloga nastanka hemolize stvaranje mikro
mjehuri¢a zraka u pumpi zbog razvoja visokog negativnog tlaka u dovodnoj liniji (7). Rizik
nastanka tromba smanjuje se ujedna¢enim jednosmjernim strujanjem i manjom stagnacijom,

dok smanjeni stres smicanja umanjuje hemolizu.

Ovisno o konfiguraciji ECMO potpore, drenazna ili dovodna linija dovodi
neoksigeniranu krv u oksigenator, a spaja se na vensku (dovodnu) kanilu koja ulazi u izabranu
venu ili desni atrij. Povratna ili odvodna linija odvodi oksigeniranu krv iz oksigenatora, a spaja
se na arterijsku (odvodnu) kanilu koja izlazi iz kanilirane arterije ili ascendentne aorte.
Unutrasnji promjer kanile dominantno odreduje otpor protoku krvi koji se eksponencijalno
povecava povecanjem protoka. Kao i druge komponente modernog ECMO kruga, vaskularne
kanile su dozivjele znacajne promjene dizajna koje su poboljsale u¢inkovitost protoka krvi kao
i ukupni u¢inak. Jednoluminalne kanile se koriste za osiguravanje venskog i arterijskog pristupa
kod pacijenata koji su podvrgnuti V-A ECMO potpori ili venskog pristupa na viSe mjesta za
pacijente podvrgnute V-V ECMO potpori. Vecina kanila proizvedena je od biokompatibilnog
poliuretana, koji moze biti oblozen heparinom ili ne-heparinskim polimerima koji mogu
smanjiti aktivaciju trombocita i upalni odgovor na sucelju krv-kanila (8). Vecina je kanila
ojacana zicom koja je dizajnirana da sprijec¢i okluziju. Osim toga, neke imaju savitljivu zicu
duz duljine stijenke kanile koja se moze koristiti za prilagodavanje kuta umetanja i polozaja
unutar srca kada se Koristi tijekom ECMO-a otvorenog prsnog kosa. Dostupne su razli¢ite
konfiguracije vrha kanile. Dvoluminalne kanile pruzaju vensku potporu preko jednog
jugularnog venskog pristupa. Krv se pacijentu vadi kroz jedan lumen, a zatim se vraca pacijentu
kroz manji lumen. Pravilno pozicioniranje vrha kanile u blizini donjeg kavoatrijalnog spoja
neophodno je za optimalnu izvedbu kanile. Odvodni i povratni otvori za krv prostorno su
odvojeni kako bi se smanjila recirkulacija krvi unutar ECMO kruga, te poboljsala oksigenacija
tijekom V-V ECMO potpore (9). Ehokardiografsko ili fluoroskopsko snimanje potrebno je za

provjeru pravilnog postavljanja kanile.
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Ekstrakorporalna izmjena Kisika i ugljikova dioksida odvija se jednostavnom difuzijom
unutar umjetnog pluca ili membranskog oksigenatora, koji sadrzi snopove umjetnih kapilara ili
Supljih vlakana koji sluze kao kanali za krv, plin i vodu. Svjezi plin usmjerava se u lumen
vlakna, dok krv prolazi izvana, a termoregulirana voda tece kroz susjedne kanale. Oksigenator
je uredaj za izmjenu plinova, dodavanje kisika i uklanjanje ugljikova dioksida iz krvi. Izmjena
plinova u oksigenatoru ovisi o protoku krvi, brzini protoka zraka i koncentraciji kisika. Razinu
kisika koji se isporucuje iz oksigenatora primarno definiraju brzina protoka krvi i koncentracija
kisika koji ulazi u oksigenator. Razinu ugljikova dioksida definira brzina protoka kisika.
Povrsina 1 mijeSanje krvnog puta odreduju maksimalan kapacitet oksigenacije bilo kojeg
uredaja za izmjenu plina. Protok oksigenatora definiran je koli¢inom nezasi¢ene (75 %) krvi
koja moze biti gotovo potpuno zasi¢ena (95 %) u minuti. U samim zacecima primjene ECMO
potpore membrane oksigenatora bile su napravljene od polietilena. U idu¢im godinama primat
preuzimaju silikonske membrane. Membrana oksigenatora sadrzi milijune mikropora
sac¢injenih od vlakana hidrofobnih polimera kroz ¢iji lumen tece kisik, a oko njih protjece krv.
Ovakvim se nacinom izbjegava direktni kontakt krvi i plina. Difuzija i prijenos plinova kroz
membranu oksigenatora ovise o povr§ini membrane i gusto¢i hidrofobnih vlakana, kao 1 o visini
protoka krvi koja ulazi u oksigenator te brzini protoka kisika kroz oksigenator. Kolobow
umjetno pluce standardni je oksigenator koji se koristi za ECMO aplikacije. Sastoji se od
ravnog ojacanog omotaca od silikonske gume omotane oko zi¢ane mreZe u spiralnoj zavojnici.
Protok krvi i plina u protustrujnim smjerovima unutar silikonskog pluca i izmjena plinova
odvija se difuzijom kroz membranu. Ovaj membranski oksigenator vrlo je u€inkovit u izmjeni
kisika i ugljikova dioksida, ali je potrebno imati na raspolaganju razli¢ite veli¢ine. Za manja
pluca sa silikonskom membranom potreban je poseban izmjenjiva¢ topline. Silikonska pluca
imaju visoku otpornost na protok sto ograni¢ava maksimalni protok krvi koji bi se ina¢e mogao
svog dizajna i visoke otpornosti, silikonski oksigenator mnogo je teze odzraditi, pa mu je
potrebno dulje vrijeme za punjenje i teZi je za transport. Unato¢ tim ograni¢enjima, Kolobow
membranska pumpa za pluca desetlje¢ima je sluzila potrebama ECMO sustava. Napredak u
tehnologiji omogucio je izradu membrane oksigenatora od polimetilpentenskih Supljih vlakana
¢ime je omogucena bolja oksigenacija krvi na manjoj povrsini. Glavni cilj u dizajnu potrosnog
materijala za ECMO potporu jest proizvesti dijelove ECMO sustava $to manjih povrSina s
visokom ucinkovito$¢u koji ¢e omoguditi visoku kompatibilnost s krvlju a sve u svrhu
sprjecavanja komplikacija koje mogu nastati djelovanjem koagulacijske kaskade i imunoloskog

sustava. Kompaktnijim oksigenatorima i optimiziranjem protoka krvi moguée je smanjiti
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povr$inu membrane i1 izmjenjivaca topline, ¢ime se smanjuje njihov potencijal za stvaranje
tromba 1 aktivaciju upale. Mali primarni volumen omogucuje koristenje jednog uredaja za sve
pacijente, a ovi se krugovi mogu ostaviti sastavljeni i napunjeni kristaloidima. Oksigenatori
nove generacije sadrze integrirani uredaj za izmjenu topline, Sto omogucuje preciznu kontrolu
tjelesne temperature bez potrebe za dodatnim komponentama. Rano iskustvo u radu sa
polimetilpentenskim oksigenatorima pokazalo je da su robusni i dugotrajni, s ograni¢enjem
upalnog odgovora i smanjenim potrebama za transfuzijom, §to ih ¢ini vrlo prikladnim za
dugotrajnu upotrebu (10). Uredaj koji u oksigenator isporucuje odredeni postotak te Zeljenu
brzinu protoka kisika je elektronski mjesa¢ plinova. Temperaturu krvi koja prolazi kroz

oksigenator kontrolira grijaca jedinica.
Tri su razli¢ita nacina ECMO potpore:

. vensko-venski (V-V)
. vensko-arterijski (V-A)
. hibridni oblici ECMO potpore.

Odluka o primjeni nekog od navedenih na¢ina primarno ovisi o sr¢anoj funkciji.

