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OZET

Yillar icerisinde koagulasyon testlerini etkileyen bircok preanalitik degdisken tanimlanmuistir.
Koagulasyon testlerine etki eden preanalitik degiskenler 6rnek toplama (hasta segimi dabhil),
ornek transportu ve stabilitesi, Ornek hazirhd ve depolama temel bashklar altinda
toplanabilir. Bu derlemenin amaci koagulasyon testleri ile iliskili preanalitik degiskenleri
tanimlama ve koagulasyon test sonuglarinda kaliteyi ve giivenilirligi arttirmak icin laboratuvar
uygulamalarinda 6neriler sunmaktir.
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ABSTRACT

Numerous preanalytical variables that affect the coagulation testing have been defined over
the years. The three potential main topics where coagulation testing preanalytical issues may
arise are specimen collection (including patient selection), specimen transportation and
stability, specimen processing and storage. The aim of this review is to identify the preanalytical
variables associated with coagulation testing and provide laboratory practice recommendations
to improve the quality of coagulation testing and accuracy of the test results.
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GIRIS

Klinik laboratuvarlar klinik karar surecinin
(tani, hastay1 yatirma, tabucu etme, tedaviye
yon verme gibi) yaklasik %70'ni etkilemek-
tedir. Dogru ve giivenilir laboratuvar sonuc-
lar1 hastalarin en iyi tedaviyi almalarini sag-
lamaktadir. Laboratuvar hekimlerinin dogru
ve guvenilir sonuclar icin analitik evre gibi
preanalitik ve postanalitik evreleri kapsayan
toplam test stirecini iyi bilmesi gerekmekte-
dir. Preanalitik evre Klinisyenin hasta ile ilgili
soru sormasi ile baslayan pre-preanalitik
evreyi de kapsayan, testlerin analizine kadar
Ki tim islemler olarak tanimlanir. Preanalitik
evre laboratuvar disinda gergeklesen bircok
basamagi icermesi nedeniyle (Klinisyenin test
istedi, 6rnek alma, transport gibi), hatalarin
en fazla oldugu ve kontrol edilmesi de en zor
olan evredir (1). Laboratuvar sonuclarinin
dogrulugu ve guvenilirligi icin preanalitik
evrede tiim degiskenlerin tanimlanmasi ve
testler uzerine olasi kritik etkilerinin bilin-
mesi gerekmektedir.

Koagulasyon testlerinde preanalitik evre ve
bu evrede meydana gelebilecek preanalitik
hatalar, ciddi sonuglara neden olabilir. Orne-
din tarama amach yapilan ve yanlis uzamis
protrombin zamani (PZ) ya da aktive parsiyel
tromboplastin zamani (APTZ) gereksiz birgok
maliyetli daha spesifik testler yapilmasina ve
zaman kaybina neden olur. Yanlis negatif PZ
veya APTZ cikan hastalarda ise gerekli faktor
analizleri yapilmaz. Referans araliginda sap-
tanan APTZ testi nedeniyle suphelenilmemis
olan bir hemofili hastasinda, hatali olarak
cerrahi girisimsel islemler uygqulanabilir.
Ayrica, antikoagulan tedavi goren, ilag moni-
torizasyonu yapilan bir hastada yanls dusik
ya da yanls ytuiksek koagulasyon test sureleri
ve buna bagh uygunsuz antikoagulan ilag
dozlar1 uygulanmasi ve hatanin yonine gore
tromboz ya da kanama Kkomplikasyonlari
goriilebilir. Spesifik koagulasyon testlerinin
codgu tanisal test olarak kabul edildigi icin
meydana gelebilecek hatalar ciddi sonuclara
neden olabilir. Yanlis pozitif ya da yanlis
negatif spesifik koagulasyon test sonuclari
hem hastalar hem de saglik sistemine
getirdidi maddi ve manevi yiikler nedeniyle
istenmeyen bir durumdur. Ornedin yanhs
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pozitif von Willebrand faktor (vWF) antijeni ve
Ristosetin kofaktorii (Riscof) ile yanlis von
Willebrand hastali@ (vWH) tanisi alan bir Kisi
uygun olmayan faktor tedavileri alabilir. Ayri-
ca hasta kalitsal bir hastalik tanisi aldidi icin
tiim hayatini etkileyecek durumlarla karsila-
sabilir. Baska bir Ornekte ise yanlis negatif
antifosfolipid antikor veya lupus antikoagulan
sonu¢ olan ancak antifosfolipid sendromlu
bir hastaya ilerde gecirebilecedi tromboz
komplikasyonlaria karsi onleyici antikoagu-
lan tedavi verilmemis olur (2). Bu tur hatalara
bircok ornek verilebilir.

Bu derlemede rutin ve spesifik koagulasyon
testlerini etkileyen preanalitik evre ele alina-
caktir. Hasta basi cihazlan ile antikoagulanl
ya da antikoagulansiz tam kanda yapilan
koagulasyon testlerine daha sinirh olarak yer
verilecektir.

HEMOSTAZ, LABORATUVAR TESTLERI

Hemostaz yanhs olarak koagulasyon kaskadi
olarak anlasilmakta olup hemostaz yerine
koagulasyon terimi siklikla kullaniimaktadir.
Ancak hemostaz aslinda Virchow triadi olarak
adlandirlan primer hemostaz (VWF, trombo-
sit ve subendoteliyal bilesenler ile olusan
trombosit tikaci), sekonder hemostaz (fibrin
tikaci, prokoagulan “koagulasyon” faktorleri
ve dogal antikoagulanlar) ve fibrinolitik yo-
laklarin timunia kapsamaktadir (3). Guni-
miiz laboratuvarlarinda hemostazi degerlen-
diren ¢ok cesitli testler yapilabilmektedir.
Rutin koagulasyon testleri denilince ilk akla
gelenler PZ, INR (international normalized
ratio), APTZ, trombin zamani (TZ), fibrinojen
ve D-dimerdir. Spesifik hemostaz testleri
olarak trombosit fonksiyon testleri, Faktor (F)
analizleri (hemofili A icin FVIII, hemofili B i¢in
FIX, nadir faktor eksiklikleri icin FII, FV, FVII,
FX, FXII, gibi), faktor inhibitor testleri, Protein
C (PC), protein S (PS), Antitrombin Il (ATIII),
VWF testleri, Lupus antikoagulan tarama ve
dogrulama testleri, aktive PC direnci (APCR)
ve anti-Xa heparin testi sayilabilir. Tum bu
testler icinde PZ ve APTZ en sik analizi
yapilan rutin koagulasyon tarama testleridir
(4). Tarama testleri tani, tarama ve izlem
amach bircok durumda Kkullaniimakta olup,
ayrica faktor analizlerinin ve pihti tabanl bazi
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ozel testlerin (PC, PS, APCR gibi) de temelini
olusturmaktadir.

Koagulasyon testlerine etki eden preanalitik
degiskenler tic temel baslik altinda
toplanabilir:

e Hasta secimi ve drnek toplama
e Ornek transportu ve stabilitesi
e Ornek hazirhig ve saklanmasi

Her lglinde dnemli bircok degisken
bulunmakta olup testler tizerinde 6nemli
etkilere sahiptir.

HASTA SECIMi VE ORNEK TOPLAMA

Hasta yasi, cinsiyet, irk, kan grubu ve saghk
durumu hemostaz testlerine etki eden
degiskenler olup sonuglarin degerlendirilme-
sinde ve yorumlanmasinda mutlaka dikkat
edilmelidir. Bu nedenle her laboratuvar bu
degiskenleri g6z oOniinde bulundurarak
uygun referans degderler kullanmalidir. Dogru
test sonuclarmin yorumlanmasi igin dogru
referans degeri kullanimi gerekmektedir.

