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Hva­skjer­egentlig­i­prøveglasset­(in­vitro)
for­de­mest­vanlige­hemostaseanalysene
som­iNr,­aPtt­(aktivert­partiell­trombo-
plastintid),­fibrinogen,­D-dimer­og­at­iii
(antitrombin)­før­de­blir­analysert?
Hvilke­faktorer­kan­de­påvirkes­av?
Denne­artikkelen­forsøker­å­gi­noen

svar.­

Prøvemateriale 
De­fleste­hemostaseanalyser­er­basert­på
bruk­av­citratplasma.­andre­typer­prøve­-
materiale­kan­påvirke­resultatet.­
–­serum­vil­påvirke­alle­hemostaseana-

lyser­ved­å­forbruke­fibrinogen­og­der­-
med­gi­falsk­lav­fibrinogen.­siden­det
ikke­vil­bli­noen­”klottdannelse”­(dann-
else­av­koagel)­i­serum,­kan­aPtt-­og
iNr-verdier­bli­sterkt­falskt­forhøyede.­
–­eDta binder­kalsiumioner,­og­siden

kalsium­er­en­viktig­faktor­for­dannelsen
av­et­klott,­vil­eDta-plasma­i­teorien­for-
lenge­”klott-tiden”­(tiden­det­tar­før­det
dannes­koagel)­på­iNr/aPtt­og­kan
dermed­gi­falskt­forhøyede­resultater.
Det­vil­gi­lavere­resultater­for­at­iii,­og

det­kan­også­påvirke­D-dimer­og­fibri­-
nogen.
–­Heparinplasma­gir­svært­forhøyede

resultater­spesielt­for­aPtt,­men­også­for
iNr.­Det­kan­gi­falskt­lav­fibrinogen­
og­at­iii­og­det­hemmer­trombinaktivi-
tet­(1).­

Konsentrasjon av Natriumcitrat 
ulike­leverandører­av­laboratorieutstyr
leverer­glass­med­ulik­konsentrasjon­av
Natriumcitrat.­­0,109­mm­(3,2­%)­og
0,129­mm­(3,8­%)­er­vanligst­i­Norge.­
3,8­%­Na-citrat­binder­mer­kalsium­fra

analysereagensene­enn­3,2­%­(2).­Ved
analysering­av­aPtt­tilsettes­pasient-
plasmaet­en­kontaktaktivator­og­fosfo­li­-
pid.­type­kontaktaktivator­og­fosfoli­pid­-
kilde­er­avhengig­av­hvilken­type­reagens
som­anvendes.­men­likt­for­alle­metoder
er­tilsetting­av­kalsiumklorid­for­å­starte
dannelsen­av­et­klott.­Ved­bruk­av­3,8­%
Na-citrat­vil­klott-tiden­være­forlenget
sammenlignet­med­plasma­fra­3,2­%
­­Nacitratglass.
Fibrinogen­analysert­i­plasma­fra­glass

med­3,8­%­Na-citrat­kan­være­lavere­enn
i­glassene­med­3,2­%.
Det­er­viktig­å­ikke­veksle­mellom­de­to

ulike­Na-citratkonsentrasjonene,­men
holde­seg­til­en­av­dem­(1,­3).­

Hvor fullt skal glasset være?
Plasmabaserte­hemostaseanalyser­byg­-
ger­på­at­forholdet­mellom­blod­og­Na-
citratløsning­er­9:1.­Clinical­and­labo­-
ratory­standards­institute­(Clsi)­anbe­-
faler­at­Na-citratglassene­skal­fylles­til
minst­90­%­(3).­glass­med­Na-citratkon-
sentrasjon­på­3,2­%­påvirkes­i­mindre
grad­av­hvor­fullt­det­er­enn­glass­med­3,8
%.­mange­studier­anbefaler­derfor­bruk
av­3,2­%­Na-citrat.­

