PROTROMBINSKO VRIJEME/
(PT/INR)

Test PT/INR u sustavu i-STAT sluzi za odredivanje protrombinskog vremena na uzorcima pune krvi i sluzi za pracenje
terapije oralnim antikoagulansom (Coumadin ili varfarin). Test odreduje vrijeme potrebno za potpunu aktivaciju
vanjske staze koagulacijske kaskade pokrenute (aktivirane) tromboplastinom.

U ispitivanju protrombinskog vremena koagulacija se pokreé¢e mijeSanjem uzorka s tkivnim tromboplastinom. U
tradicionalnim ispitivanjima protrombinskog vremena potpunom se aktivacijom smatra trenutak kad aktivirani
trombin pretvori fibrinogen u fibrin, a obimni se ili lokalizirani ugrusci otkriju mehanicki ili opticki. Test PT/INR
u sustavu i-STAT sli¢an je, osim $to se krajnjom tockom smatra pretvorba trombinskog supstrata razli¢itog od
fibrinogena. Ta se pretvorba otkriva elektrokemijskim senzorom.

Dodani supstrat trombina je H-D-fenilalanil-pipekolil-arginin-p-amino-p-metoksidifenilamin sljedece strukture:

fenilalanin - pipekolna kiselina - arginin --NH - CH,- NH - CH,- OCH,

Trombin cijepa amidnu vezu na karboksi-terminusu argininskog ostatka (oznaceno dvjema crticama) zbog
strukturne slicnosti amidnoj vezi koja se cijepa trombinom u fibrinogenu. Proizvod trombinske supstratne reakcije
je elektrokemijski inertan tripeptid fenilalanil - pipekolil - arginin i elektroaktivni spoj NH,* - CH,- NH - CH,- OCH.,.
Formiranje elektroaktivnog spoja otkriva se ampermetrijski te se mjeri vrijeme otkrivanja.

Rezultat ispitivanja vrijednosti PT/INR prikazuje se kao medunarodni normalizirani omjer (engl. International
Normalized Ratio, INR) te, kao opcija, u sekundama. INR je preporucena metoda izvjeSéivanja rezultata za upotrebu
pri pracenju oralnog lijeCenja antikoagulansima." Srednje normalno protrombinsko vrijeme u sustavu i-STAT (u
sekundama) i ISI odreduju se na temelju preporuka organizacije WHO u ustanovi koja ima akreditaciju udruzenja
CAP. Rezultati za INR rac¢unaju se na temelju sljedece jednadzbe:

INR= [ protrombinsko vrijeme pacijenta u sustavu i-STAT (s) s

| srednje normalno protrombinsko vrijeme u sustavu i-STAT (s)

Opcijski prikazane mjerne jedinice sekundi odrazavaju tradicionalno protrombinsko vrijeme za plazmu. Prikazano
se vrijeme izraCunava iz rezultata za PT/INR i putem jednadzbe u nastavku uz upotrebu vrijednosti za ISl od 1,05 i
tipi¢no srednje normalno protrombinsko vrijeme za plazmu od 12,0 sekundi.

INR= [ protrombinsko vrijeme plazme pacijenta (s) sl

| srednje normalno protrombinsko vrijeme plazme (s) |

Ako se cini da rezultati i klinicka procjena nisu u medusobnom skladu, uzorak pacijenta treba ponovno prikupiti i
ponovno ispitati uz upotrebu drugog uloska.
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Namjena

Test PT u sustavu i-STAT, test protrombinskog vremena, koristan je za praenje pacijenata koji primaju oralnu
antikoagulacijsku terapiju poput Coumadina ili varfarina.

Sadrzaj

Svaki ulozak i-STAT PT/INR sadrzi komoru za prikupljanje uzoraka, senzore koji otkrivaju krajnju to¢ku koagulacije
i suhe reagense koji pokrec¢u i dopustaju koagulaciju. Komponente inertne matrice i reagensi naneseni su na dio
senzorskog kanala te obuhvacdaju sljedece reaktivne sastojke:

Reaktivni sastojak Bioloski izvor Minimalna koli¢ina

rekombinantni tkivni

tromboplastin ljudsk 0.18mg
heparinaza | Flavobacterium heparinum 0,0181U
trombinski supstrat nije primjenjivo 0,4 g