Yas

Cogu koagulasyon faktoriinin primer sentez
yeri karacigerdir. Ayrica neonatal dénemde
en son olgunlasan organin karaciger oldugu
unutulmamalidir. Bu nedenle 06zellikle pre-
matirlerde ve bir miktar yenidoganlarda
koagulasyon faktdrleri daha diisuktur. Bu yas
gruplari icin farkl referans degderleri kullanil-
malidir. Bircok koagulasyon faktoru yetiskin
diizeylerine 6 ayda ulasir (5). D-dimer, vWF,
FVIII, FV, FVII, FIX ve FXI'in yas ile arttidi
izlenmistir. Tromboelastografik (TEG) ol¢iim-
ler ve endojen trombin potansiyeli (ETP)
olcumu yaslara gore farkliik gdsterir (6,7).
Chan ve arkadaslari, yetiskinler ve pediatrik
hastalar arasinda fark bulamamis olmalarina
ragdmen yine de TEG ol¢iimlerinde yasa gore
referans degerleri ile daha iyi sonug¢ deger-
lendirilmesi yapilacagina dikkat ¢ekmislerdir
(8).

Cinsiyet

Hemostazda cinsiyete bagh bazi farklar ola-
bilir. FII, FVII, FIX, FX, FXI ve FXII diizeyleri
erkeklere gore kadinlarda daha yiiksektir.

Kadinlarda diisuk PS ve artmis antitrombin
(AT) aktivitesi goriiliir (9). Trombosit fonksi-
yon bozuklugunu gosteren bir test olan
kollajen-(ADP), PFA-100'de (trombosit fonksi-
yon analizOru-100) kapanma siiresi erkekler-
de daha uzundur (10). Kadinlarda menstruel
siklus, oral kontraseptif kullanimi veya hor-
mon replasman tedavisine sekonder olarak
hemostaz degisiklikleri trombosit fonksiyon
testlerinde izlenebilir. Oral kontraseptiflerle
iliskili degisiklikler hormon konsantrasyo-
nuna baghdir. Oral kontraseptiflerdeki etinil
ostrodiol FVII antijeni, FVIII aktivitesi ve pB-
tromboglobulini arttirir. Oral kontraseptif ve
hormon replasman tedavisi alan kadin
hastalarda PS ve APCR testleri icin kan alma
oncesi iki ay tedavinin kesilmesi Onerilmek-
tedir. Fibrinojen, FXI, FXIII, doku plazmingjen
aktivatoru (tPA), plazmingjen aktivator inhibi-
tor-1 (PAI-1), D-dimer veya o2-antiplazmin
menstriiel sikluse bagh olarak degdiskenlik
gostermez. Ancak bazi calismalarda vWF,
FVIII ve trombosit fonksiyonlari menstruel,
erken folikiiler fazda en dusiik dizeyde bu-
lunmustur. Bu nedenle bu zaman cerceveleri
kadinlarda kanama riski parametrelerini belir-
lemede ideal kan Ornedi alma doénemleri
olarak kabul edilebilir. Endojen trombin po-
tansiyeli luteal fazda folikiiler faza gore daha
yiiksek; folikiiler fazda ise FX daha yiiksektir.
vWH arastirlan Kkadinlarda O6rnek alimi
siklusun 1-4 giinlerinde Onerilir (11, 12).

Gebelik

Gebelikte de koagulasyon faktorlerinde izle-
nen degdiskenlikler nedeniyle, APTZ, PZ ve
TEG sureleri kisalir; D-dimer ve solubl fibrin
monomer kompleksleri artar. Antitrombin
aktivitesinde degisiklik olmaz. Gebelik ayrica
artmis fibringjen, VWF, FVII, FVIII, FIX, FX,
FXII, plazminojen, PAI-1, tPA antijen ve trom-
bosit fonksiyonu; azalmis FXIII, APCR, ser-
best PS antijeni ve aktiviteleri ile seyreder.
Gebelik siiresince olan degisiklikler nede-
niyle koagulopati incelemesinde postpartum
iki ay beklenmesi Onerilir. Ayrica dogum
eylemi, vajinal dogum olan yenidodanlarda
FVIII, vWF, FIX, FXI, FXIl ve plazminojen
diizeylerini sezeryanla doganlara gbére daha
fazla arttirir. Yenidodanlarda mekonyum
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varlidi FlI, FV, FVII ve FX diizeylerinde azalma
ile sonuclanir (11,13,14).

Etnik koken, wrk

Etnik koken / wrk'in koagulasyon paramet-
releri uzerine az ancak 6nemli etkileri vardir.
Ozellikle tromboembolik ve kanama riski
durumlarinda goriilen genetik mutasyonlar
farkliliklar gosterir. Bu risk faktorleri bu der-
lemede ele alinmayacak ancak bu etkilerin
varhdiin da unutulmamasi gerekmektedir.
Zencilerde vWF'de tek niikleotid polimor-
fizmi, Eskenazi Yahudilerinde FXI eksikligi ve
Kafkas irkinda artmis APCR insidansi bulun-
maktadir. Akdeniz bdélgesinde ve bu bolge-
lerdeki zencilerde daha sik goriilen orak
hucreli anemide FVIII, vWF ve D-dimer arta-
bilir. Ayrica orak hiicreli anemide protrombin
fragmani (F1.2), trombin-antitrombin komp-
leksi ve P-selektin (trombosit aktivasyon
gostergesi) yiiksekligi, ADAMST-13 (a disin-
tegrin and metalloproteinase with a throm-
bospontin type-1 motif, member 13) duisuk-
ltigu izlenebilir (15,16).

Kan grubu

ABO Kkan gruplart arasinda koagulasyon
parametrelerinde Ozellikle de FVIII ve viWF'de
bazi degisiklikler olur. O kan grubunda FVIII,
VWF, FIX ve FXII O grubu olmayanlara gore
daha dusiiktir. Referans araliklar1 O ve diger
kan gruplarima gore diizenlenmelidir. Rh fak-
toru ile koagulasyon parametreleri arasinda
bir iliski yoktur. ABO kan grubu tipinin PS, PC
veya AT lizerine etkisi yoktur (9).

Biyolojik varyasyon

Biyolojik varyasyon veya sirkadien ritm bazi
Koagulasyon testlerinde 6nemlidir. Biyolojik
varyasyon belirli bir zaman arahdinda bir kisi
ya da populasyonda olciimler arasindaki
farklardir. Biyolojik varyasyonu en az olan
test PZ ve en fazla olan ise vWFdur. Mev-
simsel varyasyonlar fibringjende izlenirken,
PZ veya trombosit agregasyonunda izlenme-
mistir. Heparin tedavisi, trombosit fonksiyon
testleri ve fibrinolitik yolak testlerinde sirka-
dien degiskenlik goriilmektedir. Trombosit
fonksiyonlarn fiziksel stres (egsersiz dahil),
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sigara, dietsel faktorlerden (kahve, Kkafein
iceren urunler, flavonoidler, fitoOstrojenler ve
polifenoller) etkilenmektedir. Dietle yag
asidlerinin almmasi trombosit fonksiyon
testlerini etkileyebilir; ayrica PAI-1 diizeylerini
ve FVII aktivitesini de arttirabilir. Mevsimsel
degisiklikler gibi dongiisel donemlerde
patolojik  sonuclar mutlaka tekrarlayan
orneklerde dogrulanmalidir (17,18).