Hvor­mye­må­prøveglasset­fylles­før
endringen­en­klinisk­signifikant?­
Ved­vår­seksjon­krever­vi­90­%­fyl-

lingsgrad­for­de­fleste­analyser,­men­for
aPtt­og­iNr­er­kravet­70­%­(4). siden
det­kan­være­en­del­blod­igjen­i­korken
som­skal­regnes­med­i­volumet,­måles
fyllingsgraden­etter­sentrifugering.­Vi
har­laget­egne­måleglass­som­vi
sammenlikner­med­(se­bilde­side­xx).
Bruker­man­glass­med­mindre­volum

enn­3­ml,­bør­glassene­fylles­helt,­og­til
minst­90­%.
Det­kan­også­være­et­problem­at­prøve-

glassene­overfylles.­Det­blir­da­for­lite
Na-citratløsning­i­forhold­til­blod,­klott-
tiden­kan­synke­og­man­får­falske­lave
resultater­for­iNr­og­aPtt,­mens­fibri­-
nogen­blir­falsk­forhøyet.­
Når­det­er­mindre­Na-citratløsning­i

forhold­til­blod,­kan­også­antikoagulant-
effekten­bli­dårligere­og­man­risikerer­at
prøven­inneholder­mikrokoagler.­Dette
kan­føre­til­forlenget­klott-tid­slik­at
aPtt­og­iNr­blir­falskt­forlenget­og­at
fibrinogen­blir­falskt­lav.
Prøver­aspirert­i­sprøyte­som­deretter

overføres­til­Na-citratglass,­kan­lett­over-
fylles­dersom­blodet­”presses”­ned­i
glasset.­Det­samme­kan­skje­hvis­prøven
er­tatt­med­åpen­spiss.­Det­vil­si­at­blodet
dryppes­ned­i­glasset­enten­fra­kran­eller
kanyle.

Prøvetakning
stase. ideelt­sett­bør­hemostaseanalyser
tas­uten­stase.­Brukes­staseslange­bør
den­sitte­på­maksimalt­ett­minutt­(1).­For-
lenget­bruk­av­stase­kan­gi­aktivering­av
koagulasjonssystemet.­etter­ett­minutt
øker­eVF­(erytrocytt­volum­fraksjon),­og
FVii,­FViii­og­FXii­får­økt­aktivitet.­Det
påvirker­analyser­som­iNr,­fibrinogen­og
D-dimer.­etter­tre­minutter­er­endringen
av­klinisk­betydning­(5).­

Hvor­tykke­nåler?
Den­ideelle­tykkelsen­på­nålen­er­19-21
gauge­(3).­tynnere­nåler­kan­gi­hemolyse

Preanalyse for de mest vanlige
 hemostaseparameterne

PreanalytIske
forhold er viktig for
alle analyser. Jo mer

man kan om slike forhold, jo
større er sjansen for at prø -
vene behandles riktig.

Denne artikkelen viser
hvor dan ulike preanalytiske
faktorer påvirker vanlige koa -
gulasjonsparametre som INR,
APTT, fibrinogen, D-dimer og
antitrombin.

Artikkelen bygger på innlegget ”Preanalyse,
prøvetaking og holdbarhet til de vanligste
koagulasjonsanalysene” som ble holdt på
kurset Koagulasjonsanalyser og Hemostase
i regi av BFI.
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Flere­av­glasstypene­som­brukes­til
serum­er­tilsatt­klottaktivator­og­kan­der-
for­ikke­regnes­som­glass­uten­tilsetning.
slike­glass­skal­alltid­tappes­etter­Na-citrat­-
­glasset.­

Blanding.­
Citratglasset­skal­blandes­ved­rotasjon­tre
–­seks­ganger­i­180o rotasjon­og­skal ikke
ristes.­Blandes­prøven­for­hardt,­kan­det
gi­hemolyse­og­aktivering­av­hemo­stase­-
fak­torene,­noe­som­igjen­kan­påvirke
analyse­resultatene­for­klottbaserte­ana-
lyser­(1).