Mijeriteljska sljedivost

Test protrombinskog vremena (PT/INR) u sustavu i-STAT mjeri medunarodni normalizirani omjer (vrijednost
bez dimenzija) koji izrazava relativni vremenski interval potreban za potpunu aktivaciju koagulacijske kaskade
tromboplastinom u kapilarnoj ili venskoj punoj krvi i sluzi za in vitro pracenje lije¢enja oralnom primjenom
antikoagulansa (Coumadin ili varfarin). Vrijednosti PT/INR dodijeljene materijalima za kontrolu i-STATa sljedive su
do medunarodnih referentnih procedura za mjerenje Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) i medunarodnih
standarda za pripremu referentnih materijala koje preporucuje WHO.? Valjanost kontrola sustava i-STAT provjerena
je samo za upotrebu sa sustavom i-STAT i dodijeljene vrijednosti mozda se ne mogu prenijeti u druge metode.
Dodatne informacije o mjeriteljskoj sljedivosti dostupne su od tvrtke Abbott Point of Care Inc.

Ocekivane vrijednosti

Test/kratica Mjerne jedinice Provjeren klini¢ki raspon
Protrombinsko vrijeme/ (PT/INR) INR 0,9 - 6,0%

*Radne znacajke mjerenja vrijednosti PT/INR u sustavu i-STAT nisu ustanovljene za vrijednosti INR vise od 6,0.

Radne znacajke

Podatke o tipi¢nim radnim znacajkama ciji je sazetak prikazan u nastavku prikupili su zdravstveni radnici obuceni za
rukovanje sustavom i-STAT i usporedivim metodama u zdravstvenim ustanovama.

Nepreciznost

IzvrSena su pocetna istrazivanja kako bi se prikupili podaci o nepreciznosti na uzorcima venske i kapilarne pune
krvi. Podaci o nepreciznosti za uzorke venske pune krvi prikupljeni su u duplikatu na dvije klini¢ke lokacije. Podaci
0 nepreciznosti za uzorke kapilarne pune krvi prikupljeni su u duplikatu na jednoj klinickoj lokaciji samo jednom
kapilarnom cjev¢icom. Tablica u nastavku prikazuje sazetak tih podataka.

Statisticka Lokacija 1 Lokacija 2 Lokacija 3
vrijednost (venska) (venska) (kapilarna)
n 181 102 33
Srednja vrijednost (INR) 2,6 2,4 2,5
% CV 47 % 40% 46 %
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Dolje navedeni podaci o nepreciznosti za kontrolni materijal liofilizirane plazme prikupljeni su tijekom istrazivanja u
pogonu tvrtke Abbott Point of Care i tijekom klinickih ispitivanja. SD i % CV tipi¢ni su za aktualne radne znacajke. Za
pristup odgovarajuc¢im podacima o srednjoj vrijednosti plazmatske kontrole pogledajte aktualne tablice dodijeljenih
vrijednosti (engl. Value Assignment Sheets).

|| Plazmatska kontrola Srednja vrijednost SD % CV ||
[| Razina 1 1,1 (INR) 0,05 45% [
[| Razina2 2,5 (INR) 0,17 6.9 % [

Referentni interval

U klinickom ispitivanju pokrenutom radi utvrdivanja referentnog intervala vrijednosti PT/INR venski uzorci zdravih
dobrovoljnih davatelja prikupljeni su u plasti¢ne epruvete i puna je krv analizirana upotrebom samo jedne serije
ulozaka sustava i-STAT. Kapilarni uzorci istih davatelja dobiveni su lancetnim uredajem Softclick Pro (postavka 3) i
analizirani upotrebom iste serije ulozaka. Referentni intervali za INR u uzorcima venske i kapilarne krvi odredeni su u
skladu sa smjernicom C28-A23 instituta CLSI. SaZetak podataka prikazan je u tablici u nastavku:

Statisticka vrijednost Venska puna krv Kapilarna puna krv
n 120 119
Srednja vrijednost (INR) 1,0 1,0
SD 01 01
Referentni raspon (INR) 08-1,2 08-1,2

Zbog brojnih varijabli koje mogu utjecati na rezultate mjerenja vrijednosti PT/INR svaki bi laboratorij trebao
ustanoviti vlastiti referentni interval.

Usporedba metoda

Podaci o usporedbi metoda prikupljeni su u laboratoriju Hemostasis Reference Laboratory (Hamilton, Ontario,
Kanada). Uzorci venske krvi od ambulantnih pacijenata koji primaju rutinsku oralnu antikoagulacijsku terapiju
prikupljeni su u plasti¢ne epruvete i analizirani u duplikatu uz upotrebu ulozaka iz vise razlicitih serija u sustavu
i-STAT; plazma iz epruveta koje sadrze citratni antikoagulans analizirana je na usporedivim instrumentima uz
upotrebu reagensa Dade® Innovin®, STA Neoplastine® Cl Plus i HemosIL® RecombiPlasTin 2G°.