1.2.1. Vensko-venski ECMO

Primjenom V-V ECMO nacina rada venska se krv iz bolesnika odvodi preko pristupne
kanile, koja je najcesce pozicionirana u femoralnu venu, te se potom oksigenirana krv vraca u
venski sustav povratnom kanilom smjestenom u unutarnjoj jugularnoj veni. Na ovaj se nacin
osigurava oksigenacija i uklanjanje ugljikova dioksida iz venske krvi, a ujedno smanjuje razina
potrebne mehanicke ventilacije te minimizira rizik od ozljede plu¢a (11). Buduci da se
oksigenirana krv ponovno vra¢a u venski dio cirkulacije, ovaj na¢in konfiguracije ne osigurava
hemodinamsku potporu te se primjenjuje kod bolesnika bez znacajnije sréane disfunkcije
kojima je potrebna iskljucivo respiracijska potpora. Ucestalost komplikacija prilikom primjene
V-V ECMO potpore znatno je niza jer za razliku od V-A ECMO nacina omogucuje potporu
fizioloske hemodinamike uz minimalni rizik od nezeljnog tromboembolijskog dogadaja a

ujedno ne postoji potreba za kanilacijom arterija (12).
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1.2.2. Vensko-arterijski ECMO

Kod primjene V-A ECMO-a oksigenirana se krv vra¢a u organizam preko povratne kanile
koja se postavlja u jednu od velikih arterija. Ovakvim se nacinom potpore, kao i kod
standardnoga kardiopulmonalnoga premostenja, zaobilazi srce i pluc¢a te preuzima ili podrzava
cirkulacijska funkcija srca. Isto tako, V-A ECMO istodobno moze preuzeti ili poduprijeti
funkciju izmjene plinova u krvi. Time je sustavni arterijski protok rezultat protoka u
cirkulacijskome krugu i vlastita izbacaja lijeve klijetke. Primjenu nalazi kod lijevostranog i

desnostranog srcanog zatajenja (13). Dva su oblika V-A ECMO-a, centralni i periferni.

Kod centralnog V-A ECMO-a kanile se postavljaju u centralne strukture (desna
pretklijetka i uzlazna aorta) otvorenim kirurSkim pristupom. Primjenjuje se nakon
kardiokirur$kih zahvata u slucajevima oteZanog odvajanja bolesnika od stroja za izvantjelesni
krvotok ili kod teskih oblika kardiorespiratornog zatajivanja, kada su potrebni visoki protoci za

postizanje dostatne perfuzije tkiva (14).

Perifernim V-A ECMO-om kanuliraju se velike periferne krvne zile (najce$¢e u
femoralnoj regiji), bilo perkutanim pristupom ili kirurSkom preparacijom. Ovakva
konfiguracija osigurava pretezno cirkulacijsku potporu te nije indicirana kod bolesnika s
respiratornom insuficijencijom (15). Kod bolesnika u kardiorespiratornom arestu, periferni V-
A ECMO s malim kanilama koje se postave perkutanim putom, tzv. niskoprotocni vensko-

arterijski ECMO, omogucuje vrlo brzi poc¢etak hemodinamske potpore (16).

1.2.3. Hibridni oblici ECMO potpore

Ukoliko tijekom ECMO potpore perfuzija i oksigenacija postanu neadekvatne, ako se ne
ispunjavaju terapijski ciljevi ili nastanu komplikacije kao rezultat postavljene kanilacije kao $to
je diferencijalna hipoksemija nuzno je uzeti u obzir i druge modalitete kanilacije. Optimalna
dostava kisika kao i perfuzija ciljnih organa ostvaruje se na nacin da se u ECMO cirkulacijski
krug dodaje dodatna kanila koja se postavlja u venu ili arteriju ovisno o hemodinamskim
parametrima bolesnika. Dodatna kanila tijekom ECMO potpore povecava rizik od krvarenja
zbog kontinuirane antikoagulantne terapije poglavito u arterijskoj vaskulaturi. Osim

vaskularnih komplikacija, izbor trece ili Cetvrte kanile osigurava dodatno ulazno mjesto za
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infekciju ili trombozu. S fizioloske strane, povrat krvi u venski sustav je uvijek vec¢i u odnosu
na arterijski sustav zbog izostanka otpora u venskoj cirkulaciji. Upravo zbog toga, na jednu od
povratnih linija treba biti postavljen senzor protoka i stezaljka kojom se omogucava ili
ograni¢ava dostava krvi u odredenu povratnu kanilu. Minimalni protok do svake kanilirane
krvne Zile trebao bi biti najmanje 1 I/min kako bi se izbjegao nastanak tromba (17). Ukoliko
dode do pogorsanja hemodinamskog stanja bolesnika te razvoja znakova kardiogenog Soka, kao
rezultat zatajenja desne ili lijeve strane srca, kod bolesnika na V-V ECMO potpori nuzno je
osigurati cirkulacijsku potporu. Ovakva se potpora postize dodavanjem arterijske kanile u
ECMO sustav. Navedena ECMO konfiguracija (opisana kao veno-arterijsko-venska (VA-V
ECMO) potpora) pruza potporu cirkulaciji putem arterijske kanile uvedene preko femoralne
arterije ili arterije subklavije (18). U situacijama kada V-A ECMO potpora ne osigurava
dovoljnu koli¢inu oksigenirane krvi u gornjem dijelu tijela bolesnika ( ,,Harlekin sindrom* ili
,»Sindrom sjever/jug®), dodatna dovodna kanila moze se uvesti u jugularnu venu i na taj nacin
dostaviti oksigeniranu krv u pluénu cirkulaciju (V-AV ECMO hibridni pristup). Dostava
oksigenirane krvi preko desne klijetke 1 pluéne cirkulacije moze ucinkovito popraviti

diferencijalnu hipoksemiju (19).

Kako je ECMO visoko rizican i financijski skup postupak, prije donosenja odluke o
pocetku lijecenja kod svakog je bolesnika nuzno obaviti individualnu procjenu rizika i koristi
od primjene samog postupka. Indikacije za cirkulacijsku potporu, odnosno primjenu V-A
ECMO modaliteta navedene su u Tablici 1. Primjena V-V ECMO modaliteta indicirana je u

slu¢ajevim koji su navedeni u Tablici 2.

Tablica 1. Indikacije za primjenu V-A ECMO.
Kardiogeni Sok: akutni koronarni sindrom, fulminantni miokarditis, sepsa s dubokom
depresijom srca, masivna plu¢na embolija
Nakon kardiokirurskih zahvata: nemogucénost odvajanja od kardiopulmonalne premosnice
Nakon transplantacije srca: primarno zatajenje transplantata
Terminalna faza kroni¢nog sréanog zatajenja: kao premosno lije¢enje do transplantacije srca,
implementacije uredaja za mehanicku potporu cirkulaciji (VAD, prema engl. Ventricular assist
device) koja moze biti privremena ili kona¢na metoda lijecenja
Refraktorni sréani zastoj (> 10 min)

Periproceduralna preventivna podrska za visokorizi¢ne perkutane koronarne intervencije
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Tablica 2. Indikacije za primjenu V-V ECMO.
Hipoksi¢no zatajenje diSnog sustava s PaO2/FiO2 < 100 na FiO2 > 90% i/ili Murray

rezultat 3-4 unato¢ optimalnoj skrbi tijekom > 6 sati

-50 %-tni rizik od smrti udruzen je s Pa02/Fi02 < 150 uz Fi02 > 0,9 i/ili s Murrayjevim zbrojem
2-3

- 80 %-tni rizik od smrti udruzen je s Pa02/Fi02 < 100 uz Fi0. > 0,9 i/ili s Murrayjevim zbrojem
4 — 6 tijekom 6 sati i dulje

CO: zadrzavanje na mehanic¢koj ventilaciji unato¢ visokom platou tlaka (> 30 cm H20)
TeSki sindromi curenja zraka

Potreba za intubacijom bolesnika na popisu za transplantaciju pluéa

Trenutni sréani ili respiratorni kolaps (plué¢na embolija, blokiran di$ni put koji ne reagira

na optimalnu njegu).

Rizik od smrti procjenjuje se na temelju vrijednosti omjera parcijalnog arterijskog tlaka
kisika i udjela kisika u udahnutoj smjesi, PaO2/FiO, (PaO2/FiO,, prema engl. The ratio of

arterial oxygen partial pressure /fractional inspired oxygen).

Murrayjev zbroj je bodovni sustav koji se temelji na Cetiri parametra: omjeru PaO2/FiOs,
pozitivnom tlaku na kraju izdisaja (PEEP, prema engl. Positive end-expiratory pressure),
dinamickoj popustljivosti pluca, broju pluénih kvadranata s alveolarnom infiltracijom na
radiogramu prsnih organa, a upucuje na tezinu respiracijske insuficijencije (20). Kod procjene
reverzibilnog oste¢enja pluéne funkcije treba uzeti u obzir etiologiju osnovne bolesti, dob

bolesnika, prethodno stanje kao i samo trajanje mehanicke ventilacije.