Prøvetakning­med­sprøyter.
Prøvematerialet­kan­aspireres­i­sprøyter,
men­det­er­viktig­at­sprøytene­som­bru­-
kes­har­en­ikkeaktiverende­overflate.
aspireres­prøven­i­sprøyte,­skal­ikke­blo­-
det­sprutes­ned­i­citratglasset­med­stor
kraft,­det­kan­gi­hemolyse­og­ødelegge
blodplatene.­i­tillegg­er­risikoen­for­å
overfylle­glasset­tilstede.­Blodet­må­over-
føres­til­citratglasset­innen­ett­minutt.
Hvis­ikke­kan­blodet­koagulere­(3).­

Prøvetakning­fra­kran­eller­kateter.­
Det­skal­tas­kasteglass­når­prøver­til
hemostaseanalyser­blir­tatt­fra­arterie­-
kran­eller­sentralt­venekateter­(CVK).­Ved
prøvetakning­fra­arteriekran­med

heparinlås­skal­det­først­skylles­med­salt-
vann­og­deretter­skal­det­tas­ut­seks­gan­-
ger­dødvolumet­på­slangen­før­Na-cit­rat­-
glasset­tappes­(1).­Praksisen­ved­Oslo­uni-
versitetssykehus­rikshospitalet­er­å
tappe­seks­milliliter­blod­i­et­glass­uten
tilsetning­før­Na-citratglasset­tappes
(voksne­pasienter).
Fra­kraner­eller­kateter­med­saltvann-

slås­tappes­to­ganger­dødvolumet­på
slangen­eller­kateteret­(7).­
tapping­til­hemostaseanalyser­fra­dia-

lysekateter­er­ofte­en­utfordring.­Det
settes­store­doser­med­heparin­i­dia-
lysekateteret­etter­at­dialysebehand-
lingen­er­ferdig,­og­heparin­blir­stående­i
kateteret­til­neste­gang­pasienten­kom­-
mer­til­dialyse.­Heparin­kan­feste­seg­til
veggen­i­dialysekateteret,­og­selv­om
man­følger­prosedyrer­med­saltvanns-
skylling­og­tapping­av­kasteglass,­kan
fremdeles­Na-citratglasset­bli­forurenset
med­hepa­rin.­­Dette­kan­spesielt­påvirke
aPtt,­men­også­andre­hemostaseana-
lyser­som­iNr­og­at­iii­kan­påvirkes.
Prøver­til­hemostaseanalyser­bør­derfor
ikke­tap­pes­ved­oppstart­av­en­dialyse,
men­mot­slutten.­

generelt.
Prøvene­skal­ikke­settes­på­is­på­før­sen­-
trifugering.­Det­kan­gi­hemolyse,­akti­-
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og­bør­derfor­unngås.­tynne­nåler­kan
like­vel­være­nød­vendig­ved­prøvetakning
av­barn­og­pasienter­som­er­vanskelig­å
stikke.
tynne­nåler­kan­også­forårsake­plate-

aktivering­og­frigjøring­av­platefaktor­4,
som­igjen­hemmer­ufraksjonert­heparin.
Dette­kan­påvirke­aPtt­analysert­hos
pasienter­som­får­heparinbehandling­(6).­

Kasteglass.
Ved­vanlig­venøs­prøvetakning­er­det
ikke­nødvendig­å­ta­kasteglass,­bortsett
fra­når­prøven­tas­med­butterfly.­Kaste­-
glasset­som­da­brukes­kan­være­uten­til­-
setning­eller­citratglass­(3).

glassrekkefølge:
1.­Blodkultur
2.­glass­uten­tilsetning
3.­Natriumcitrat
4.­serum­m/gel
5.­Heparin
6.­eDta
7.­øvrige.

På­grunn­av­faren­for­krysskontaminer­-
ing­mellom­prøveglassene­skal­Na-citrat-
glass­tappes­før­for­eksempel­heparin-
glass.­Blir­Na-citratglasset­kontaminert
med­heparin,­vil­det­påvirke­flere­av
hemostaseanalysene.­

Citratglass markert med fylningsgrad 110 %, 90 % og 70 %.Plasma tilsatt hemolysat. Glasset til venstre har plasma Hb på
0,15 g/dl. Midterste glass Hb 0,35 g/dl. Glasset til høyre plasma
Hb 0,58 g/dl.
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­vere­F­Vii­og­ødelegge­platene­og­von
Willebrand­faktor­(3).­
Før­prøvene­sentrifugeres­bør­de­alltid

sjekkes­visuelt­for­koagler.­etter­sentri­-
fugering­er­et­eventuelt­koagel­spunnet
ned­i­glasset­og­nesten­umulig­å­oppdage.
Ved­tvil­om­koagel,­kan­man­røre­to­tre­-
pinner­rundt­i­glasset.­Koagelet­vil­da
feste­seg­på­trepinnene.­Hvis­det­er­koa­-
gel­må­prøven­tas­på­nytt.­