Diger fizyolojik durumlar, hastaliklar ve
ilaclar

Bazi hastaliklar koagulasyon parametrele-
rinin dogru olarak Olculmesini etkileyebilir.
inflamatuvar olaylar fibringjen, FVIII, vWF,
PAI-1 artisina ve PS azalmasina neden olur.
Mental veya fiziksel stres hemostaz degisik-
liklerine neden olabilir. Egsersiz viicutta
fiziksel stres olusturarak vWF, FVIII ve 6glo-
bulin liziz zamanimi (ELT) arttirir, trombosit
aktivasyonuna neden olur. Ancak FXII, FV,
FVII, FII veya fibringjeni etkilemez. Mental
stres, vWF, fibrinojen, tPA ve FVIII artisina
neden olur (11). Ornek alnirken kan alma
islemine karsi hastada fobik ankziete geli-
sirse hiperkoagulasyon tetiklenebilir. Ancak,
uzamis mental stres durumlarinda FV, FVIII
ve FIX aktiviteleri azalabilir (19). Hiper-
tiroidizmde vWF, fibrinojen, FVIII ve PAI-1
artar; PFA-100 Olcumlerinde Kollajen/epi-
nefrin ve Kkollajen-ADP kapanma zamani
kisalir. Saglikli gonilliilerde farkli dozlarda
uygulanan levotiroksin tedavisine yanitta
artmis VvWF, FVIII, FIX, FX, PAI-1, ELT
diizeyleri ve azalmis APTZ birlikteligi
izlenmektedir (20). Primer hiperparatirodizm
artmis FVII, FX ve D-dimer diizeyleri ile iligkili
bulunmustur (21). Asidoz ve daha az olarak
hipotermi, uzamis PZ ve APTZ sireleri ve
degisen TEG Ol¢iimlerine neden olabilir (22).

Dogumsal faktor eksiklikleri disinda baska
hastaliklarda da kanama veya tromboza
edilim ortaya cikabilir. Travma, sok, sepsis,
kanser, bobrek yetmezlidi, karaciger yetmez-
ligi, sistemik lupus eritamatosus, antifosfo-
lipid antikoru sendromu (APS) ve diger
otoimmun hastaliklar, cerrahi girisimler ve
amiloidoz gibi durumlarda goriilmekte olup
bunlarla da smirl degildir. Ekstrakorporal
membran oksijenizasyonu (ekstrakorporal
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hayat destegi), hemodiyaliz, kontinii veno-
venOz/ arteriyovendz hemodiyaliz, kan
oksijenatorleri veya aortik balon pompalari
gibi mekanik veya desteksel girisimler
yetiskinlerde hafif derecede, yenidoganlar ve
pediyatrik hastalarda daha belirgin derecede
koagulapoatiye neden olur. Ekstrakorporal
yasam destek cihazlarinda bir miktar anti-
Koagulan, sistemik olarak akim bolgesinden
(anfraksiyone heparin), veya lokal olarak
cihaza (cihaz icinde sitrat veya cihaz disindan
kalsiyum glukonat) uygulanir. Bu tir ciddi
hastalarda hasta basi testler (6rnek: aktive
pihtilasma zamani veya TEG) siklikla tercih
edilmelidir. Ancak laboratuvar testleri ile
mutlaka dogrulanmalidirlar (23). Sol ventri-
kil pompalart gibi diger mekanik destek
cihazlarn tirbiilan akim ortami ve buna bagl
olarak VvWF proteininde mekanik hasar
olusturmakta ve akut kazanimis tip 2 vWH
meydana gelebilmektedir (24).

Hemostatik faktorleri arttirmak ya da yerine
koyma amach uygulanan bir¢ok farmasotik
ajan ile Kkoagulasyon testleri etkilenebilir.
Vitamin K antagonistleri (VKA), heparinler,
direkt trombin inhibitorleri (DTI) veya direkt
oral antikoagulanlar (DOAK) rutin ya da
spesifik bazi koagulasyon testleri uzerine
etkilidirler. Bu tedavilerden bazilar1 monito-
rizasyon gerektirmektedir. Ayrica fibrinolitik
tedaviler (6rnegin tPA) defibrine edici ilaclar,
antifibrinolitikler (6rnegdin traneksamik asit),
ve antitrombotikler (antitrombosit tedavi:
klopidogrel, aspirin, prasugrel, gibi) hemo-
statik yolaklan uyarir. ilag etkilerini tersine
cevirme insan kan urunleri ile (6rnegin taze
donmus plazma, Kriyopresipitat, vs), nonspe-
sifik Urtnler ile (aktive edilebilen 3 ve 4
faktor protrombin kompleksleri) veya bir
ilaca spesifik urtinler ile (6rnegin dabigatrana
karsi idarucizumab) olabilir. Kanayan bir
hastada farmasoétik ajanlar ile invivo yanit
aktive edilebilir. Ornegdin nazal veya infiizyon
yoluyla uygulanan desmopressin ile dolasim-
da VWF arttirllmasi saglanabilir. Ayrica, aktif
edilmis faktor infiizyonu (6rnegin NovoSeven:
rekombinan bir FVIla) yapilabilir. Replasman
tedavileri insan, rekombinan, domuz
Kaynakli FVIII veya FIX gibi spesifik faktorleri
ya da emicizumab gibi farkli tedavi ¢esitlerini
kapsar. Laboratuvarlar bu tedavilerin koagu-

lasyon testleri tlizerine olan etkilerini bilme-
leri gerekmektedir. ila¢ konsantrasyonu
olciimleri (farmakokinetik) veya etkileri (far-
makodinamikleri) icin rehberlik edebilme-
lidir. Warfarin veya anfraksiyone heparin gibi
sik kullanilan antikoagulanlar icin PZ ve APTZ
(sirayla) kullanilmakta olup, dogru zamanda
kan Orneklerinin alinmasi ile ilacin gereksiz
yliiksek dozlarda uygulanmasi ya da uygun
olmayan doz degisimleri engellenmis olur.
Anfraksiyone heparin tedavisi APTZ ve/veya
Anti-FXa ile izlenir. ideal kan alma zamani
doz baslangicindan 6 saat sonradir. Katater
antikoagulasyon icin daha yiliksek dozda
anfraksiyone heparin kullaniliyorsa APTZ
suresiz bulunur. Bu durumda aktive trombin
zamani kullanilmalidir. Dusik  molekiil
adirhkli heparin (DMAH) ve pentassakkarid
ajanlart uygulandiginda anti-FXa ile izlem
yapilir. DMAH icin 3. dozdan 4 saat sonra;
pentassakkarid icin ise 1. dozdan 3 saat
sonra Ornek almmalidir. VKA monitorizas-
yonu ilk dozdan 12-24 saat sonra alinan
ornekte PZ/INR ile izlenir. Hemofili A ve B'de
faktor replasman tedavisi izleminde FVIII ve
FIX bazal diizeyleri, faktor uygulamasini
takiben 30. dakika, 1,2,4,8,12 ve 24.
saatlerde Olculiir (25).

Primer tedavi hedefi koagulasyon sistemi
olmayan ancak koagulasyon testlerine etki
eden farmasotik ajanlar Kkullanilirken bu
ilaclarin etkilerine de dikkat etmek gerek-
mektedir. Antibiyotikler intestinal florayi
baskilayarak vitamin K yararlihgini azaltabilir.
Meydana gelebilecek edinsel vitamin K
eksikligi nedeniyle warfarin tedavisine benzer
olarak FII, FVII, FIX, ve FX azalir veya warfarin
tedavisine abartili bir yamt gorilir (26).
Lipoglikopeptidler (6rnegin telavansin) bazi
reaktiflerdeki fosfolipid kaynaklarina baglan-
diq1 icin koagulasyon testlerini etkileyebilir.
Ozellikle ila¢c yeni baslandiginda meydana
gelebilecek yanlis sonuclar mutlaka incelen-
melidir (27).