Apsolutnu kontraindikaciju za primjenu ECMO potpore imaju bolesnici s ireverzibilnim
oStecenjem ciljnih organa koji nisu kandidati za transplantaciju srca ili plu¢a, odnosno neki
drugi oblik potpore (terminalna maligna bolest, neposvjedoceni kardiorespiratorni arest, teSko
oStecenje sredi$njega zivéanog sustava) kao i nesuradljivi bolesnici. Relativne kontraindikacije
vezane su za primjenu antikoagulantne terapije, manifestno krvarenje te visoku dob bolesnika.
Kod nemogucénosti primjene nefrakcioniranog heparina (UFH, prema engl. Unfractioned
heparin) zbog heparinom inducirane trombocitopenije (HIT, prema engl. Heparin induced
trombocytopenia) indicirana je primjena drugih antikoagulansa poput bivalirudina ili
argatrobana. Zahvaljuju¢i sustavu kanila 1 dijelovima uredaja obloZenima antikoagulansom

ECMO postupak se kratkotrajno moze provoditi i bez upotrebe sustavne antikoagulacije, sto
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omogucuje njegovu primjenu u bolesnika s manifestnim krvarenjem koje se ne moze zaustaviti

odgovaraju¢im postupcima.

Pojedini oblici ECMO-a imaju specificne kontraindikacije. Periferni V-A ECMO ne
smije se primjeniti u slucajevima teske periferne vaskularne bolesti, kao 1 aneurizme
abdominalne aorte s trombotskim masama. V-V ECMO kontraindiciran je pri teskom
desnostranom ili lijevostranom zatajivanju srca i kod teske pluéne hipertenzije (srednji tlak u
pluénoj arteriji > 50 mmHg) (21). Zbog kanulacije V-A ECMO moze dovesti do perforacije ili
disekcije arterije, ishemije ekstremiteta distalno od kanile ili se moze razviti pseudoaneurizma
na mjestu postavljanja. ZabiljeZeni Su i slucajevi stvaranja tromba u sr¢anim Supljinama zbog
zastoja (staze) krvi u sluCajevima slabe kontraktilnosti (22). Rizik od nepovoljnog ishoda
primjenom ECMO potpore poveéava se razmjerno dobi, ali unato¢ tome dobna granica nakon

koje se ne preporucuje primjena ovog oblika potpore nije jasno definirana (23).

Kao invazivan i tehnicki vrlo slozen postupak koji narusava cjelovitost krvozilnih stijenki
i uplece se u brojne fizioloske procese, komplikacije lije¢enja primjenom ECMO potpore dijele

se u dvije glavne skupine:

= komplikacije vezane za cirkulacijski krug (mehanicke)

= komplikacije vezane za bolesnika (medicinske).

Mehanicke komplikacije ukljucuju trombozu, zraénu embolizaciju, disfunkciju pojedinih
dijelova cirkulacijskoga kruga i prenizak ili potpuni prekid protoka krvi. Prisutnost malih
ugrusaka (do 5 mm) unutar sustava Cesta je pojava i najée$¢e ne zahtijeva intervenciju, nego
kontinuirano prac¢enje. Kod vecéih i/ili rastu¢ih ugrusaka, potrebno je zamijeniti pojedine ili sve
sastavnice cirkulacijskoga kruga jer mogu dovesti do poremecaja rada pumpe ili oksigenatora,
sustavne tromboembolije ili pak razvoja diseminirane intravaskularne koagulopatije (DIK).
Zivotno ugrozavajué¢a komplikacija, prodor zraka u cirkulacijski krug, rijetka je, ali zahtijeva

trenuta¢no klemanje kanila i zaustavljanje protoka (24).

Krvarenje kao najces¢a komplikacija vezana uz bolesnika, pojavljuje u 10 - 30 %
sluc¢ajeva (25, 26). Uz sustavnu heparinizaciju povecanom riziku od krvarenja doprinose i
trombocitopenija, poremecaj funkcije trombocita i relativni nedostatak faktora zgrusavanja, kao
posljedica kontakta krvi s umjetnim materijalom unutar cirkulacijskog kruga. Kod lije¢enja
klini¢ki znacajnih krvarenja cilj je smanjivanje ciljnih vrijednosti aktiviranoga vremena
zgrusavanja (ACT, prema engl. Activated clotting time) ili priviemeno ukidanje heparina te,
ako je potrebno, transfuzija krvi, nadoknada trombocita te faktora zgrusavanja (27). Kod
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sustavne primjene UFH-a moguca je pojava heparinom inducirane trombocitopenije pracene
sklonos$¢u trombozi. U tim se slu¢ajevima UFH mora zamijeniti drugim antikoagulansom poput
direktnih inhibitora trombina, bivalirudina ili argatrobana (28). Uz krvarenje, sljedeca
najvaznija skupina komplikacija su infekcije. Rizik od infekcije proprocionalno se povecava
trajanjem ECMO potpore zbog prisutnosti intravaskularnih kanila, a tesko stanje bolesnika, kao
i dugotrajna potpora, dodatno povecavaju rizik (29). Ucestalost neuroloskih komplikacija varira
izmedu 4 i 37 %, ovisno o bolesnikovoj dobi. Neuroloske komplikacije u svim dobnim
skupinama povecéavaju stopu bolnicke smrtnosti (30). Prema podatcima registra Organizacije
za izvantjelesno odrzavanje zivota, neuroloske su komplikacije najces¢e u novorodenackoj
dobi, u obliku intrakranijalnoga krvarenja (11 %), epilepti¢nih napadaja (7 %) i ishemijskoga
mozdanog udara (3,5 %). U odrasloj je dobi ¢es¢a pojava ishemijskoga mozdanog udara (4 %),
a zatim slijede epilepti¢ni napadaji te intrakranijalno krvarenje s podjednakom ucestaloscéu (2

%) (31).

Rast u podru¢ju ECMO transporta paralelan je s rastom ostalih ECMO sklopova.
Specificni sklopovi koji sadrze manje, biokompatibilnije komponente prosirili su mogucnosti
transporta pacijenata na ECMO potpori. Pojednostavljenje kruga koristenjem
polimetilpentenskih membranskih oksigenatora i centrifugalnih pumpi omogucilo je sigurnije
kretanje pacijenata od ustanova koje ne pruzaju ECMO potporu do centara opremljenih za

pruzanje podrske pacijentima tijekom duljeg razdoblja.
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2. CILJ

Cilj ovog istrazivanja je ispitati moze li automatizirana metoda mjerenja indeksa
hemolize na biokemijskom analizatoru, zamijeniti dosada koristenu spektrofotometrijsku

Harboe metodu za mjerenje koncentracije slobodnog hemoglobina u plazmi.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1.Ustroj studije

Studija je ustrojena kao presje¢no istrazivanje. Presje¢no istrazivanje najjednostavniji je
oblik biomedicinskog istrazivanja. S obzirom na nacelo raspodjele ispitanika pripada u
opazajna (opservacijska) istrazivanja. U tako dizajniranim studijama istraziva¢ ne odlucuje koji
¢e ispitanici biti izlozeni nekom utjecaju. Na uzorku populacije prikupljaju se podatci u jednoj
vremenskoj to¢ki — sadasnjosti. Presje¢no istrazivanje stoga se naziva i fotografskim (prema
engl. snapshot study) jer ,,snima“ stanje u jednome trenutku. Pogodno je za ispitivanje
zastupljenosti bolesti (prevalencija - udio trenutno oboljelih u populaciji), za ispitivanje
valjanosti novih dijagnostickih testova te izloZzenosti 0dnosno neizlozenosti nekom ¢imbeniku

rizika. Moze i ne mora imati kontrolnu skupinu.

Presjecno istrazivanje ima dvije velike prednosti:

= cijena

= brzina

S druge strane, slabo je uporiSte za procjenu uzro¢ne povezanosti, Sto predstavlja i glavni

nedostatak ovog tipa istrazivanja (32).

3.2.Materijal

Za ovo istrazivanje ukupno su prikupljena 192 uzorka anonimne ostatne litij heparinske
plazme pacijenata podvrgnutin ECMO potpori te 30 nasumi¢no odabranih uzoraka pacijenata

koji nisu podvrgnuti ECMO potpori.