Sentrifugering
Clsi­anbefaler­sentrifugering­ved­1500g
(=rCF)­i­10-15­minutter­ved­15-22­oC­(3).
mange­laboratorier­bruker­såkalte­”stat-
fuger”­som­er­helt­akseptable­så­lenge
prøvene­analyseres­raskt­etter­sentri­fuge­-
ring­(1,3).­De­bør­ikke­brukes­på­prøver
som­skal­fryses­eller­videresendes­til
andre­laboratorier.
sentrifugetemperaturen­må­ikke­være

for­lav.­Det­kan­gi­plateaktivering.­men
dersom­prøvene­analyseres­direkte­etter
sentrifugering,­påvirkes­ikke­analyser
som­iNr,­aPtt,­fibrinogen­og­D-dimer­(8).­
For­mange­analyser­er­det­viktig­at

sentrifugehastigheten­er­så­høy­og­sen­-
tri­fugetiden­så­lang­at­man­oppnår­et
platefattig­plasma­(<­10x109/l­plater).
aPtt­og­iNr­tåler­platetall­opptil
200x10x109/l,­men­må­da­analyseres­raskt.­
Ved­avpipettering­av­plasma­til­prøver

som­skal­fryses­eller­videresendes­til
andre­laboratorier­er­det­viktig­at­det­er
igjen­0,5­cm­plasma­over­blodlegemene.­

Erytrocytt volum fraksjon (EVF)
Høy­eVF­(>­0,55)­gir­forlenget­klott-tiden.
løsningen­kan­være­å­lage­egne­glass
med­mindre­mengde­Na-citrat.­Da
brukes­en­egen­formel­for­å­beregne
mengden.­siden­det­er­svært­sjeldent­at
vi­(ved­Oslo­universitetssykehus­rikshos-
pitalet)­har­pasienter­med­så­høy­eVF,
har­vi­ikke­laget­egne­prosedyrer­og
rutiner­for­dette.­

Hemolyse
Hemolyse­kan­både­skyldes­problemer
ved­prøvetakningen­og­tilstander­hos
pasienten­som­for­eksempel­autoimmun
hemolytisk­anemi.­

Hemolyse­kan­gi­falsk­forhøyet­iNr­og
D-dimer,­mens­aPtt,­fibrinogen­og­at
iii­kan­bli­falsk­for­lav­(1,­9).­Dette­gjelder
spesielt­lystransmitterende­og­kromo­-
gene­metoder.
For­lystransmitterende­metoder­vil

hemolyse­gi­en­høy­bakgrunnsabsorbans,
og­kan­derfor­påvirke­avlesningen­av
klottdannelsen.­

Pilotstudie:
Ved­Oslo­universitetssykehus,­rikshos-
pitalet­gjorde­vi­en­liten­pilot­studie.­ti
Na-citratglass­ble­behandlet­i­henhold­til
gjeldende­prosedyrer.­Plasma­ble­avpi­-
pettert.­resten­av­innholdet­i­Na-citrat-
glasset­ble­frosset­for­å­lage­hemolysat.
Hemolysatet­ble­så­tilsatt­avpipettert­­
Na-citratplasma.­alle­prøvene­ble­målt­til
plasma­Hb­>0,79­g/dl.­
iNr,­aPtt,­at­iii,­D-dimer­og­fibri­no­-

gen­ble­analysert­både­med­og­uten­tilsatt
hemolysat.­
iNr,­aPtt­og­fibrinogen­er­klottmeto­-

der­som­måles­mekanisk.­i­paknings-
vedlegget­til­analysene­er­det­ikke­opp-
gitt­interferensgrenser­ved­hemolyse.­at
iii­måles­kromogent,­og­grensen­for
interferens­av­hemolyse­er­0,7­g/dl­Hb.
For­D-dimer,­som­måles­med­en­immu­-
noturbidimetrisk­metode,­er­grensen­0,5
g/dl­Hb.
Det­var­ingen­endringer­i­resultatene

etter­hemolysering­for­iNr,­aPtt­og
fibrinogen,­men­resultatene­for­D-dimer
og­at­iii­ble­lavere­etter­hemolysering.­
et­plasma­med­0,5­g/dl­Hb­er­svært­rødt,
nesten­som­bringebærsaft­(se­bilde­side­21).­