ORNEK TOPLAMA

Hasta drnek alimi icin secilip, gerekli uygun
test ya da testler, uygun Olcim zamani
belirlenince bir sonraki 6nemli basamak kan
orneklerinin alinmasidir. Kan 6rnegini alacak
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olan personelin uygun kan alimi igin egitimli
olmasi gerekmektedir. Egitim almis ve
almamis hemsirelerin koagulasyon testleri
icin aldiqi kan Ornekleri incelenmis ve
editimli hemsirelerin aldi@i 6rneklerin daha
kaliteli Ornek oldugu izlenmistir. Egitim
almamis hemsirelerin  aldiqi  Orneklerde
yiikselmis koagulasyon aktivasyon faktorleri
(D-dimer, F1.2, ve TAT) ile aktive olmus
koagulasyon sistemi kotu alinmis Ornekler
oldugunu yansitir (28). Koagulasyon testleri
icin Ozel olarak uyulmasi gerekli durumlar
mevcuttur. Ornek toplama ile ilgi uygun
olmayan durumlar denellikle tecriibesizlik
nedeniyle, yogun klinik isleyis veya kan alma
ile ilgili birden fazla uyulmasi gerekli 6zel
durumlar oldugunda ortaya cikar.

Tiipler

Rutin koagulasyon testleri icin &rnekler
sitrath tiplere alinmaktadir. Bu tiipler 105-
109 nM (%3.13-%3.2) veya 129 mM (%3.8)
trisodyum (Na) sitratin dihidrat formunu
(Na;CsH50,:2H,0) icerir. Klinik Laboratuvar
Standartlan Enstitiisu (CLSI) bazi1 6zel uygu-
lamalar disinda daha diisiik sitrat konsan-
trasyonlu tipleri 6nermektedir. Eger referans
araliklart %3.2°lik tupler Kullanilarak olustu-
rulmus ise, 129 mM (%3.8) tamponlanmis Na
sitrath tupler kullanildiqinda PZ ve APTZ
siireleri referans aralidgna gdre uzun,
fibrinojen ise daha dusik saptanabilir.
%3.8lik Na sitrat tliplerindeki fazlahk Na
sitrat ortamda bulunan kalsiyumun daha da
fazlasini selatlar. Ornedin pihti temelli test-
lerde ortama eklenen reaktifteki kalsiyumu
da baglamasi durumunda test sonuclari
etkilenir. Tersine antitrombosit tedaviye
(Ornegdin aspirin) yaniti 6lgen PFA-100 gibi
trombosit fonksiyon testleri icin 129 mM
(%3.8°lik) Na sitrath tiipe O6rnek alimi 6rnek-
lerin stabilizasyonunu arttirir. Ancak, farkl
antikoagulan konsantrasyonlarindaki ttplerin
Kullanimi  Anti-Xa sonuclarmi etkilemez
(29,30). Temel olarak, laboratuvarlarin yap-
tiklan testlere uygun olarak tek bir Na sitrat
Konsantrasyonunda karar kilmasi ve referans
deger calismalarinda bu konsantrasyondaki
tiiplere alinan ornekleri kullanmalar1 ya da
bu konsantrasyondaki tuplerlerle belirlenmis
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referans araliklarint se¢meleri Onerilir (29,
30).

Cok cesitli markalarda piyasada Na sitrath
ormek tupleri bulunmaktadir. Na sitrat
konsantrasyonlar1 ayni bile olsa, bu tiplerde
farkliliklar olup, calisilan koagulasyon test
sonuglarinda farklar tespit edilmistir. Ornegin
cesitli firmalara ait koagulasyon tiiplerinde
Na sitrat konsantrasyonlar1 ayni bile olsa PZ
ve APTZ sonugclan arasinda farklar oldugu
tespit edilmistir. Bu degdiskenlik nedeniyle
her laboratuvar 6rnek tiipleri degistigi zaman
mutlaka validasyon calismalar1t yapmali ve
tiipler rutinde kullanilmadan once referans
araliklara uygunlugu degerlendirilmelidir
(31).

Bazi koagulasyon ve trombosit fonksiyon
testleri icin daha farkhh antikoagulanlar
Kullanilir. Bazi testler ise serumda Olculir.
Sitrat asit dekstroz, sitrat teofilin, adenozin,
dipiridamol iceren tiipler trombosit aktivas-
yonunu inhibe etmek icin, aprotinin iceren
tiipler fibrinolitik sistemi inhibe etmek icin
Kullanilir. Lityum heparin, etilendiamintetra-
asetik asit (EDTA)'l1 plazmalar ya da antiko-
agulansiz serum Ornekleri heparinle induk-
lenen trombositopeni ve antifosfolipid sent-
romu antikorlari 6lcimiinde Kullanilir (30, 32).

Kan alma swrasi

Ornek alimi sirasinda 6rnek tiiplerine spe-
sifik bir sirayla kan alinmasi gerekmektedir
(33). Farkli testler icin birden fazla tipe
ormek alminda (biyokimya, kan sayimi,
hormon gibi), koagulasyon oOrnekleri diger
alinacak tuplerden oOnce alinmaldir. Na
sitrata gore daha guiclii antikoagulanlar olan
EDTA ve lityum heparin, ayrica pihti akti-
vatorlerinin (6rnegin trombin) kontaminas-
yonu Kkoagulasyon testlerini etkileyebilmek-
tedir (34). Yesil kapakh tiipler eder mavi
kapal tiiplerden Once alinirsa koagulasyon
testleri etkilenir. Na sitrath tip, yesil kapakl
tiiplerdeki kuru heparin ya da sivi heparinle
kan alinirken igne aracilid@i ile kontamine
olabilir. Heparin konsantrasyonlar1 bu tup-
lerde ¢ok yiiksek olmasindan dolayr az
miktarda bile kontaminasyon Na sitrath
tupten calisilacak kanda yanhs olarak APTZ
siiresini bir miktar uzatabilir (Tablo 1).




Barutcuoglu B ve Ak Giines

Tablo 1. Ornek alimi ve antikoagulanlara badl hatalar ve koagulasyon testleri {izerine olan etkileri
Table 1. Errors in sample collection and anticoagulants and their effects on coaagulation testing

Ornek

Rutin koagulasyon testleri

Faktor analizleri ve diger hemostaz testleri

Tam pihtilh 6rnek

Fibrinojen olclilemez
PZ, APTZ, TZ suiresiz

Yanls diisuk faktorler (6zellikle FII, FV, FVIII)
Yanls ytiksek FVII

Faktor inhibitér, vWF, LA Olgiim hatalar

Kismi pihtili 6rnek

Trombosit aktivasyon miktari,
hemoliz ve fibrinojen kaybina badh
PZ, APTZ ve TZ'de uzama ya da

Yanls diisuk faktorler
Yanlhs ytliksek FVII
PFA-100: akimda tikaniklik

APTZ’de kisalma

Eksik 6rnek alimi PZ, APTZ ve TZ'da uzama

Fibrinojen ve D-dimer dusuk

Yanls diisiik faktorler
Yanhs diisuk hemostaz testleri

EDTA’ll 6rnek PZ, APTZ ve TZ'da uzama

Fibrinojen ve D-dimer etkilenebilir

Yanls diisuk faktorler (6zellikle FV, FVIII)
Yanlis inhibitor varlidi saptama (FV, FVIII inh)
LA 6lctim hatalari

Heparinli 6rnek veya
heparin kontaminasyonu

PZ, APTZ ve TZ'da uzama
(TZ>APTZ>PZ artisi)
Yanls diisiik fibrinojen

Yanlis diisiik faktorler (6zellikle FVIII, FIX, FXI,
FXII)

Yanhs duisuk AT; Faktor inhibitor ve LA 6lcum
hatalari

PZ: protrombin zamani, APTZ: aktive parsiyel tromboplastin zamani, TZ: trombin zamani, F: faktor, vWF: von
Willebrand Faktorti, LA: lupus antikoagulani, AT: antithrombin, PFA: trombosit fonksiyon analizorii. (Kaynak 2’den

uyarlanmistir.)