Anonimni humani ostatni uzorci litij heparinske plazme pacijenata na ECMO potpori
pohranjeni su na -20 °C kroz period ne duzi od 6 mjeseci. Nakon jednokratnog odmrzavanja na
sobnoj temperaturi, uzorci su homogenizirani mijeSanjem na Vortex mjeSalici te potom
centrifugirani na 2000 g kroz 10 minuta. Za svaku od dvije ispitivane metode pripremljeno je

200 uL plazme. Prvo se pristupilo mjerenju serumskih indeksa (lipemija, hemoliza, ikterija) na
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automatiziranom biokemijskom analizatoru, a potom pripremi uzorka za mjerenje slobodnog

hemoglobina na spektrofotometru te nakon toga analizi.

Ostatna anonimna litij heparinska plazma nasumi¢no odabranih uzoraka pacijenata koji
nisu podvrgnuti ECMO potpori nakon odradenih rutinskih analiza odvojena je u plasti¢nu
epruvetu, te je potom centrifugirana na 2000 g kroz 10 minuta. Za svaku od dvije ispitivane
metode pripremljeno je 200 uL plazme. Prvo se pristupilo mjerenju serumskih indeksa
(lipemija, hemoliza, ikterija) na automatiziranom biokemijskom analizatoru, a potom pripremi

uzorka za mjerenje slobodnog hemoglobina na spektrofotometru te nakon toga analizi.

U prikupljenom materijalu nije bilo uzoraka s izmjerenom apsorbancijom > 2500 te nije
bilo potrebe za razrijedivanjem fizioloSkom otopinom i ponovnog mjerenja kao niti izmjerenih

apsorbancija s predznakom minus (-).

3.3.Metode

3.3.1. Spektrofotometrijska Harboe metoda

Mijerenje koncentracije slobodnog hemoglobina u plazmi spektrofotometrijskom Harboe
metodom na 3 valne duljine: 380, 415 i 450 nm.

a) Uredaj
UV Spektrofotometar BioMate — 3, (Thermo Fisher Scientific, USA).
b) Nacelo mjerenja

Slobodni  hemoglobin u plazmi oksidira se natrijevim karbonatom u oksihemoglobin.
Apsorbancija stvorenog oksihemoglobina mjeri se na valnoj duljini od 415 nm, a nespecifi¢ne

apsorbancije na valnim duljinama 450 i 380 nm.
c) Nacelo postupka za izratunavanje rezultata
Slobodni hemoglobin (mg/L) = 836 X [( 2 X Aa1s) - Asso — Asso |

Vrijednosti apsorbancija s predznakom minus (-) su prihvatljive, potrebno je paziti na promjenu

predznaka u izraunu.

d) Bioloski referentni intervali / grani¢ne / preporucene vrijednosti

16



Materijal i metode

Referentne vrijednosti: 10-50 mg/L.

e) Uzorak

Litij — heparinizirana plazma.

f) Vrsta spremnika i dodatka

Antikoagulans u epruveti je litij heparin — spremnik sa zelenim c¢epom.
g) Potrebni reagensi

Mati¢na otopina natrijevog karbonata (Na,CQOz) koncentracije 10 g/L.

Radna otopina 0,1 g/L priprema se iz mati¢ne otopine tako da se u odmjernoj tikvici 100 uL
mati¢ne otopine nadopuni redestiliranom vodom do 10 mL. Rok upotrebe tako pripremljene

otopine je neogranicen.
h) Postupak pripreme uzorka

U plasti¢nu epruvetu optipetira se 200 pL plazme te se potom doda 2 mL radne otopine Na>COg,

tako dobivena smjesa uzorka i otopine se promijesa, prelije u plasti¢cnu mjernu kivetu i analizira.
i) Postupak mjerenja

Na glavnom izborniku izabrati Stored Tests — strelicom | do¢i na program PROBA (datum
16.12.20) potvrditi s tipkom Enter te stisnuti Run Test — staviti kivetu sa slijepom probom u
drza¢ kiveta, spustiti poklopac spektrofotometra i pokrenuti Measure Blank. Nakon zvu¢nog
signala koji oznacava kraj mjerenja kivetu s prethodno pripremljenim uzorkom postaviti u drza¢
Kiveta, spustiti poklopac spektrofotometra te nakon zvu¢nog signala (mjerenje traje nekoliko

sekundi) ocitati apsorbancije na sve tri valne duljine.

J) Postupak kontrole kvalitete

Laboratorij sudjeluje u vanjskoj procjeni kontrole kvalitete rada dva puta godisnje.
k) Mijerna sljedivost

Uredaj je umjeren od strane ovlastenog servisa dana 03.12.2021.

3.3.2. Automatizirana metoda mjerenja serumskih indeksa
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Mijerenje indeksa hemolize, ikterije i lipemije automatiziranom spektrofotometrijskom
metodom. Uzorci u kojima je prisutna neka od navedenih interferencija asporbiraju razlicite

valne duljine.

a) Uredaj

Abbott Alinity ¢ system (Abbott Laboratories, IL, USA).
b) Nacelo mjerenja

Mjerenje serumskih indeksa omogucuje procjenu prisutnosti lipida, hemoglobina i bilirubina u

lipemi¢nim, hemoliziranim i ikteri¢énim uzorcima.
Procjena se temelji na mjerenju apsorbancije:

= turbidimetrija za lipide (lipemija)
= crvena boja za hemoglobin (hemoliza)

= 7uta boja za bilirubin (ikterija).

0,9 % fizioloska otopina predstavlja referentni fotometrijski test koji sustav koristi za procjenu

indeksa svakog pojedinog uzorka.

c) Nacelo postupka za izratunavanje rezultata

Slobodni hemoglobin (mg/L) = izmjereni indeks hemolize x 10

d) Uzorak

Litij — heparinizirana plazma.

e) Vrsta spremnika i dodatka

Antikoagulans u epruveti je litij heparin — spremnik sa zelenim ¢epom.
f) Potrebni reagensi

0,9 % fizioloSka otopina.

Za automatiziranu metodu mjerenja serumskih indeksa nema pripreme uzorka. Uredaj svaki

serumski indeks mjeri u pojedinacnoj kiveti.
g) Postupak mjerenja
Automatizirani sustav prvo mjeri apsorbanciju na Cetiri para valnih duljina:

= Al (500 nm/524 nm)
= A2 (572 nm/604 nm)
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= A3 (628 nm/660 nm)
= A4 (524 nm/804 nm).

Potom primjenjuje matematicku formulu za odredivanje relativnih interferiraju¢ih

koncentracija:

= Jipemija=M (a01 x Al + a02 x A2 + a03 x A3 + a04 x A4)
= hemoliza=M (a05 x Al + a06 x A2 + a07 x A3 + a08 x A4)
= jkterija=M (a09 x A1 +al0 x A2 + all x A3 + al2 x A4).

M je korekcija za diluciju uzorka:
(volumen reagensa + volumen uzorka) / volumen uzorka.

Konstante su dio automatiziranog sustava i koriste se za izracun serumskih indeksa te ih nije

moguce definirati od strane krajnjeg korisnika (laboratorija).
Konstante su specifi¢ne za svaki pojedini serumski indeks:

= lipemija: a01, a02, a03, a04

= hemoliza: a05, a06, a07, a08

= jkterija: a09, al0, all, al2.
h) Postupak kontrole kvalitete

Kontrola kvalitete se provodi svakodnevno medusobnom usporedbom vrijednosti izmjerenih
serumskih indeksa na automatiziranim biokemijskim analizatorima unutar Klini¢kog zavoda za
laboratorijsku dijagnostiku kroz programsko rjeSenje QC Bionet.

i) Mjerna sljedivost

Uredaj podlijeze preventivnom godisSnjem servisu od strane ovlastenog proizvodaca.

Preventivni servis na uredaju ucinjen je prema Planu preventivnog odrzavanja.

