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PSEUDOTROMBOCITOPENIJA
UZROKOVANA SA EDTA

ANITA MUJAKIC*

EDTA-ovisna pseudotrombocitopenija (EDTA-PTCP) uobicajena je laboratorijska
pojava s prevalencijom koja se krece od 0,1-2%. Oko 0,1% zdravih osoba posjeduje EDTA-
ovisne aglutinine koji dovode do sljepljivanja trombocita ili adheracije na neutrofile i do
lazne trombocitopenije. Ova reakcija je posljedica prirodno nastalih trombocitnih autoan-
titijela usmjerenih na trombocitni membranski glikoprotein. Kada se posumnja na EDTA
ovisnu pseudotrombocitopeniju potrebno je kao antikoagulans upotrijebiti natrijum citrat.
Unatoc svojoj neskodljivosti, EDTA-PTCP cesto dovodi do dugotrajnih, skupih i cak inva-
zivnih dijagnostickih ispitivanja. EDTA-PTCP se cesto zanemaruje jer se mrlje krvi ne ocje-
njuju vizualno u rutinskoj praksi, a histogrami kao i upozoravajuce oznake hematoloskih
analizatora nisu pravilno interpretirani. Kod bolesnika kod kojih se nade trombocitopenija
potrebno je napraviti razmaz krvi radi diferenciranja mogucih trombocitopenija od pseu-
dotrombocitopenija. Uzorkovanje krvi od strane medicinske sestre i poznavanje standarda
rada utjece na kvaliteta uzorka, koja je ovisna o pravom volumenu krvi i rukovanju epru-
vetom nakon vadenja krvi.

Deskriptori: PSEUDOTROMBOCITOPENIJA, ETILENDIAMINTETRAOCTENA KISELINA (EDTA)

uvoD i u Japanu, dok se K, Formulacija EDTA i
dalje Siroko koristi u SAD i Velikoj Brita-
niji (1). Dodatna prednost bivse formulaci-
je je dostupnost u "sprej" osusenom obliku,
. . ) koji drasticno smanjuju pristranost i zbog
ukljucujuéi kalcij, u 1:1 kompleksima. o P
razrjedivanja kao osmotski u¢inci na krvne

Zbog ovog:@VO]'stva, SpoJ s¢ §1.r0k0 korlSFl stanice koji karakteriziraju uporabu K,ED-
u laboratorijskoj medicini u tri formulaci- TA (2)

je soli, tj. Na,EDTA, K,EDTA i K,EDTA.
Medunarodno vijece za standardizaciju u
hematologiji (ICSH) trenutno se zalaze za
upotrebu K,EDTA za hematoloSka ispiti-
vanja i ova je preporuka priznata i Siroko Pseudotrombocitopenija ili lazna
rasprostranjena u vecini europskih zemalja trombocitopenija je in vitro laboratorijski
nalaz koji se obi¢no povezuje s primjenom
etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA)
u epruvetama za prikupljanje krvi (6). Na-
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krv antikoagulirana sa EDTA. EDTA, dok
veze kalcijeve ione, oslobada epitop gliko-
proteina IIb (Gpllb) interakcijom s mole-
kulom glikoproteina IIb-I1la (GpllIb-IIlIa)
na membrani trombocita (7, 8). Ako paci-
jent ima autoantitijela (obi¢no IgG tip imu-
noglobulina) protiv ovih epitopa, ona uzro-
kuju zacepljenje tih trombocita vezivanjem
na epitope na njihovim povrsinama. Ove
nakupine trombocita automatizirani broja-
¢i stanica u krvi smatraju leukocitima zbog
njihove veli¢ine, pa se broj trombocita pro-
cjenjuje kao nizak (5).

U laboratorijskoj medicini etilen-
diamintetraoctena kiselina (EDTA) koristi
se kao antikoagulant. EDTA ovisna pse-
udotrombocitopenija je rijedak fenomen
(0,1% u opcéoj populaciji) prisutnosti pro-
tutijela protiv trombocita ovisnih o EDTA,
koja optimalno reagiraju izmedu 0°C i
4°C, prepoznaju citoadhezivne receptore
gpllb-Illa, potaknu ekspresiju aktivacij-
skih antigena, pokrenu aktivaciju tirozin
kinaze, aglutinaciju trombocita i skuplja-
nje in vitro, §to dovodi do lazno smanjenog
broja trombocita. Pouzdana i pravodobna
identifikacija ovog artefakta je neophodna
s obzirom na veliku vjerojatnost da ga se
zamijeni s drugim, po Zivot opasnim, po-
remecajima trombocita ili na neki drugi
nacin dovede do neprikladnih klinickih tu-
macenja i odluc¢ivanja o terapiji (5).

