NATRIURETSKI PEPTID TIPA B / (BNP)

Namjena

Test za BNP sustava i-STAT BNP dijagnosticki je test za kvantitativno mjerenje natriuretskog peptida tipa B (BNP) in
vitro na uzorcima pune krvi ili plazme uz upotrebu antikoagulansa EDTA. Mjerenje vrijednosti BNP moze se rabiti kao
pomoc¢ pri dijagnosticiranju kongestivnog zatajenja srca i procjeni ozbiljnosti takvog zatajenja.

Objasnjenje metode

Testni ulozak za BNP sustava i-STAT upotrebljava imunoenzimsku metodu ELISA s dvije aktivne lokacije (engl. two-
site enzyme-linked immunosorbant assay). Antitijela specificna za BNP smjeStena su na elektrokemijski senzor
proizveden na silicijskom ¢ipu. Na drugoj lokaciji na silicijskom ¢ipu senzora nalazi se i antitijelo / konjugat enzima
alkalne fosfataze specifican za razli¢it dio molekule BNP. Uzorak pune krvi ili plazme dolazi u kontakt sa senzorom
$to omogucuje otapanje enzimskog konjugata u uzorku. Alkalna fosfataza oznac¢ava BNP u uzorku koji se potom
veze za povrsinu elektrokemijskog senzora tijekom inkubacijskog razdoblja od priblizno sedam minuta. Uzorak
se, zajedno s viskom konjugata enzima, ispire sa senzora. U tekucini za ispiranje nalazi se supstrat za enzim alkalne
fosfataze. Enzim, vezan za sendvic antitijelo/antigen/antitijelo cijepa supstrat otpustajuci proizvod cijepanja koji
se moze otkriti elektrokemijskim putem. Elektrokemijski (ampermetrijski) senzor mjeri taj enzimski proizvod koji je
proporcionalan koncentraciji tvari BNP u uzorku.

Sadrzaj

Svaki ulozak za BNP u sustavu i-STAT opremljen je otvorom za unos uzorka, senzorima koji otkrivaju BNP kako je gore
opisano i svim reagensima potrebnim za izvodenje testa. UloZak sadrzi pufer i konzervanse. Slijedi popis reaktivnih
sastojaka:

Reaktivni sastojak Bioloski izvor Minimalna kolicina
antitijelo / konjugat alkalne fosfataze misji IlgG: govede crijevo 0,009 ug
I9G kozji IgG: misji IgG 8,5ug:8ug
natrijev aminofenil fosfat N/P 0,9 mg
heparin svinjsko crijevo 0451U
IgM misji IgM 0,3 pg

Mjeriteljska sljedivost

Test natriuretskog peptida tipa B (BNP) u sustavu i-STAT mjeri koncentraciju mnozine tvari BNP u plazmi ili
plazmatskoj frakciji pune krvi na koju je primijenjen antikoagulans EDTA (mjerne jedinice: pg/mL ili ng/L) za
dijagnostiku in vitro. Vrijednosti BNP dodijeljene materijalima za kontrolu i provjeru kalibracije sustava i-STAT
sljedive su do i-STATova radnog kalibratora pripremljenog iz sintetickog BNP-a (Peptide International, Louisville, KY,
kat. br. 4212v). Valjanost kontrola i materijala za provjeru kalibracije sustava i-STAT provjerena je samo za upotrebu
sa sustavom i-STAT i dodijeljene vrijednosti mozda se ne mogu prenijeti u druge metode. Daljnje informacije o
mijeriteljskoj sljedivosti mozete dobiti kod tvrtke Abbott Point of Care Inc.

) Abbott
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Raspon mjerenja

Test za BNP sustava i-STAT izvje3c¢uje u rasponu od 15 do 5000 pg/mL (ng/L). Za uzorke s vrijednostima nizim od
izvjeStajnog raspona zaslon analizatora prikazuje ,<15 pg/mL" Za uzorke s vrijednostima viSim od izvjestajnog
raspona prikazuje se,>5000 pg/mL".

Referentni raspon

Uzorci pune krvi i plazme analizirani su od 165 naoko zdravih davatelja. Gornjih 95 % referentnog raspona odredeno
je kao 50 pg/mL (ng/L).

Napomena: Svaka bi ustanova trebala ustanoviti vlastiti referentni raspon upotrebom testa BNP u sustavu i-STAT.