3.4.Statisticke metode

Kategorijski podatci su predstavljeni apsolutnim i relativnim frekvencijama. Numericki
podatci opisani su medijanom i granicama interkvartilnog raspona. Normalnost raspodijele
numerickih varijabli testirana je Shapiro - Wilkovim testom. Razlike numeri¢kih varijabli

izmedu dviju zavisnih skupina (dva mjerenja) testirane su Wilcoxonovim testom. Slaganje u
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metodama ispitalo se Passing - Bablock regresijskom analizom, a znacajnost razlike Bland —
Altman analizom. Povezanost numeri¢kih varijabli, ¢ija raspodjela ne slijedi normalnu,
ocjenjena je Spearmanovim koeficijentom korelacije Rho. Sve P vrijednosti su dvostrane.
Razina znacajnosti je postavljena na Alpha = 0,05. Za statisti¢ku analizu koriSten je statisticki
program MedCalc® Statistical Software version 20.111 (MedCalc Software Ltd, Ostend,
Belgium; https://www.medcalc.org; 2022).
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4. REZULTATI

Ovim istrazivanjem kojim su se usporedivale dvije metode za mjerenje slobodnog

hemoglobina u plazmi ukupno je analizirano 222 uzorka.

Od ukupnog broja uzoraka, 192 uzorka su uzorci pacijenata podvrgnutih ECMO potpori.
Ostatni anonimni uzorci litij heparinske plazme pacijenata podvrgnutih ECMO potpori do
analize pohranjeni su na -20 °C, kroz period ne duZzi od 6 mjeseci. Analiza sva prikupljena 192
uzorka napravljena je kroz period od 5 dana, u mjesecu lipnju 2022. Preostalih 30 uzoraka su
nasumi¢no odabrani uzorci pacijenata s vidljivo prisutnom hemolizom uzrokovanom
predanalitickom pogreskom prilikom uzorkovanja venske krvi i koji nisu podvrgnuti ECMO
potpori. Uzorci nasumiéno odabranih pacijenata koji nisu podvrgnuti ECMO potpori nakon
odradenih rutinskih analiza pripremljeni su za analizu koja je napravljena istog dana. Analiza

svih 30 uzoraka napravljena je kroz period od 3 dana u mjesecu lipnju 2022.

U svim su uzorcima, nakon predanaliticke faze koja je ista za obje metode, prvo izmjerene
vrijednosti serumskih indeksa (lipemija, hemoliza, ikterija) na automatiziranom biokemijskom
analizatoru, te potom vrijednosti slobodnog hemoglobina u plazmi Harboe metodom na

spektrofotometru.

4.1.0biljezja cijelog uzorka

Za mjerenje slobodnog hemoglobina u plazmi, istraZivanje je provedeno na 192 uzorka,

metodom HARBOE i izrazeno putem indeksa hemolize.

Uocavamo da se apsolutno odstupanje jedne metode od druge krece do 100 %. Znacajno su vise
vrijednosti slobodnog hemoglobina izmjerene HARBOE metodom (Wilcoxonov test,

P < 0,001) u odnosu na indeks hemolize (Tablica 3).
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Tablica 3. Vrijednosti slobodnog hemoglobina i apsolutno odstupanje izmedu metoda.

Broj Medijan Raspon od najmanje
(interkvartilni P* P ) ajmanje
uzoraka do najvece vrijednosti
raspon)
HARBOE 192 78 (38 — 214) <0.001 10 -1158
Indeks hemolize 192 10 (0 —-40) ’ 0-480
Apsolutno odstupanje (%) 192 84 (57 — 100) 0-100

*Wilcoxonov test

Spearmanovim koeficijentom korelacije ocijenjena je povezanost metoda, koja je slaba,
pozitivna i znacajna (Rho = 0,460; 95 % interval pouzdanosti od 0,341 do 0,565; P < 0,001).
Nije zadovoljen uvjet primjene Pasing — Bablock regresije, da ne postoji znac¢ajno odstupanje
od linearnosti (Cusum test, P = 0,02) (Slika 1).
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Slika 1. Prikaz Passing — Bablok regresijske analize (tocke predstavljaju mjerenja; puna plava
crta — regresijski pravac; isprekidana crta — granice 95 % raspona pouzdanosti regresijskog

pravca,; sitno isprekidana crta - pravac y = X).

Da bismo ispitali je li postojeca razlika izmedu dviju metoda statisti¢ki znacajna, koristili smo
se Bland-Altmanovom analizom. Srednja vrijednost razlike je 108,4 (uz 95 % raspon

pouzdanosti od 88,8 do 127,9; P <0,001), odnosno postoji znac¢ajna razlika u vrijednostima
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slobodnog hemoglobina u plazmi iskazanog metodom HARBOE i indeksom hemolize (Slika
2).
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Slika 2. Bland-Altmanova usporedba dviju metoda (HARBOE vs. indeks hemolize).

4.2.Uzorak s viSim stupnjem ikterije

Za mjerenje slobodnog hemoglobina u plazmi, istrazivanje je provedeno na 41 uzorku,

metodom HARBOE 1 izraZeno putem indeksa hemolize.

Uocavamo da se apsolutno odstupanje jedne metode od druge kre¢e od 42 % do 100 %.
Znacajno su vise vrijednosti slobodnog hemoglobina izmjerene HARBOE metodom

(Wilcoxonov test, P < 0,001) u odnosu na indeks hemolize (interferencija: ikterija) (Tablica 4).

Tablica 4. Vrijednosti slobodnog hemoglobina i apsolutno odstupanje izmedu metoda.

Broj Medijan Raspon od najmanje do

Interferencija - ikterija (interkvartilni P> pon o hamanye

uzoraka najvece vrijednosti

raspon)
HARBOE 41 295 (213 - 370) 70 — 487
. < 0,001

Indeks hemolize 41 10 (0-30) 0-160
Apsolutno odstupanje (%) 41 95 (86 — 100) 42 - 100
Stupanj ikterije 41 9(7-15) 5-26

*Wilcoxonov test
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Rezultati

m koeficijentom korelacije ocijenjena je povezanost metoda, koja je bez

znacajnosti (Rho =-0,212; 95 % raspon pouzdanosti od -0,487 do 0,103; P = 0,18). (Slika 3).
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Slika 3. Povezanost vrijednosti slobodnog hemoglobina izmjerene metodama HARBOE i
indeksom hemolize (interferencija: ikterija).

U znacajnoj su vezi apsolutno odstupanje i stupanj ikterije, odnosno $to je veéi stupanj ikterije

to je vece apsolutno odstupanje (Spearmanov koeficijent korelacije Rho = 0,465; P = 0,002)

(Slika 4).
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Slika 4. Povezanost apsolutnog odstupanja (%) sa stupnjem ikterije.
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Da bismo ispitali je li postojeca razlika izmedu dviju metoda statisti¢ki znacajna, koristili smo
se Bland-Altmanovom analizom. Srednja vrijednost razlike je 270,6 (uz 95 % raspon
pouzdanosti od 235,4 do 305,8; P <0,001), odnosno postoji znacajna razlika u vrijednostima
slobodnog hemoglobina u plazmi iskazanog metodom HARBOE i indeksom hemolize, uz visi

stupan;j ikterije (Slika 5).
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Slika 5. Bland-Altmanova usporedba dviju metoda (HARBOE vs. indeks hemolize).

4.3.Uzorak s interferencijom (LI) u dozvoljenim rasponima

Za mjerenje slobodnog hemoglobina u plazmi, istraZivanje je provedeno na 149 uzoraka,

metodom HARBOE i izrazeno putem indeksa hemolize.

Uocavamo da se apsolutno odstupanje jedne metode od druge krece do 100 %. Znacajno su vise
vrijednosti slobodnog hemoglobina izmjerene HARBOE metodom (razlika je -36; 95 % raspon
pouzdanosti razlike -42 do -32; Wilcoxonov test, P < 0,001) u odnosu na indeks hemolize (bez

interferencije) (Tablica 5).
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Tablica 5. Vrijednosti slobodnog hemoglobina i apsolutno odstupanje izmedu metoda.

. . Broj . Medijan_ . Raspon od najmanje do

Bez interferencije uzoraka (interkvartilni P najvece vrijednosti
raspon)

HARBOE 149 50 (33-99) < 0,001 10 - 1158
Indeks hemolize 149 10 (0 —-40) 0-480
Apsolutno odstupanje (%) 149 77 (51 - 100) 0-100
Stupanj lipemije 149 1(0-9) 0-70
Stupanj ikterije 149 1(1-2) 0-4

*Wilcoxonov test

Spearmanovim koeficijentom korelacije ocijenjena je povezanost metoda, koja je pozitivna i
znacajna (Rho = 0,694; 95 % raspon pouzdanosti od 0,600 do 0,769; P < 0,001).