U slucaju niske razine trombocita
koji je oblozen elektronskim brojacem pe-
rifernog krvnog razmaza, treba pripremiti
i s pacijentovog vrha prsta i uzorka krvi s
EDTA. Takoder se broj trombocita treba
ponoviti s drugim antikoagulansima poput
citrata ili heparina umjesto EDTA. Ponav-
ljano brojanje trombocita s drugim antiko-
gulansima obi¢no daje normalne vrijed-
nosti trombocita. Trombociti se ponekad
nalaze u leukocitima (trombocitni satelit) s
kojima tvore grozd. Ti se klasteri ne mogu
pravilno prebrojati elektronskim instru-
mentima za brojanje stanica krvi. Dakle,
ovo treba iskljuciti kada se otkrije trombo-

citopenija. Treba imati na umu da se nizak
broj trombocita moze dobiti uslijed agrega-
cije trombocita, kada se neispravno uzmu
uzorci krvi (nedovoljna mjesavina antikoa-
gulanta i uzorka krvi, poteskoce u pristupu
veni). Kada se u uzorku krvi utvrdi mali
broj trombocita, a pacijentu je bilo otezano
vadenje krvi, potrebno je uciniti razmaz
periferne krvi i pregledati ga pod mikro-
skopom. MPV (prosje¢ni volumen trombo-
cita) mjeri se i iz pune krvne slike, pored
broja trombocita. U bolesnika s niskom ra-
zinom trombocita, ako je vrijednost MPV
visoka, diferencijalna dijagnoza treba
ukljucivati akutni ITP, Bernard-Soulierov
sindrom, a takoder treba uvijek preispitati
mogucnost formiranja grozda trombocita i
daljnje istrazivanje treba provesti u skladu
s tim uzrocima. Prije odlucivanja o dalj-
njim dijagnostickim testovima potrebno je
razluciti je 1i trombocitopenija stvarna ili
pseudo, a za to je uvijek potrebno napra-
viti i periferni razmaz s ukupnom krvnom
slikom (5).

PRIKAZ PRIMJERA

Prikazan je primjer 15-godiSnjeg
djecaka, koji je pregledan u pedijatrijskoj
ambulanti zbog muénine i glavobolje. Va-
dena mu je krv u epruveti sa EDTA. Trom-
bociti u EDTA krvi: Prvi nalaz trombocita
79 - neto¢no, nalaz nije za autorizaciju i
izdavanje. Trombociti u citratnoj krvi: 170
- nalaz je relevantan, autoriziran i za izda-
vanje. Prvi rezultat trombocita u epruveti
sa EDTA je bio 79, §to se ispostavilo kao
netocno, zato nalaz nije izdan i autoriziran
od strane laboratorija. Poslan je zahtjev
u pedijatrijsku ambulantu, da se djeCaku
vadi krv u epruvetu sa natrijevim citratom.

S obzirom da EDTA i heparin mogu
izazvati nakupljanje trombocita i, prema
tome, lazno mali broj trombocita, zahtjev
od strane laboratorija bio je opravdan. Kod
15-godisnjeg dje¢aka u uzorcima krvi s
natrijevim citratom nije otkrivena agre-
gacija trombocita i broj trombocita je bio
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normalan (170). Iz prikaza primjera zaklju-
¢ujemo, da je prvi uzorak bio s PTCP-om
ovisnim o EDTA. Mogu¢i uzrok za to je
naravno i nedovoljno mijesanje epruvete
nakon uzorkovanja krvi iz vene.

ULOGA MEDICINSKE SESTRE KOD
PTCP OVISNOJ O EDTA

Medicinske sestre, posebno zapo-
slene u bolnicama, svakodnevno uzorkuju
bioloske uzorke. Bitno se pridrzavati stan-
darda prilikom obavljanja tih aktivnosti,
u sklopu dobre klinicke prakse (eng. evi-
dence based nursing) i pratiti preporuke
i standarde laboratorijske medicine (17).
Posljedice nepostivanja i nepoznavanje
standarda rada mogu rezultirati greskom
u analizi i u rezultatu. Ova se faza odvi-
ja izvan laboratorija i ukljucuje sljedece
aktivnosti: odabir testova, narucivanje
testova, pripremu pacijenta, uzorkovanje
bioloskog materijala, identifikaciju uzorka,
popunjavanje prateée dokumentacije i pri-
jevoz uzoraka u laboratorij (9). Medicinske
sestre takoder trebaju biti svjesne utjecaja
fizioloSkih, bioloskih i okoli$nih ¢imbeni-
ka koji mogu utjecati na rezultate labora-
torijskih ispitivanja. Navedeni ¢imbenici
uzrokuju promjene u bioloskim uzorcima,
naj¢esce u uzorcima venske krvi.

Krv se vadi u razli¢ite epruvete,
uz dodan antikoagulans. Antikoagulan-
si vezanjem kalcija sprje¢avaju stvaranje
ugruska u uzorku krvi. U svakoj epruveti
se nalazi odredena koli¢ina antikoagulansa
za odredeni volumen krvi, iz tog razloga
svaka epruveta mora biti napunjena do po-
trebnog volumena. Kvaliteta uzorka je ovi-
sna o volumenu krvi i o rukovanju epru-
vetom nakon uzorkovanja krvi (19) . Bitno
je da medicinska sestra napuni epruvetu
do oznake, inace uzorak nije prikladan
za laboratorijsku analizu. Kada uzimamo
vedi broj epruveta za razliCite vrste anali-
za potrebno je slijediti odreden redoslijed
punjenja:

e hemokultura;
e cpruveta sa dodatkom Na-citrata;

e cpruveta sa dodanim aktivatorom koa-
gulacije;

e cpruveta sa heparinom;
e cpruveta sa dodatkom EDTA;

e cpruveta s Na-fluoridom ili Na-jodace-
tatom.