Antikoagulan kan oram

Koagulasyon testleri icin en kritik preanalitik
degiskenlerden biri de vakumlu tiiplere
alman kan Orneklerinin miktarndir. Kilavuz-
lara gore tiip igerisindeki Na sitrat:kan
volimil orani 1:9 olarak belirlenmistir (30).
Ancak belirlenen kan volimiu PZ icin %80 ve
APTZ icin %90a kadar tolere edilebilir (32).
Koagulasyon tupleri tizerindeki isaretli
seviyeye Kkadar ya da total hacmin %90
altinda olmayacak sekilde doldurulmaldir.
Koagulasyon tiiplerine eksik drnek alimi tup
icerisindeki antikoagulan ile 6rnek diliisyo-
nuna neden olmaktadir. Bu durumda
orneklerde pihtilasma gecikerek, pihti temelli
testlerde yanlis uzamis sonuglara neden
olmaktadir (32). Ornegin volim %90'nini
altina diisen Orneklerde INR yanhlis olarak
daha uzun saptanmistir. Bu tiir hatalara
ozellikle %3.8°lik Na sitrat'h tiiplerde ya da
disuk volumli pediatrik tiuplerde daha sik
rastlanmaktadir. Eksik tip dolumu kantitatif
olciim yapilan koagulasyon testlerinde (pih-
tilasma faktorleri) yanlis dusiik Olgcumlere
neden olur. Bu nedenle %90n altinda dol-
durulmus Na sitrath tupler reddedilmelidir.

Hematokrit yuksekligi olan hastalarda 6rnek
tiplerindeki antikoagulan plazma orani

bozulmaktadir. Hematokritin yiiksek oldugu
(>%55) yenidoganlar, adir dehidratasyon,
genis yanikli hastalar, polistemia vera, yiik-
sek yerlerde yasayanlardan alinan 6rneklerde
asirt Na sitrat nedeniyle Na sitrat:kan orani
bozulup, yanlis yuksek pihtilasma sonuclari
olabilir. Asirt Na sitrat bu orneklerde Kals-
iyumu baglayarak pihtilasmay1 engellemek-
tedir. Hematokrit %55 uzerinde oldugu
durumlarda CLSI Onerilerine gore antiko-
agulan kan orani ayarlanmaldir. CLSI, 1:9
oranini Koruyabilmek icin gerekli Na sitrat
miktarini hesaplanabildigi asagidaki formiilii
onermistir (30).

C= (1.85x10%)(100-Hct)(Hacimy,,)

C: tiipteki Na sitrat konsantrasyonu,

(1.85x107): sitrat hacmi, kan hacmi, sitrat
Konsantrasyonu dikkate alinarak hesaplanan
sabit,

Hct: hastanin hematokriti,

Hacimy,,: eklenen kan hacmi (5 mLlik tup
Kullaniliyorsa

Genel pratik uygulamada, eger hastanin
hematokriti %55 ile %65 arasinda ise
%3.2°lik Na sitrat tipiinden 0.1 mL Na sitrat
bosaltip hazirlanan bu tiipe kan almaktir.
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Hematokrit %20'nin altinda olan olan 6rnek-
lerde kan sitrat orami diizeltmesi mecvut
degildir.

Ornek alimi sirasinda yeterli miktarda drnek
sadlanamadiysa bir tiipten diderine Ornek
transferi yapilmamalidir. Bu durum iki sitrath
tip arasinda Ornek transferi icin de gecer-
lidir. Sitrath tiiplerdeki az miktardaki 6rnekler
birlestirilirse tuplerin icindeki Na sitratlar da
birlesecedinden daha fazla 6érnek diliisyonu
meydana gelmektedir. EDTA, lityum heparin
gibi daha guicli antikoagulanl tuplerden ya
da pihti aktivatorli tiiplerden de kesinlikle
kan aktarimi yapilmamahdir (35,36).

Kan ile antikoagulanin tam olarak karismasi
ve pihtilasmanin engellenmesi icin tupler
ornek aldiktan sonra alt ust edilmedir. British
Committee for Standards in Haemotology
orneklerin sitratla iyi karismasi icin yavas
olarak tuplerin 5-6 defa alt ust edilmesini
onermektedir. Orneklerin yetersiz altiist
edilmesi zaman kaybedilmeden hemen calis-
llan temel bazi koagulasyon testlerinden cok,
ozellikle hemen calisiimayan, saklanan test-
lerde hatalara neden olmaktadir (37). Eger
koagulasyon tiipleri sallanarak sert sekilde
karistirilirsa in vitro hemoliz meydana gelip
baz1 faktorlerin yalanci aktivasyonuna ve
pihtilasma temelli testlerin yanls olarak daha
kisa olmasina, hatta yanlis yuksek faktor
olciimiine (Ornegin FVII) neden olmaktadir.
Tam olarak Karismayan Orneklerde Kismi
pihtilasma ve trombositlerin aktivasyonu
baslamaktadir (32).

Ornek alma teknikleri

Kan oOrnekleri vakumlu tliplere uygun kan
alma yontemleri Kkullanilarak yapilmahdir.
Enjektorle kan alma yOnteminin bazi Kisit-
hiliklart oldug@u igin sadece gerekli durum-
larda uygulanmalidir. EGer enjektor ile drnek
alacaksa siringa 25 mL'den Kuciik (tercihen
10 mL) olmal ve dodru konsantrasyonda
antikoagulan icermelidir. Ornek siringa ile
cekilirken mutlaka “kelebek” igne kullanil-
malidir (37). Eger kelebek ile 6rnek alinacak
ise, damar yolundaki hava kabarciklarini
gidermek igin test tiiplerinden 6nce bir tiipe
fazladan kan almir. Hemoliz, pihtilasma ve
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trombosit aktivasyonun oOnlenmesi icin kan
ornedi enjektorle c¢ok yavas olarak alin-
maldir.

Enjektor teknidi koagulasyon testleri icin bazi
flebotomistler tarafindan vakum guctni
kontrol edebildikleri icin tercih edilebilir.
Enjektor ile O0rnek alimida Ornek tliplne
transfer hemen beklenmeden yapilmaldir.
Ancak flebotomist acgisindan igne batmasi
riski tasimaktadir. Ayrica enjektor ile drnek
tlip icerisine hizli sekilde puskurtuliirse
ornekte hemoliz riski artar. Eger enjektore
antikoagulan eklenmediyse 6rnek alindiktan
itibaren (genellikle 60 saniye icinde) hizla
pihtilasma baslamaktadir (38). Biiyuk enjek-
torler ile bu durum daha fazla meydana gelir.
Ancak kalabalik, yogun calisan buyiik hasta-
nelerde Klinik uygulamada yanlis kan alim
teknigi ve enjektorle alinan kanin daha uzun
bekletilmesi nedeniyle koagulasyon tetikle-
necedi icin bu yontem tercih edilmemelidir.

Damar yolundan érnek alimu

Arteriyel damar yolundan kan Ornekleri iki
enjektor teknigi kullanilarak alinmaldir. ilk
enjektor ile 10 mL kan Ornedi almip damar
yolu temizlenir ve ikinci enjektor koagulasyon
testleri icin alinir. Daha gen¢ hastalar icin,
eder hastanenin kan replasmani uygulamalari
varsa alinan ilk kan steril ise, ikinci enjektor
ile 6rnek alimi sonrasi tekrar ilk enjektordeki
kan hastaya geri verilebilir. intravenéz damar
yolundan kan alimindan 5 dakika 6nce damar
yolu kapatilir ve iki enjektor teknidi ile 6rnek
alinir (39). Vendz ve arteriyel damar yollar
koti olan hastalarda tam kan hasta basi
metodlar tercih edilmelidir.