Uz zadovoljen uvjet nepostojanja znacajnog odstupanja od linearnosti (Cusum test, P = 0,06),

rezultati Passing - Bablock regresije prikazuje odnos dviju metoda u obliku pravca s pripadnom

jednadzbom kojom su definirane vrijednosti nagiba pravca i odsjecka na osi y, a koje govore o

prisutnosti konstantne i proporcionalne razlike dviju varijabli. U slu¢aju odnosa HARBOE i

indeksa hemolize Passing Bablock regresijska analiza rezultirala je jednadzbom pravca:
y =-9,744 + 0,513 x (Slika 6).
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Slika 6. Prikaz Passing — Bablok regresijske analize (tocke predstavljaju mjerenja; puna crta —

regresijski pravac; isprekidana crta — granice 95 % raspona pouzdanosti regresijskog pravca;

sitno isprekidana crta - pravac y = x).
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U znacajnoj su slaboj i negativnoj vezi apsolutno odstupanje i stupanj lipemije, odnosno §to je
vecli stupanj lipemije, to je manje apsolutno odstupanje, i obratno (Spearmanov koeficijent
korelacije Rho = --0,223; P = 0,006) (Slika 7).
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Slika 7. Povezanost apsolutnog odstupanja (%) sa stupnjem lipemije.

Nema znacajne povezanosti stupnja ikterije s apsolutnim odstupanjem (Spearmanov koeficijent

korelacije Rho = 0,029 P = 0,73) (Slika 8).
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Slika 8. Povezanost apsolutnog odstupanja (%) sa stupnjem ikterije.
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Da bismo ispitali je li postojeca razlika izmedu dviju metoda statisti¢ki znacajna, koristili smo

se Bland-Altmanovom analizom. Srednja vrijednost razlike je 64,96 (uz 95 % raspon

pouzdanosti od 47,4 do 82,5; P <0,001), odnosno postoji znacajna razlika u vrijednostima

slobodnog hemoglobina u plazmi iskazanog metodom HARBOE i indeksom hemolize, uz visi

stupan;j ikterije (Slika 9).
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Slika 9. Bland-Altmanova usporedba dviju metoda (HARBOE vs. indeks hemolize) (bez

interferencije).

4.4.Vrijednosti slobodnog hemoglobina i apsolutno odstupanje izmedu

metoda kod nasumi¢nog odabira uzoraka pacijenata koji nisu

podvrgnuti ECMO potpori

Za mjerenje slobodnog hemoglobina u plazmi kod nasumi¢nog uzorkovanja, istrazivanje je

provedeno na 30 uzoraka, metodom HARBOE i izrazeno putem indeksa hemolize.

Uoc¢avamo da se apsolutno odstupanje jedne metode od druge krec¢e od 0,19 % do 100 %. Nema

znacajne razlike u mjerenju vrijednosti HARBOE metodom u odnosu na indeks hemolize

(Tablica 6).
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Tablica 6. Vrijednosti slobodnog hemoglobina i apsolutno odstupanje izmedu metoda
prilikom nasumi¢nog odabira.

Broj Medijan Raspon od najmanje do

Nasumic¢ni odabir (interkvartilni p* P , ) )€

uzoraka najvece vrijednosti

raspon)

HARBOE 30 410 (120 — 754) 0.07 12 — 2056
Indeks hemolize 30 420 (110 — 840) ’ 0-2290
Apsolutno odstupanje (%) 30 11 (5,8 —14,8) 0,19 -100
Stupanj ikterije 30 1(1-1) 0-3
Stupanj lipemije 30 3(0-8) 0-34

*Wilcoxonov test

Spearmanovim koeficijentom korelacije ocijenjena je povezanost metoda, koja je pozitivna,
jaka i znacajna (Rho = 0,995; 95 % raspon pouzdanosti od 0,989 do 0,998; P < 0,001).

Uz zadovoljen uvjet nepostojanja znacajnog odstupanja od linearnosti (Cusum test, P = 0,91),
rezultati Passing - Bablock regresije prikazuje odnos dviju metoda u obliku pravca s pripadnom
jednadzbom kojom su definirane vrijednosti nagiba pravca i odsjecka na osi y, a koje govore o
prisutnosti konstantne i proporcionalne razlike dviju varijabli. U slu¢aju odnosa HARBOE i
indeksa hemolize Passing Bablock regresijska analiza rezultirala je jednadzbom pravca:
y =-30,278 + 1,132 x (Slika 10).
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Slika 10. Prikaz Passing — Bablok regresijske analize (tocke predstavljaju mjerenja; puna crta
— regresijski pravac; isprekidana crta — granice 95 % raspona pouzdanosti regresijskog pravca,;

sitno isprekidana crta - pravac y = x).
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Nema znacajne povezanosti apsolutne razlike i stupnja ikterije (Spearmanov koeficijent

korelacije Rho =-0,071, P =0,71), kao niti sa stupnjem lipemije (Spearmanov koeficijent

korelacije Rho =-0,094, P = 0,62).

Da bismo ispitali je li postojeca razlika izmedu dviju metoda statisticki znacajna, koristili smo

se Bland—Altmanovom analizom. Svi rezultati mjerenja, osim dva, nalaze se unutar raspona

+1,96 standardne devijacije (SD). Srednja vrijednost razlike je -36,9 (uz 95 % interval

pouzdanosti -66,5 do -7,3; P = 0,02), odnosno znacajna je razlika izmedu metoda u mjerenju

slobodnog hemoglobina u plazmi iskazanog metodom HARBOE i indeksom hemolize,

prilikom nasumic¢nog uzorkovanja (Slika 11).
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100 —

+1.96 SD
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-50 }—
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-150 —

-200 —

=250 [+ 1 ] ] 1

-36,9

0 500 1000 1500 2000
Aritmeticka sredina HARBOE i indeksa hemolize

Slika 11. Bland-Altmanova usporedba dviju metoda (HARBOE vs.

(nasumicno uzorkovanje).

indeks hemolize)
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5. RASPRAVA

Pandemija COVID - 19 koja je u kratkom periodu paralizirala cijeli svijet, najveci je teret
stavila na ,,leda‘* zdravstvenog sustava. U najgorim trenucima kada se svakodnevno veliki broj
pacijenata morao podvrgnuti ECMO potpori koja je u tim trenucima bila posljednja $ansa za
spas velikom broju pacijenata, laboratoriji diljem zemlje i svijeta dali su nemjerljivi doprinos.
Zbog izrazito tehni¢ki kompliciranog i financijski skupog postupka pacijentima podvrgnutim
ECMO potpori nuzno je pratiti trendove u vrijednostima slobodnog hemoglobina u plazmi kako
bi se mogao brzo procijeniti stupanj hemolize. Porast u vrijednostima slobodnog hemoglobina
u plazmi ukazuje na jednu od ¢esc¢ih komplikacija ECMO potpore, poremecaj u radu neke od

komponenti ECMO kruga, prvenstveno mehani¢ke pumpe za Krv.

Neki autori navode sljedece kriterije za procjenu stupnja hemolize kod pacijenata
podvrgnutih ECMO potpori pa s obzirom na izmjerenu vrijednost slobodnog hemoglobina u

plazmi razlikujemo:

" bez hemolize (< 100 mg/L)

. blaga hemoliza (100 — 500 mg/L)

. umjerena hemoliza (500 — 1000 mg/L)
" jaka hemoliza (> 1000 mg/L) (33).

Drugi autori smatraju da je takva klasifikacija postavljena prili¢no empirijski i nije povezana s

pojavom klini¢kih manifestacija kao $to je prevalencija akutnog zatajenja bubrega (34).

Kako je metoda izbora za mjerenje slobodnog hemoglobina u plazmi, Harboe metoda,
podlozna utjecaju ljudskog faktora zbog predanaliti¢ke 1 analiticke faze koja nije automatizirana
kao i zbog Cinjenice da je potrebno otprilike 30 minuta za izdavanje rezultata (od primitka
uzorka, pripreme uzorka i analize), automatizirana metoda mjerenja indeksa hemolize na
biokemijskom analizatoru otvara nove mogucnosti s ciljem §to brzeg izdavanja nalaza, jer sama
analiticka faza traje svega par minuta dok predanaliticka faza obuhvaca postupak

centrifugiranja na 2000 g kroz period od 10 minuta.