Analiza Demingovom regresijom* izvrSena je na prvoj replici svakog uzorka. U tablici s usporedbom metoda u
nastavku n je broj primjeraka u podatkovnom skupu, Sy.x je koeficijent varijacije regresije, a r je koeficijent korelacije.

Usporedbe metoda razlicite su od lokacije do lokacije zbog razlika u rukovanju uzorcima, sustavima reagensa i
instrumenata koji se rabe i drugih varijabli specifi¢nih za svaku pojedinu lokaciju. Potrebno je izvrsiti ispitivanje
korelacije kako bi se ustanovile razlike vrijednosti PT/INR izmjerenih u sustavu i-STAT i onih izmjerenih drugim
upotrijebljenim metodama.

Statisticka i-STAT gasuprot .S:iemens i-STAT naf;{prot STA i-ST/!Tnasuprot ILACL .
vrijednost Sysmex CA@; 1500 l.riagens Compact. i r:agens 7000i reag.ens H-emos(;L
Dade® Innovin Neoplastine® Cl Plus RecombiPlasTin 2G

n 78 78 69

Srednja vrijednost (INR) 2,1 2,1 2,2

Raspon (INR) 0,9-4,5 09-41 0,9-4,0

Sx (INR) 0,843 0,772 0,840

Nagib 0,981 1,074 0,972

Konstantni ¢lan (INR) 0,084 -0,100 0,003

r 0,963 0,964 0,962

Sy.x 0,233 0,229 0,233
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U nastavku su prikazani podaci s jedne klinicke lokacije koji usporeduju podatke dobivene na kapilarnim uzorcima s
podacima dobivenim iz venskih uzoraka analiziranim u sustavu i-STAT.

Statisticka Kapilarno nasuprot
vrijednost venskog

n 39

Srednja vrijednost (INR) 2,4

Raspon (INR) 1,3-54

Sx (INR) 0,960

Nagib 1,049

Konstantni ¢lan (INR) -0,098

Sy.x 0,128

r 0,978
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i-STAT PT: Venous (INR)

Cimbenici koji utje¢u na rezultate

Prisutnost egzogeno dodanog heparina, citrata, oksalata ili EDTA iz opreme za uzimanje uzoraka krvi bit ¢e
smetnja rezultatima ispitivanja.

Losa tehnika prikupljanja uzoraka takoder moze ugroziti tocnost rezultata. (pogledajte dio Prikupljanje i
priprema uzoraka u nastavku).

Staklene Strcaljke ili epruvete mogu prerano aktivirati koagulaciju, sto skracuje vrijeme zgrusavanja i snizava
INR. Venski uzorci moraju se prikupljati u plasti¢ne Strcaljke ili epruvete.

Cesto propisivani lijekovi mogu utjecati na rezultate mjerenja vrijednosti PT/INR.

Abbott Point of Care nije ispitao test vrijednosti PT/INR sustava i-STAT na pacijentima koji imaju antitijela
lupusnog antikoagulansa. Ako se zna za prisutnost antitijela lupusnog antikoagulansa ili postoji sumnja na
njih, razmislite o upotrebi laboratorijske analize protrombinskog vremena koja upotrebljava reagens za koji
se zna da nije osjetljiv na antitijela lupusnog antikoagulansa ili alternativnu laboratorijsku metodu.

Ogranicenja testa vrijednosti PT/INR u sustavu i-STAT

Tijekom ispitivanja analizator mora ostati na vodoravnoj povrsini koja ne vibrira sa zaslonom okrenutim
prema gore. Vodoravna povrs$ina obuhvaca i smjestanje ru¢nog uredaja u spojnu jedinicu / punjac.

Koncentracije fibrinogena u rasponu izmedu 70 i 541 mg/dL ne utjecu na vrijednosti PT/INR u sustavu
i-STAT. Metodologija elektrogenog testa PT/INR u sustavu i-STAT ne mjeri fizicki ugrusak te ne ovisi
o tome formira li fibrinogen stvarni fizicki ugrusak fibrina. Zbog toga test PT/INR u sustavu i-STAT ne
odrazava produljenje vremena koagulacije povezano sa smanjenjem kolic¢ine fibrinogena (npr. potrosna
koagulopatija), diseminirane intravaskularne koagulacije ili sindroma defibrinacije.