Ornek aliminin gii¢ oldugu bazi 6zel durum-
larda ya da santral venoz Katateri olan ve
buradan almacak Orneklerde kismi pihtilas-
ma, hemoliz, salin ile drnek dilusyonu veya
heparin kontaminasyonu sik karsilasilan hata
Kaynaklaridir. Ven6z katater yollarindan or-
nek alinacagi zaman oOncelikle enjektor kulla-
nilarak flushing ve alinan ilk tiip 6rnek atila-
rak damar yolu temizledir. Kullanilacak igne
16 gauge altinda ya da 25 gauge uzerinde
olmamaldir. Heparinli igneler Kkullaniima-
maldir (25).
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Tam kan

INR monitorleri, TEG veya ROTEM gibi hasta
basi cihazlarinda tam kan Kkullanimi daha
uygundur. Calisilacak teste baglh olarak hasta
basi testlerinde direkt antikoagulansiz tam
kan ya da uygun antikoagulanh vakumlu tup-
lere alinan tam kan ornekleri Kkullanilabilir.
Mutlaka her laboratuvar ne tir 6rnek gerek-
tigini ve Ornek allm metodunu hasta basi
cihazi ve reaktif Kit insertlerinden kontrol
etmelidir.

Igne biiyiikliigii

Ornek aliminda kullanilan ignelerde gauge
cinsinden belirtilen cesitli kalinlikta igneler
bulunmakta olup, numarasi yiikseldikce ig-
nenin capt azalmaktadir. CLSI koagulasyon
testleri icin 19-22 gauge igneleri dnermek-
tedir. Pediatrik hastalarda daha yiiksek olan
21 - 23 gauge igneler kullanilabilir. Eger
enjektor kullanilacaksa fazla miktarda kan
alinacaksa uygun kan akisi, hemoliz riskinin
azaltilmasi ve enjektor icinde pihtilasma
baslamamasi icin 18 gauge Kkullanilmaldir.
Ornek alimi sirasinda kullanilacak olan igne-
nin  buyiikligii koagulasyon testlerinde
sonuglarn etkilemektedir. 16 gaugenin alti-
daki cok buyiik igneler ya da 25 gaugenin
uzerindeki cok Kkiiciik igneler Kkullanilma-
maldir. Kan gazi Ornekleri icin Kkullanilan
heparinli igneler de kullanilmamaldir (30,
40).

Turnike teknigi

Kan alma sirasinda uzamis turnike siiresi
turnikenin distalinde damar basmcini arttirir,
hipoksi ve pH azalmasina neden olur. Uzun
sure turnike Kkullanimi bu mekanizmalar ile
hastada vWF, FVIII, tPA ve diger endotel
iliskili koagulasyon proteinlerinde hafif dii-
suklik durumunu maskeleyebilir (35). Bir
dakikanin tzerinde turnike kullanimi hemo-
konsantrasyona ve endotel iliskili koagulas-
yon proteinlerinin salinimma neden olur.
Ayrica olusan venoz staz anaerobik glikolizi
arttirarak plazma laktattinda gecici ylikselme
ve pH'da hafif azalmaya neden olur. Azalan
pH proteinlerin baglanma kapasitelerini
etkileyerek kalsiyumda yalanci yuksekliklere

neden olur. Uzamis turnike kullanimi ile
FVIII, vWF, tPA gibi koagulasyon faktorleri
yiikselir. Ayrica olusabilecek asidik ortam
sonucunda pihtilasma testleri yanhs olarak
uzayabilir (35).

Ornek transportu ve stabilitesi

Ornek transportu mevcut kilavuzlara uygun
olarak buzdolabina konmadan oda sicakli-
dinda (15-22°C) saglanmalidir. Tam Kkan
orneklerinin buz uzerinde laboratuvara trans-
portu FVII'nin soduk ile aktivasyonu, vWF'{in
azalmasi ve trombosit aktivasyonu nedeniyle
onerilmez. PZ ve APTZ gibi rutin koagulasyon
testlerinin olcimii ideal olarak 4 saat icinde
tamamlanmaldir. PZ testi 6rnek hazirhdi
yontemlerinden (santrifiij edilme), saklama
sicakliklarindan (buzdolabinda veya oda
sicakliginda) bagimsiz olarak 24 saate kadar
stabildir (29). Ancak APTZ testi icin Ornek
stabilitesi PZ gibi degildir. Anfraksiyone
heparin tedavisi monitorizasyonunda APTZ
ve anti-FXa Olcumi; DOAKR tedavisinde anti-
FXa olcumu tedavi icin kullanilan anitkoagu-
lanlar nedeniyle 6rnek hazirlik islemlerinden,
hazirlik siliresinden etkilenir. Anfraksiyone
heparin tedavisi alanlarda APTZ Olgumleri
icin 1 saat icinde o6rnek alimi ve santrifiij
islemi tamamlanmalidir. Bu siire asildiginda
trombositlerden salinan heparini noétralize
eden platelet faktor 4 nedeniyle APTZ stre-
leri kisalir (30, 41). Guincel kilavuzlar heparin
tedavisi almayanlarda APTZ testi icin Ornek
santrifij, tam kan olarak transport, oda
sicaklidi ya da 2-4°C’de tutulmadan badimsiz
olarak 4 saat icinde Olc¢iimlerin yapilmasini
Onermektedir (29,37).

Orneklerin transportundaki gecikmeler 6zel-
likle dayaniksiz olan FV ve FVIII gibi faktorleri
etkilemekte, pihti temelli testlerin siirelerini
uzatmakta ve in vitro olarak faktor aktivitele-
rinde dusiikliige neden olmaktadir. Eger bu
gibi durumlar engellenemeyecek ise trans-
port oncesi Ornekler santrifiij edilip plaz-
malar ayirilmaldir. Ayrilmis olan plazma
ornekleri dondurularak calisilacak laboratu-
vara transportu saglanmahdir. PC, vWF gibi
diger koagulasyon testleri icin 6rnek alimi ve
hazirhd 4 saat icinde tamamlanmaldir.
Direkt trombin inhibitérii (6rnegin dabi-
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gatran) kullanan Kisilerde trombin zamani
Olciimui drnek alimindan itibaren 2 saat
icinde tamamlanmalidir (42).

Hastanelerdeki pnomotik transport sistemleri
antikoagulanl tam kan Ornek tuplerinin labo-
ratuvarlara hizla ulasmasini saglamaktadir.
Trombosit fonksiyon testleri ve trombosit
agregasyon testleri icin alman Ornekler
trombosit aktivasyonuna neden oldugu igin
pnomotik sistemler ile tasinmamalidir (43).

Koagulasyon oOrneklerinin stabilitesi bircok
degiskene baglidir. Bunlar kan alma sistem-
leri, drneklerin tam kan olarak saklanmasi ya
da santrifj edilmesi, saklama sirasinda
orneklerin  tutuldugu sicaklik, kullanilan
reaktifler ya da oOlcum cihazlar ve oOlcimii
yapilacak testler olarak siralanabilir. Ornegdin
tam kan Ornekleri bircok rutin hemostaz testi
(FV, FVIIl ve protein S haric) icin 24 saat
saklandiginda zaman icinde belirgin degi-
simler oldugu gdsterilmistir. Dahasi tam kan
dondurularak saklanmamalidir c¢unkii FVII,
FVIII, vWF gibi faktorlerin aktivasyonu dondu-
rularak tetiklenmis olur (2). Na sitrath tam
kan tipleri trombosit agregometrisi gibi
trombosit fonksiyon testlerinin Ol¢iimiinde
kullanilir ve multiplate trombosit fonksiyon
analizoOrlerinde hirudinli tiipe alinan tam kan
ornekleri trombositlerin dengeli hale gele-
bilmesi i¢in 30 dakika oda sicakhdinda bek-
letilir. Bu siire 2-4 saati gecmemelidir (44).