Nakon uzimanja svakog uzorka,
okretanjem epruvete za 180° potrebno je
lagano mijesati krv u epruveti. Epruvete s
dodatkom Li-heparina, EDTA, Na-fluori-
da i Na-jodacetata okre¢emo 8 do 10 puta,
epruvete s aktivatorom koagulacije 5 do 6
puta i Na-citratne epruvete 3 do 4 puta (20).

Zakljucak

Pseudotrombocitopenija ovisna o
etilendiaminetetraoctenoj kiselini (EDTA)
je pojava lazno malog broja trombocita
zbog formiranja trombocitnih aglutinata
u prisustvu antikoagulansa i antitijela, u
krvi antikoaguliranoj s EDTA. Agregaci-
ja trombocita u PTCP-u ovisnom o EDTA
obi¢no je sprije¢ena kada se radi sa dru-
gim antikoagulansima, poput natrijevog
citrata ili heparina. PTCP ovisan o EDTA
nikad nije bio povezan s hemoragi¢nom
dijatezom ili disfunkcijom trombocita (9).
U ovom je radu predstavljen 15-godis-
nji djecak s PTCP-om ovisnim o EDTA.
EDTA i heparin mogu izazvati nakuplja-
nje trombocita i, prema tome, lazno mali
broj trombocita. Medutim, u uzorcima krvi
s natrijevim citratom nije otkrivena agre-
gacija trombocita i broj trombocita je bio
normalan.

EDTA je posebno korisna za hema-
toloske testove zbog stabilnosti u broja-
nju i odredivanju veli¢ine krvnih stanica,
mada se ponekad pojavljuje nakupljanje
trombocita u otopini EDTA (10). Ova je
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reakcija nazvana PTCP ovisnim o EDTA.
EDTA-ovisni PTCP je fenomen laznih au-
toantitijela s niskim brojem trombocita koji
uzrokuju nakupljanje trombocita u krvi an-
tikoaguliranoj s EDTA (11). Obi¢no je ovo
nakupljanje uzrokovano promjenom gli-
koproteina na povrsini trombocita (12). Ti
modificirani trombocitni antigeni tada rea-
giraju na antiagregacijska antitijela, obi¢no
imunoglobulin G (IgG) ili imunoglobulin
M (IgM) i rijetko imunoglobulin A (IgA)
tipovi prepoznaju trombocitne antigene na
membrani trombocita (13-15). Trombociti
membranski glikoproteinski kompleks 11b/
IIIb mogao bi biti ukljucen u reakciju an-
titijela ovisnih o EDTA (13, 16). Kunicki i
suradnici pokazali su prototip autoantitije-
la povezanih s EDTA-PTCP. Klonirali su
ljudsko monoklonsko IgM autoantitijelo,
2E7, koje se veze za oktapeptid u teSkom
lancu GP IIb i pokazali da vezanje 2E7 na
normalne trombocite olakSava prisutnost
EDTA.

Zakljuéno, pojavnost PTCP se mora
razmotriti u slucajevima s niskim brojem
trombocita, koji nisu imali povijest ili na-
laze fizikalnog pregleda u skladu s trom-
bocitopenijom. Uz to, skupe i sofisticirane
tehnike, koje su korisne za dijagnosticira-
nje PTCP-a, nisu dostupne u svim klini-
kama, posebno u zemljama u razvoju, a te
metode nisu superiorne u ispitivanju brisa
periferne krvi. Dakle, potrebno je naglasiti
da je, uz procjenu pacijenta s medicinskom
i obiteljskom anamnezom, pregled razma-
za krvi vrlo bitan i mora biti prvi korak u
dijagnostici (9).

Bitno je da medicinske sestre imaju
redovne edukacije iz podrucja predanali-
ticke faze, koja je klju¢na, da ne dolazi do
lazne PTCP ovisnoj o EDTA. Ovladavanje
predanaliznom fazom, komunikacija s la-
boratorijskim osobljem i fokusirana labo-
ratorijska edukacija predanalitike za me-
dicinske sestre predstavlja zeljeno pobolj-
Sanje u postizanju bolje kvalitete uzoraka
i time tocnije interpretacije laboratorijskih

rezultata. Zbog jedinstvenosti sadrzaja
analita u vecini bioloskih uzoraka, presud-
no je da medicinske sestre znaju pojedine
korake procesa uzorkovanja. Pridrzavanje
smjernica povecava kvalitetu rada i uzora-
ka te smanjuje rizik od pogreske.
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