Koncentracije nefrakcijskog heparina do 1,0 U/mL ne utje¢u na test PT/INR u sustavu i-STAT.
Hematokriti u rasponu od 24 - 54 % PCV dokazano ne utjecu na rezultate.

Cubicin® (daptomicin za ubrizgavanje) pri upotrebi testa PT/INR u sustavu i-STAT dokazano uzrokuje
lazno produljenje protrombinskog vremena (PT) i poviSenje INR-a ovisno o koncentraciji. Preporucuje se u
pacijenata koji primaju taj antibiotik upotrijebiti alternativnu metodu za mjerenje vrijednosti PT/INR.

U slu¢aju onecis¢enja uzoraka klorheksidin-glukonatom test PT/INR u sustavu i-STAT moze rezultirati laznim
produljenjem protrombinskog vremena (PT) i povisenjem INR-a.

Test PT/INR u sustavu i-STAT nije namijenjen procjeni nedostataka pojedinacnih ¢imbenika.
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Prikupljanje i priprema uzoraka

Oprez:

uloZak testa PT/INR u sustavu i-STAT namijenjen je prihvacanju uzorka u koli¢ini od 20 do 45 mikrolitara.
Jedna kap krvi iz prsta ili kap formirana na vrhu $trcaljke obi¢no je te veli¢ine. Ako se u komoru unese
veci volumen, zatvarajte ulozak paZljivo jer moze do¢i do izbacivanja viska krvi iz uloska.

Test PT/INR u sustavu i-STAT moze se vrsiti na kapilarnim ili venskim uzorcima.

Probod koze

1.
2.
3.

7.
8.
9.

Izvadite ulozak iz vrecice od folije i postavite ulozak na ravnu povrsinu.
Pripremite lancetni uredaj i odloZite ga na stranu za kasnije.

Ocistite i pripremite prst iz kojega ce se uzimati uzorak upotrebom 70 postotne vodene otopine izopropanola
(70 % v/v).? Pustite da se prst osusi prije uzimanja uzorka. Pri dezinfekciji mjesta na kojima ¢e se vrsiti
probod ne preporucuje se upotreba tupfera ni otopina koje sadrze tvari razli¢ite od izopropanola (npr
klorheksidin-glukonat). Za dodatne informacije pogledajte raniji odjeljak ,Ogranicenja testa vrijednosti PT/
INR u sustavu i-STAT".

Lancetnim uredajem probodite donju stranu jagodice na prstu.

Lagano stisnite prst, tako da se stvori viseca kap krvi i izvrsite ispitivanje na prvom uzorku krvi. Izbjegavajte
ponavljanje jakog pritiska (,muznja”) jer mozZe dovesti do hemolize ili kontaminaciju tkivnom tekuc¢inom.

Postavite prst tako da kap krvi dodiruje komoru za uzorke. Kad dode u dodir s komorom za uzorke, krv ¢e
biti uvucena u ulozak.

Dodajte uzorak do dostizanja oznake koli¢ine na ulosku.
Preklopite poklopac preko otvora komore za uzorke.

Pritisnite zaobljenu stranu poklopca tako da ¢ujno sjedne na mjesto.

Napomena: kako bi se olak$ao unos uzorka u uloZak za ispitivanje, moguce je prinijeti ulozak prstu. Ipak, svakako
se pobrinite da instrument lezi na ravnoj podlozi koja ne vibrira tijekom ispitivanja.

Probodi vene

Mora se rabiti tehnika koja daje dobar protok krvi.

Uzorak za testiranje mora se prikupljati u plastiénu posudu za prikupljanje (plasti¢nu Strcaljku ili plasti¢nu
epruvetu za vakuumsko prikupljanje krvi).

Posuda za prikupljanje ne smije sadrzavati antikoagulanse poput heparina, EDTA, oksalata ili citrata.
Posuda za prikupljanje ne smije sadrzavati aktivatore zgrusavanja ni tvari za izdvajanje seruma.

Uzorak se mora odmah prebaciti u komoru za uzorke u ulosku. Kap krvi mora dodirnuti dno komore za
uzorke. Kad dode u dodir s komorom za uzorke, krv ¢e biti uvucena u ulozak.

Ako je potrebno drugo mjerenje, treba uzeti svjez uzorak.

Napomena: Neki stru¢njaci preporucuju izvlacenje i odbacivanje uzorka od najmanje 1,0 mL prije izvlac¢enja uzorka za

ispitivanje koagulacije.®
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