Hemoglobin, bilirubin i lipidi posjeduju jedinstvena spektralna svojstva. Hemoglobin
apsorbira svjetlost na valnim duljinama izmedu 340 i1 440 nm te izmedu 540 1 580 nm s pikom
apsorbancije na priblizno 420 nm. Bilirubin apsorbira svjetlost na valnim duljinama izmedu

400 i 540 nm s karakteristicnim pikom na 460 nm te uzrokuje spektrofotometrijsku
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interferenciju. Prividna apsorpcija svjetlosti kod lipemije (mutnoce) zapravo je uzrokovana
rasprSenjem svjetlosti zbog lipida 1 Cestica lipoproteina. Prividna apsorpcija najveca je ispod
400 nm i postupno opada preko vidljivog dijela spektra. Znacajno rasprSenje svjetlosti jos

uvijek je prisutno na 700 nm.

Budu¢i da se spektar hemoglobina ve¢im dijelom preklapa sa spektrom bilirubina, vrlo
je vazan odabir odgovarajucih valnih duljina kao i1 korekcijskih metoda za precizno mjerenje
serumskih indeksa. Bilirubin u uzorku moze biti nekonjugiran i/ili konjugiran. Vecina studija o
bilirubinu kao interferenciji nije testirala oba, konjugirani i nekonjugirani bilirubin, te se
opcenito pretpostavlja da su ekvivalent. Kako trenutno ne postoji definirana najbolja metoda za
mjerenje serumskih indeksa, obaveza je svakog od proizvodaca opisati na koji nacin procjenjuju
prisutstvo svake interferencije te pruziti informacije o medusobnim interferencijama indeksa
lipemije, hemolize i ikterije. Metode detekcije moraju uzeti u obzir preklapanje spektra
apsorbancije hemoglobina, bilirubina i lipemije. Prema CLSI eCLIPSE C56-A smjernicama
preporuka je da metoda za mjerenje serumskih indeksa mjeri apsorbanciju na najmanje dvije
razli¢ite valne duljine u mjernom spektru a po moguénosti uz pik apsorbancije ispitivane
interferencije. Za korekciju spektralnog preklapanja hemoglobina, bilirubina i lipida nuzno je
definirati faktore korekcije, kao i jasno istaknuti vrstu ispitivanog bilirubina u uputama

proizvodaca (35).

Rezultati ovog istrazivanja uz obiljeZja cijelog uzorka, statistiCki su obradeni prema

postojanju odnosu nepostojanju interferencija.

Rezultati 192 analizirana uzorka pacijenata podvrgnutih ECMO potpori pokazuju
postojanje znacajne razlike u vrijednostima slobodnog hemoglobina izmedu dvije ispitivane
metode odnosno vrijednosti slobodnog hemoglobina u plazmi izmjerene Harboe metodom

znacajno SU vise u odnosu na indeks hemolize.

Intereferencija ikterija obuhvatila je 41 uzorak s vrijedno$¢u ukupnog bilirubina > 85
umol/L (prema unutarnjem protokolu Klini¢ckog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku) sto
odgovara indeksu ikterije od 5 i vise (raspon od 5 do 26). Dobiveni rezultati potvrduju ikteriju
kao znacajnu intereferenciju odredivanju slobodnog hemoglobina u plazmi. Stupanj ikterije u
Znacajnoj je vezi s apsolutnim odstupanjem kao i znacajnost razlike u vrijednostima mjerenog
parametra izmedu dviju metoda, odnosno visi stupan;j ikterije prati vece apsolutno odstupanje
te veca razlika u izmjerenim vrijednostima izmedu metoda (vrijednosti izmjerene Harboe

metodom su vise u odnosu na indeks hemolize).

32



Rasprava

Uzorci bez interferencije obuhvatili su 149 analiziranih uzoraka s indeksima ikterije i
lipemije unutar dozvoljenih raspona (indeks ikterije <5 s rasponom od 0 do 4 te indeks lipemije
<125 srasponom od 0 do 70). I u ovoj grupi uzoraka ikterija je znacajna interferencija mjerenju
slobodnog hemoglobina u plazmi, te porastom stupnja ikterija raste i odstupanje izmedu dvije
ispitivane metode. Ovo istrazivanje pokazalo je da lipemija ne predstavlja intereferenciju do

indeksa lipemije od 70, jer visi stupanj lipemije prati manje apsolutno odstupanje i suprotno.

Nasumi¢no odabranih 30 analiziranih uzoraka pacijenata s vidljivo prisutnom hemolizom
i koji nisu podvrgnuti ECMO potpori s indeksima ikterije i lipemije unutar dozvoljenog raspona
za Harboe metodu (od 0 do 3 za ikteriju i od 0 do 34 za lipemiju) pokazuju jako dobro slaganje
izmedu dvije ispitivane metode bez znacajnosti utjecaja ikterije i lipemije na rezultate. Vece
odstupanje uoceno je kod uzoraka s vrijednosti slobodnog hemoglobina < 50 mg/L Sto ne

predstavlja klini¢ki znacajno odstupanje.

Uzorci s interferencijom lipemije nisu zadovoljili uvjet za statisticku obradu jer su od
ukupno 192 analizirana uzorka pacijenata podvrgnutin ECMO potpori samo dva uzorka s
indeksom lipemije od 125 i vise (raspon od 125 do 150) , §to odgovara koncentraciji triglicerida
od 1,41 mmol/L, odnosno zamucéenje uzorka uzrokovano je rasprSenjem svjetlosti kod
prisutnosti Cestica lipoproteina i vidljivo je golim okom. Prema CLSI eCLIPSE C56-A
smjernicama navedena je koncentracija triglicerida temeljena na diluciji 20 % Intralipida® (ili
ekvivalenta) (35).

Kako je ECMO invazivan postupak koji narusava cjelovitost krvozilnog sustava uplecuéi
se pritom u brojne fizioloSke procese gdje je krv izlozena velikoj umjetnoj povrsini kroz sustav
kanulacije postavlja se pitanje koja je metoda za mjerenje slobodnog hemoglobina u plazmi
podloZnija utjecaju interferencija (ikterije i lipemije) koje su gotovo neizbjezne u uzorcima
ECMO pacijenata zbog jetrene disfunkcije, infuzija propofola te parenteralne prehrane. Kako
su rezultati ovog istrazivanja pokazali da postoji znacajno odstupanje u rezultatima pacijenata
podvrgnutin  ECMO potpori izmedu dvije ispitivane metode za mjerenje slobodnog
hemoglobina u plazmi neizbjezno se namece pitanje da li je metoda mjerenja indeksa hemolize
na automatiziranom biokemijskom analizatoru koji analizira nativni uzorak prikladnija od
metode izbora, Harboe metode, u kojoj dodatkom mati¢ne otopine dolazi do postupka
oksidacije i stvaranja oksihemoglobina koji ima najve¢u aposorbanciju u rasponu valnih duljina
od 531 do 543 nm. S obzirom na dobivene rezultate slaganja odnosno neslaganja vrijednosti

slobodnog hemoglobina u plazmi izmedu dviju ispitivanih metoda dokazali smo da postoji
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razlika u hemolizi kod ECMO pacijenata i in vitro hemolizi uzrokovanoj predanalitickom

pogreskom prilikom uzorkovanja krvi.

lako neki autori navode rezultate koji govore u korist primjeni indeksa hemolize kao
metode za mjerenje koncentracije slobodnog hemoglobina u plazmi kod pacijenata podvrgnutih

ECMO potpori, nuzno je imati na umu nekoliko kljuénih elemenata (36).

Prije uvodenja automatiziranog mjerenja indeksa hemolize kao metode za mjerenje
koncentracije slobodnog hemoglobina u plazmi treba osvijestiti da je izvorna svrha indeksa
hemolize detekcija stupnja hemolize, uz zadovoljavajuéu osjetljivost, koja ima utjecaj na
rezultat mjerenja pojedinih analita. Indeks hemolize nije usporediv izmedu biokemijskih
platformi razli¢itih proizvodaca, Sto otezava usporedbu izmedu centara koji ne posjeduju isti
analizator te onemogucuje izradu smjernica. Na trziStu ne postoji komercijalni kalibracijski i
kontrolni materijal, a indeks hemolize nema oznaku in vitro dijagnostika (IVD, prema engl. In
Vitro Diagnostics) odobrenu od strane americke Agencije za hranu i lijekove (FDA, prema engl.
U.S. Food and Drug Administration) kao ni oznaku europske sukladnosti (CE, prema engl.
European Conformity) za upotrebu kao metoda za mjerenje slobodnog hemoglobina u plazmi.
Izazov predstavlja i definiranje kriticne vrijednosti koja se smatra patoloSkom buduéi da je
prema preporukama Organizacije za izvantjelesno odrzavanje zZivota preporucljivo odrzavati
vrijednost slobodnog hemoglobina u plazmi kod pacijenata podvrgnutin ECMO potpori ispod
100 mg/L $to je blizu donjem limitu kvantifikacije indeksa hemolize na pojedinim

biokemijskim platformama.