Klinicki znacaj

Kongestivno zatajenje srca (CHF) slozen je klinicki sindrom koji smanjuje minutni volumen srca na razinu nedovoljnu
za metabolicke potrebe tijela." Moze nastati zbog disfunkcije bilo koje klijetke u sistoli (kontrakcija), dijastoli
(opustanje) ili u obje faze.? Naj¢eséi razlog u podlozi CHF-a je bolest koronarne arterije. Neki su od drugih uzroka:
visok tlak, miokarditis, bolesti sr¢anih zalistaka i idiopatski (nepoznat).?

Neki su od najces¢ih simptoma: paroksizmalna no¢na dispneja (PND), ortopneja, dispneja pri tjelesnom naporu (DOE),
noc¢ni kasalj i periferni edemi.? Klinicki znaci obuhvacaju povisen tlak u jugularnoj veni, hropac ¢ujan pri osluskivanju,
prisutnost treceg sr¢anog zvuka i periferni edemi.? Ti su znaci i simptomi nazalost varijabilni, a kad su prisutni
nespecifi¢ni su jer druge klinicke situacije kao kroni¢na opstruktivna plu¢na bolest mogu dati sli¢nu klini¢ku sliku.*

Natriuretski peptid tipa B (BNP) ¢lan je skupine strukturno sli¢nih peptidnih neurohormona. U skupini se nalazi i
atrijski natriuretski peptid (ANP) i natriuretski peptid tipa C (CNP) ¢ija je funkcija regulacija krvnog tlaka, ravnoteze
elektrolita i volumena tekucina. ANP se pohranjuje u atrijima u obliku granula te se velikom brzinom otpusta kao
odgovor na rastezanje atrija. BNP se naprotiv primarno sintetizira, pohranjuje i otpusta u ventrikularnom miokardu
kao odgovor na povecanje volumena i previsok tlak.' Pre-pro-BNP (134 aminokiseline) sintetizira se u sré¢anim
monocitima i pretvara u molekulu prekursora pro-BNP (108 aminokiselina). Pro-BNP potom se cijepa u fizioloski
aktivan BNP (32 aminokiseline) i N-terminalni fragment poznat kao N-terminalni pro-BNP (76 aminokiselina).?

Brojna klinicka ispitivanja upuc¢uju na potencijalnu klinicku korisnost mjerenja BNP-a u plazmi sa sljedec¢im ciljevima:

1. dijagnoza dispneje i kongestivnog zatajenja srca (CHF)**

2. otkrivanje sistolicke i dijastolicke disfunkcije lijeve klijetke®”

3. prognoza pacijenata s CHF-om i akutnim koronarnim sindromima?® te
4, pracenje terapije pacijenata s CHF-om.'%"

Brojna istrazivanja pokazuju vrijednost BNP-a u olakSavanju dijagnoze kongestivnog zatajenja srca (CHF) u
pacijenata s dispnejom.'? Davis et al. mjerili su razine peptida ANP i BNP u 52 pacijenta koji su prezentirali akutnu
dispneju.’' Dosli su do zaklju¢ka da je koncentracija BNP-a u plazmi pri prijmu tocnije odrazavala konac¢nu
dijagnozu nego razina ejekcijske frakcije (EF) ili koncentracije ANP-a u plazmi. Morrison et al. takoder su pokazali
da brzo ispitivanje BNP-a moze pomoci pri razlikovanju pluc¢ne i sréane etiologije dispneje.* Nadalje, povjerenstvo
Europskog kardioloskog drustva za dijagnostiku i lije¢enje kroni¢nog zatajivanja srca obuhvatila je ispitivanje
natriuretskih peptida (npr. BNP) zajedno s elektrokardiografijom i rendgenskim snimanjem prsnog kosa u svoje
smjernice za dijagnosticiranje ili iskljucivanje zatajenja srca."