Genel olarak Ornekler ideal olarak bir saat
icinde, en fazla 4 saatte calisiimaldir. Bu kisa
sureli beklemelerde Orneklerin Kkapaklari
kapali olup oda sicakhiginda tutulmaldir.
Ayrilan plazma Ornekleri genelde oda sicak-
hdinda olcumler yapilana dek bekletilir. EGer
test calisiimasi APTZ icin 4 saat, PZ igin 24
saat icinde gerceklesmeyecek ise, plazma
ornekleri cift santrifiij sonrasi ayrilmahdir.
Bircok hemostaz testi icin ayrilan plazma
guivenle dondurulabilir.

ORNEK HAZIRLIGI VE SAKLANMASI
Orneklerin santrifiij edilmesi

Koagulasyon testleri icin tiim kan oOrnekleri
(tam kan hasta basi testleri, trombosit
fonksiyon calismalari, tromboelastografi ve
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ROTEM hari¢) trombositten fakir plazma
(TFP) seklinde olmalidir. TFP <10.000 trom-
bosit/uL (10 x 10%L) olarak tanimlanir. Trom-
bositlerin aktive olmasi ya da parcalanmasi
ile koagulasyon testleri etkilenebilir. Bu
nedenle koagulasyon testleri icin TFP gerek-
mektedir. Bu Ozellikle dondurulacak olan
plazma o6rnekleri icin daha 6nemlidir. COziin-
me sirasinda plazmadaki trombositler par-
calanarak koagulasyon testlerini etkiler (30).
Trombositlerin plazmadan uzaklastirimasi
santrifij hizi ve capma bagh olup “g” gucii
olarak ifade edilir. Her santrifiijde farkh g
gicii ve degisen sureler ile TFP elde edilir.
Her laboratuvar TFP elde edebilmek icin
kendi kosullarina gdre g giicii ve santrifiij
suresini belirlemelidir. Santrifiijler (g glicu ve
zaman) duizenli olarak kontrol edilmelidir.
Bircok akreditasyon organizasyonu santri-
fujlerin yilik, 6 ayda bir ya da yilda 12 kez
gibi belirlenen siirelerde degerlendirmeyi
uygun goérmektedir. Periyodik bakim sonrasi
ya da parca degisikligi oldugunda elde edilen
plazmalarda trombosit sayimlar yapilarak
<10.000 trombosit/ul. kurali degerlendiril-
melidir. Isik transmittans agregometrisi icin
sadece TFP degdil trombositten zengin plaz-
ma da gerekmektedir. Trombositten zengin
plazma icin daha diisuk devirde santrifiij
yapilip eritrositler ve lokositlerin buyiik bir
Kismi ¢okturilir (32).

PZ, INR, APTZ ve trombin zamani gibi pihti
temelli testlerin bircogu bir defa santrifiij
edilmis taze plazma Orneklerinde ayni giin
icinde calisiimaktadir. Eger rutin koagulas-
yon testleri beklemeden calisilacak ise sant-
rifij edilen plazma O&rneklerindeki trombo-
sitler <200.000 trombosit/uL (200 x 10°%L)
olmasi yeterlidir. Bu 6rnekler dondurulma-
mali ya da bu plazmalardan Ozel testler
calisiimamaldir (32,37). Lupus antikoagulan-
lan (LA) olcimu gibi daha spesifik testlerde
cift santrifiij ile elde edilen trombositten fakir
plazma dondurularak saklanmalidir. Santrifiij
islemi 15-22 °Cde yapilmaldir, ancak bu
sicaklik aralidini saglamak her zaman kolay
olmayabilir. Asirt 1sinmadidi bilindidi siirece
sodgutmasiz santrifiijler bu islem icin uygun-
dur. Ayrica sogutmali santrifiijler oda sicak-
Iidina yakin ayarlanarak kullanilmalidir, aksi
durumlarda soduk nedeniyle trombosit
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aktivasyonu meydana gelebilir. Eger sogquk
santrifj kullaniminin hemen ardindan
olciimler yapilacaksa koagulasyon testlerinde
belirgin bir degisiklik izlenmemistir. Santrifiij
islemi ideal olarak oda sicakliginda 1500 g
de ve en az 15 dakika olmaldir (30). Bekle-
tilmeden calisilan rutin koagulasyon testleri
icin daha kisa suireli santrifiij islemleri kabul
edilebilir. 1500 g uzerindeki santrifiij glicleri
trombositlerde aktivasyona ve eritrositlerde
lizize neden olabilecedi icin tercih edilme-
melidir (29). Spesifik koagulasyon testler
TFP'da calisildiqi icin Ornek hazirhginda cift
santrifilj islemi gerekmektedir. Na sitrath tam
kan santrifilj edildikten sonra plazmasi ayrilir
ve ayrilan plazma tekrar santrifiij edilir. ikinci
santriftjj ile plazma Orneginde dondurulma-
dan 6nce tiim reziduel hicrelerin ayrilmasi
sadlanir.

Ornek saklama

Bircok rutin koagulasyon testi santrifiij son-
rasi elde edilen primer tiipten calisilir. EGer
hazirlanan plazma Orneginden Ozel testler
calisilacaksa ya da sonra calisiimak tizere
ornek saklanacak ise o zaman ikincil bir tiipe
plazma ayrilir ve ikinci defa santrifiij edilerek
elde edilen TFP dondurulmak uzere uciincii
bir tiipe aktarilir. Plazma ornekleri 0.5 veya 1
mL'lik alikotlara ayrilarak, -70 veya -80°C,

no-frostsuz ultra diisik dereceli donduru-
cularda 6 ay saklanabilir. Eger laboratuvarda
ultra-diisiik dereceli dondurucu mevcut degil
ise -20°C de 2 hafta saklanabilir (45). Yine de
calisilacak testlerin stabilite kosullar1 igin
uretici Kit insertleri kontrol edilmelidir. Koa-
gulasyon testleri icin dikkat edilmesi gereken
ornek saklama Kkosullar1 Tablo 2'de veril-
mistir. No-frost buzdolaplar1 6rnek saklama-
da Kkullanilmamalidir; ¢linkii no-frost buzdo-
laplar1 calisirken donma-c6zme dongiileri
sirasinda saklanan Orneklerde enzimler ve
pthtilasma faktérleri etkilenmektedir. Ornek-
lerin Kuru buz uzerinde dondurulmasi da
oOnerilmez; clinku plazma Orneklerinde pH
degisikligine neden olabilir ve bu durum
koagulasyon testlerini etkiler (46).

Dondurulmus Ornekler ¢alismaya hazirlanir-
ken, kapaklar1 kapali sekilde 37°C su banyo-
sunda nazikce karistirarak (alt-iist ederek ya
da hafif vorteksleme) minimum gereken
zaman icinde c¢oOzulmelidir. Genellikle bu
siire yaklasik 5-7 dakikadir. Ornekler bu
sureden daha uzun su banyosunda tutulmaz.
FVIII, FV gibi labil faktorler hizla bozulmaya
baslar ve yanlis diisuik faktor Olgiimleri ya da
yanlis uzun pihtilasma sureleri elde edilir.
Coziinen Ornekler alt ust edildikten sonra
Kisa siire i¢inde calisiimalidir (29).