Iako ne u $iroj upotrebi, na trzistu postoji i POCT uredaj (HemCheck®) za mjerenje
slobodnog hemoglobina u plazmi iz uzorka pune krvi. To je mali i lagani, prijenosni uredaj sa
suceljem koje je prilagodeno korisniku. Implementacija takvog uredaja na bolni¢ke odjele gdje
su pacijenti podvrgnuti ECMO potpori omogucéila bi dobivanje nalaza slobodnog hemoglobina
unutar nekoliko minuta od uzorkovanja. Ovakav bi uredaj pridonio brzem zbrinjavanju ECMO
pacijenata 1 brzoj odluci o promjeni samog protokola lijecenja pacijenta. Ono Sto ograni¢ava
upotrebu ovakvog uredaja s laboratorijskog aspekta je upravo ¢injenica da uredaj koristi punu
krv kao uzorak te nije moguce utvrditi prisutnost interferencije bez odredivanja indeksa ikterije
i lipemije, tj. odredivanja koncentracije bilirubina na automatiziranom biokemijskom

analizatoru.
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6. ZAKLJUCAK

Ovim radom koji je imao za cilj usporediti dvije metode za mjerenje koncentracije

slobodnog hemoglobina u plazmi doneseni su sljede¢i najvazniji zakljucci:

kod pacijenata podvrgnutih ECMO potpori znaéajno su vise vrijednosti slobodnog
hemoglobina u plazmi izmjerene Harboe metodom u odnosu na indeks hemolize

kod nasumi¢no odabranih uzoraka pacijenata s vidljivom hemolizom Kkoji nisu
podvrgnuti ECMO potpori (hemoliza uzrokovana predanalitickom pogreskom) nema
znacajne razlike u vrijednostima slobodnog hemoglobina u plazmi izmjerenog Harboe
metodom u odnosu na indeks hemolize

kod pacijenata podvrgnutih ECMO potpori indeks ikterije predstavlja znaajnu
interferenciju mjerenju slobodnog hemoglobina u plazmi kako u uzorcima s
vrijednostima bilirubina > 85 umol/L (indeks ikterije 5 i viSe) tako i u uzorcima S
indeksima lipemije i ikterije u dozvoljenim rasponima (indeks ikterije do 4)

bududi da ikterija predstavlja interferenciju na koju nije moguce utjecati, a ona znacajno
utjeCe na rezultate mjerenja, pozeljno je prilikom svakog mjerenja slobodnog
hemoglobina u plazmi u uzorku odrediti i vrijednosti ukupnog i i direktnog bilirubina
zbog moguce prisutnosti hemolize uzrokovane neadekvatnim uzorkovanjem krvi kod
visokih vrijednosti slobodnog hemoglobina u plazmi koje nisu u skladu s klini¢kom
slikom 1 stanjem pacijenta preporucljivo je paralelno odrediti i vrijednost haptoglobina
te nalaz izdati uz konzultaciju klini¢ara

potrebna su dodatna ispitivanja kako bi se ispitalo koji je to¢no stupanj lipemije koji
interferira s rezultatima mjerenja jer su rezultati do kojih se doslo ovim istrazivanjem
pokazala da lipemija kao interferencija nije imala znacajan utjecaj na rezultate

slobodnog hemoglobina u plazmi (do indeksa lipemije 70).

S obzirom na prikazane rezultate razvidno je da je podru¢je primjene ECMO potpore iz

perspektive laboratorijske dijagnostike polje koje svakako trazi dodatna istrazivanja.
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7. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Usporedba dviju metoda za mjerenje slobodnog hemoglobina u plazmi.
Nacrt studije: Presje¢no istraZivanje.

Materijal i metode: Ukupno su analizirana 222 uzorka ostatne humane litij heparinske plazme,
od ¢ega su 192 uzorka pacijenata podvrgnutin ECMO potpori dok su preostalih 30 uzorci s
vidljivo prisutnom hemolizom uzrokovanom pogre$nim uzorkovanjem venske krvi. Uzorci
pacijenata podvrgnutih ECMO potpori pohranjeni su na -20 °C kroz period ne duzi od 6
mjeseci. Uzorci nasumi¢no odabranih pacijenata koji nisu podvrgnuti ECMO potpori nakon
odradenih rutinskih analiza pripremljeni su za analizu koja je napravljena istog dana. Nakon
predanaliticke faze koja je ista za obje metode pripremljeno je 200 uL plazme za svaku od
metoda te se prvo pristupilo mjerenju serumskih indeksa na automatiziranom biokemijskom
analizatoru a potom pripremi uzorka za mjerenje slobodnog hemoglobina Harboe metodom na

spektrofotometru te nakon toga analizi. Uzorci su analizirani u lipnju.

Rezultati: Rezultati istraZivanja su pokazali da metoda mjerenja indeksa hemolize na
automatiziranom biokemijskom analizatoru, iako brZa, nije dovoljno pouzdana da bi zamijenila
do sada koristenu Harboe metodu. Ikterija, koja je vrlo ¢esta u uzorcima pacijenata podvrgnutih
ECMO potpori, predstavlja interferenciju koja znacajno utjeCe na rezultate mjerenja. Zbog
spektralnog preklapanja hemoglobina i bilirubina procjena stupnja ikterije u prisutnosti
hemolize ili stupnja hemolize u prisutnosti ikterije najtezi je izazov za mjerenje serumskih

indeksa §to je pokazalo 1 ovo istrazivanje.

Zakljuéak: Kako i dalje ne postoji preporu¢ena metoda za mjerenje serumskih indeksa niti
smjernice, odgovore na ova otvorena pitanja moramo potraziti u buduéim istraZivanjima uz

suradnju laboratorija i klinike te adekvatnu potporu proizvodaca.

Klju¢ne rijec¢i: ECMO, slobodni hemoglobin u plazmi, Harboe metoda, indeks hemolize,

indeks ikterije
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8. SUMMARY

Examination of hemolysis parameters in patients with extracorporeal

membrane oxygenation

Objectives: Comparison of two methods for measuring free hemoglobin in plasma.
Study Design: Cross-sectional survey.

Material and Methods: A total of 222 samples of human lithium heparin plasma were
analyzed, of which 192 samples were from patients undergoing ECMO support, while the
remaining 30 were samples with visible hemolysis caused by incorrect sampling of venous
blood. Samples from patients undergoing ECMO support were stored at -20 °C for a period not
exceeding 6 months. Samples from randomly selected patients who did not undergo ECMO
support after finishing routine analysis were prepared for free hemoglobin analysis which was
performed on the same day. After the pre-analytical phase, which is the same for both methods,
200 pL of plasma was prepared for each of the methods and the serum indices were first
measured on an automated biochemical analyzer, and after that the sample was prepared for
measuring free hemoglobin using the Harboe method on a spectrophotometer and after that

analysis was performed. The analysis of all 222 samples was done in the month of June 2022.

Results: The research results showed that the method of measuring the hemolysis index on an
automated biochemical analyzer, although faster, is not reliable enough to replace the currently
used Harboe method. Icterus, which is very common in samples from patients undergoing
ECMO support, represents an interference that significantly affects the measurement results.
Due to the spectral overlap of hemoglobin and bilirubin, the assessment of the degree of icterus
in the presence of hemolysis or the degree of hemolysis in the presence of icterus is the most

difficult challenge for the measurement of serum indices, as this research has shown.

Conclusion: As there is still no recommended method for measuring serum indices or
guidelines, we must look for answers to these open questions in future research with the

cooperation of laboratories and clinics and adequate support from manufacturers.

Key words: ECMO, free hemoglobin in plasma, Harboe method, hemolysis index, icterus

index
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