Lipemiske prøver
i­lipemiske­prøver­kan aPtt­og­iNr­bli
falskt­for­lave,­mens­fibrinogen­kan­få
falskt­forhøyde­verdier.­interferensen­er
mer­uttalt­for­de­optiske­metodene­enn
de­mekaniske­(1,­3).­
at­iii­blir­falsk­forhøyet,­mens­D-di­-

mer­blir­falsk­lav.­
ultrasentrifugering­kan­brukes­til­å

fjerne­fettstoffene,­men­anbefales­ikke­da
det­ikke­finnes­gode­studier­på­effekten
(3).­Det­er­også­en­risiko­for­at­store­mole­-
kyler­som­fibrinogen­og­FViii/von­Wille-
brand-kompleks­fjernes­(10).
Det­anbefales­ikke­å­bruke­lipoclear

for­å­fjerne­lipider­fra­plasma.­
skal­plasmaet­fortynnes­for­å­omgå

problemet­med­lipemi,­bør­man­bruke
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Hurtigsentrifuge Stat -
spin Express 4 brukes
kun til INR, APTT,
D-dimer, fibrin ogen 

og AT III.
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samme­fortynningsløsning­som­koagula-
sjonsinstrumentet­bruker.­For­eksempel
Owren­koller­dersom­analyseinstru­men­-
tet­er­et­stagO-instrument.­Fysiologisk
saltvann­kan­også­brukes­som­fortyn-
ningsløsning.

Ikteriske prøver 
ikteriske­prøver­kan­påvirke­optiske­og
kolorimetriske­metoder­(på­grunn­av
egenfargen),­mens­mekaniske­metoder
ikke­påvirkes.­Årsaken­til­at­plasma­er
ikterisk­(nedsatt­leverfunksjon)­vil­imid-
lertid­ha­effekt­på­mange­hemostaseana-
lyser­siden­de­fleste­koagulasjonsfak­-
torene­produseres­i­leveren.­

Analysering av frosset plasma
Frosset­plasma­skal­hurtigtines­i­vannbad
ved­37o­C­i­5-10­minutter­(eller­til­plasma
er­tint).­For­høy­temperatur­og­for­lang
henstand­i­vannbadet­kan­påvirke­ana­-
lyse­resultatet.­Plasma­skal­blandes­godt
og­stå­i­fem­minutter­før­analyser­-ing­(1).­

Oppbevaring og holdbarhet 
anbefalingene­fra­Clsi­er­”strenge”­(se
tabell­1)­og­det­finnes­mange­artikler­og
studier­som­viser­lengre­holdbarhet­på
plasma­i­for­eksempel­romtemperatur.­i
pakningsvedleggene­til­de­ulike­analys­-
ene­henviser­noen­leverandører­til­Clsi,
mens­andre­leverandører­har­gjort­egne
holdbarhetsstudier.­så­hvilke­råd­skal
man­følge?
Dette­er­mulighetene:
– Clsi­guidelines
– anbefalingene­i­leverandørens­pak-
ningsvedlegg

– egne­holdbarhetsstudier
– anbefalinger­fra­andres­artikler­og
­studier.

Følger­man­anbefalinger­fra­artikler­og
studier­som­andre­har­utført,­bør­man
være­oppmerksom­på­at­holdbarhet­kan
være­avhengig­av­hvilken­type­reagens
og­instrument­som­brukes,­og­at­studien
bør­inkludere­plasma­fra­både­normale
og­patologiske­prøver.­­�
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Rom temp. Kjøleskap Fryser -20o C Fryser -70o C

INR Inntil 24 t Nei 2 uker 12 mnd

APTT 2 t v/hep. beh. 2 t v/hep. beh. 2 uker 12 mnd

Andre 4 t 4 t 2 uker 6 mnd

4 t 4 t

TABELL 1.  Anbefaling fra CLSI (3)
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