Tablo 2. Koagulasyon testlerinde 6rnek saklama kosullari
Table 2. Sample storage in coagulation testing

Test Tam kan olarak saklama Plazma olarak saklama
Oda Buzdolabi Derin QOda Buzdolabi | Derin Derin
sicakligi dondurucu | sicakhigi dondurucu dondurucu
(-20°C) (-70,-80°C)
PZ 1 gin Kabul Kabul 1 gin Kabul 2 hafta 12 ay
edilemez edilemez edilemez
APTZ 4 saat Bilinmiyor Kabul 4 saat 4 saat 2 hafta 12 ay
edilemez
AFH iceren 1 saat Bilinmiyor Kabul 4 saat 4 saat 2 hafta Bilinmiyor
orneklerde APTZ edilemez (TFP olmali) | (TFP olmali)
APTZ, vWF ve 4 saat Kabul Kabul 4 saat 4 saat 2 hafta 6 ay
FVIII birlikte edilemez edilemez
olcumii
Diger testler 4 saat Bilinmiyor Kabul 4 saat 4 saat Olciim yapilacak analite
edilemez baghdir

PZ: protrombin zamani, APTZ: aktive parsiyel tromboplastin zamani, vWF: von Willebrand Faktor, TFP: trombositten
fakir plazma, AFH: Anfraksiyone heparin (Kaynak 30’dan uyarlanmustir.)
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Ornekte hemoliz, lipemi ve ikter durumu

Plazma oOrneklerindeki hemoliz, lipemi ve
ikter durumu koagulasyon testlerinde ol¢cim-
leri etkileyebilmektedir. Ozellikle bu durum
optik yontemlerle yapilan okumalarda c¢ok
onemlidir. Artmis hemoliz ve yuksek bilirubin
diizeylerinde meydana gelen spektral oOrtus-
meler ve lipemik orneklerdeki 1sik sacilimin-
daki artislar nedeniyle optik cihazlarda 6l¢iim
zorluklari meydana gelir. ikinci dalga boyu
(> 650 nm) olan cihazlar hiperbilirubinemik
plazma Orneklerini dodru olarak 6lcebilir ve
lipemik Orneklerde de oOlciimler bir miktar
diizelebilir. Lipidlerin ultrasantrifiij islemiyle
ya da cesitli solventlerle mekanik olarak
ayrilmasi da denenen yoOntemlerdir. Ancak
bunlar zaman alc ve her laboratuvarda
uygulanamayacak yontemlerdir. Bu tir islem
goren Ornekler es zamanh olarak oOnceki
halleri ile birlikte cift calisiimali ve lipidlerin
ayrilmasi sonucu olusabilecek biaslar kontrol
edilmelidir. Ikter ek olarak antitrombin
olcimu gibi kromojenik oOlcimler ile de
interferans verebilir. Kromojenik o6lcim
yapilan testlerde mutlaka kit insertleri bu tur
interferanslar acisindan incelenmelidir (47).

Hemoliz diizgiin alinamamis Orneklerin bir
gostergesidir. Ancak mutlaka hastalarda
olabilecek in vitro hemoliz (alkol toksisitesi
ve sepsis) durumlari sorgulanmalidir. EX vivo
hemolizi ayirt edebilmenin en kolay yontemi
belirgin olarak ytiksek potasyum duzeylerinin
saptanmasi ve normal laktat dehidtogenaz
(LDH) aktivitesidir. Tersine in vivo hemoliz
durumlarinda potasyum normal, LDH aktivi-
tesi artar. PZ, optik ol¢ciim yapan cihazlarda
orta diuzeyde hemolizden etkilenirken,
mekKanik Ol¢iim yapan cihazlarda PZ ve APTZ
belirgin hemolizden bile etkilenmez (48). Ek
olarak hemoliz fibringjen ve antitrombini
disuriir, D-dimeri yuikseltir. Lippi ve ark
tarafindan 2006’da yapilan bir calismada;
Artifisyel lisis olusturularak calisilan ornek-
lerde PZ artisi, APTZ ve fibrinojen dustisu ve
dimerlesmis plazmin D fragmanlart (pihti
lizisi ile olusan D-dimer) varliqi saptanmistir.
Hemoliz saptanan 6rneklerde, in vivo hemo-
liz ispatlanmadikca Ornek alimi sirasinda
olusan in vitro hemoliz oldugu diisiiniilme-
lidir. Yeniden alinan Orneklerde calisma
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onerilmektedir. Ancak anfraksiyone heparin
uygulanan hastalarda 6rnek alimi zamanla-
masli, yenidodanlar, pediatrik hastalarda,
ayaktan gelen poliklinik hastalarinda tekrar
ornek aliminda zorluklar yasansa da yanlis
sonuclar ile meydana gelebilecek tani, tedavi
hatalar1 cok daha 6nemlidir (49).

Son olarak, hemoglobin temelli oksijen tasty-
icilart stromasiz {iriinler olup hastalarda agir
derecede hayati tehdit edici anemiye neden
olabilir. Uygulanan hastalarda hemolizi taklit
eden bir goérunim olup LDH ve potasyum
yiiksekligi izlenmez. Plazmada ps6dohemoliz
goruntiimu optik Olciim yapan koagulasyon
analizOrlerinde hatalara neden olur, kromo-
jenik temelli testler etkilenebilir ancak pihti
temelli testlerde interferansa neden olma-
maktadir (50).

Pihtili 6rnekler

Ornek alimi hatalar, turnikenin ¢ok uzun
sure Kkullanilmasi ve tliplerin ¢ok yavas
doldurulmasi gibi durumlarda in vitro pihti
olusabilir. Pihtili 6rnekler antikoagulanla tam
olarak karistirlmayan Orneklerde ya da tup
dolum cizgisine dikkat edilmeden doldurulan
orneklerde meydana gelebilir. Tiim Ornekler
calisiimadan 6nce mutlaka pihtt agisindan
degerlendirilmelidir. Plazma Orneklerinde
eder pihti varsa bu 6Ornek reddedilmeli ve
hicbir koagulasyon testi calisiimamaldir.
Serumda fibrinojen ve bircok pihtilasma
faktora (FII, FV, FVII) bulunmaz, FVII de
aktivasyona ugradidi icin yikselir. PZ, APTZ
ve trombin zamani suresiz bulunur. Kisilerde
yanlis olarak koagulasyon faktor eksikligi,
vWH alt tipleri ve lupus antikoagulan hatalari
saptanabilir. Kismi phtilasmis kanda pihti-
lasma faktorleri veya fibrinojendeki Kkayiba
bagdli olarak koagulasyon testleri uzayabilir ya
da Kisalabilir (Tablo 2).

SONUC VE ONERILER

Bu derlemede koagulasyon testlerini etkile-
yen bir¢ok preanalitik faktor gozden geci-
rilmigtir. Yilllar icerisinde yapilan calisma-
larda rutin ve spesifik koagulasyon testlerinin
preanalitik evrede bircok degiskenden sik-
likla etkilendigi goOsterilmistir. Tani, takip ve
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ilac monitorizasyonu icin Kkullanilan bu
testlerin sonucuna gore bircok hastada klinik
karar sureci isletiimektedir. Bu nedenle,
klinisyenler ve laboratuvar uzmanlar1 koagu-
lasyon test sonuclarini degerlendirirken tiim
olasi preanalitik degiskenleri ve iliskili hata
kaynaklarint g6z oOniinde bulundurmalari
gerekmektedir. Koagulasyon test sonuclari
dederlendirilirken olasi bir preanalitik hata
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