IstraZivanje ,Breathing Not Properly”, medunarodno prospektivno istrazivanje s 1586 ispitanika, dokazalo je klini¢ku
korisnost brzog mjerenja BNP-a, zajedno s drugim klinickim informacijama, u dijagnosticiranju ili iskljuc¢ivanju
kongestivnog zatajenja srca u hitnoj sluzbi.' Razine BNP-a bile su puno vise u pacijenata koji su kasnije dozivjeli
kongestivno zatajenje srca (CHF) nego u onih ¢ija dispneja nije bila sr¢ane etiologije (675 pg/mL nasuprot 110 pg/
mL). Grani¢na vrijednost BNP-a od 110 pg/mL pokazala je osjetljivost od 90 % i specifi¢cnost od 76 % pri razlikovanju
kongestivnog zatajenja srca od drugih uzroka dispneje, a grani¢na vrijednost od 50 pg/mL imala je negativnu
prediktivnu vrijednost od 96 %. Medu lije¢nicima u hitnoj sluzbi koji su pokusali dijagnosticirati pacijente s
dispnejom postojala je stopa neodlu¢nosti od 43 %. Da su tim lije¢nicima bile dostupne vrijednosti za BNP, stopa
neodlucnosti spustila bi se na 11 %. U multivarijantnoj analizi razine BNP-a uvijek su doprinosile dijagnozi, ¢ak i
nakon razmatranja povijesti bolesti i lije¢nickog pregleda.
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Razine BNP-a povisene su i u pacijenata s disfunkcijom lijeve klijetke, a vrijednosti se mogu upotrijebiti za procjenu
ozbiljnosti CHF-a kroz korelaciju s funkcionalnom klasom prema klasifikaciji Kardioloskog udruzenja New Yorka
(NYHA) i prognozi pacijenta.

Steg et al. 2005. godine navode da je mjerenje BNP-a dosljedno bolji pokazatelj za prepoznavanje pacijenata koji
boluju od CHF-a nego sto je to ehokardiografija ejekcijske frakcije lijeve klijetke, bez obzira na vrijednost praga.'®
Dvodimenzionalna ehokardiografija pokazala se manje osjetljivom u dijagnostici CHF-a nego samo jedno mjerenje
BNP-a. Vazno je, medutim, napomenuti da te dvije metode zajedno ostvaruju znacajnu dodatnu dijagnosticku
vrijednost te kombinacija tih metoda pokazuje znacajno vecu to¢nost nego bilo koja od tih metoda sama za sebe. To
nedvosmisleno upucuje na ¢injenicu da je, gdje je to primjenjivo, poZeljno rabiti obje metode.™®

Istrazivanja pokazuju i da BNP ima sve vazniju ulogu u prognostic¢koj procjeni pacijenata sa zatajenjem srca."”
BNP je snazan prognosticki indikator za pacijente koji boluju od CHF-a u svim fazama bolesti te djeluje kao bolji
prediktor prezivljenja od mnogih tradicionalnih prognostickih pokazatelja, poput klasa Kardioloskog udruzenja New
Yorka (NYHA), vrijednosti kreatinina u serumu, a mozda i ejekcijske frakcije lijeve klijetke.” Relativni rizik smrtnosti
pacijenata koji boluju od CHF-a raste za 35 % sa svakim povecanjem BNP-a od 100 pg/mL.18 Povisene vrijednosti
BNP-a takoder su prediktor prezivljenja pacijenata kojima nije dijagnosticiran CHF, pri ¢emu je udvostrucen rizik
pacijenata u kojih je vrijednost BNP-a >20 pg/mL."®

Pokazalo se da BNP moze sluziti kao prediktor morbiditeta i smrtnosti i u slu¢aju drugih kardiovaskularnih bolesti,
primjerice akutnih koronarnih sindroma (ACS) i akutnog infarkta miokarda.' Pacijenti koji boluju od ACS-a kojima je
izmjeren povisen BNP imaju vecu stopu sréanih komplikacija te visu smrtnost po infarktu miokarda.

Kad je panel neurohormona (ukljucujuci BNP i katekolamine) mjeren jedan do cetiri dana nakon akutnog infarkta,
BNP je bio jedini neovisni prediktor ejekcijske frakcije lijeve klijetke (LVEF <40 %) te je bio najtocniji prediktor smrti
unutar Cetiri mjeseca nakon infarkta.® U 2525 pacijenata s akutnim infarktom miokarda (AMI), povisenje BNP-a bilo
je u korelaciji sa smrtnoscu, zatajivanjem srca i ponovljenim infarktom nakon 30 dana i nakon 10 mjeseci.? Strategija
kombiniranja metoda EF i BNP poboljsala je stratifikaciju rizika u odnosu na upotrebu samo jedne metode.”

OCEKIVANE VRIJEDNOSTI
Populacija bez zatajenja srca

Uzorci plazme 890 pojedinaca (465 Zena, 425 muskaraca) kojima nije dijagnosticirano zatajenje srca ispitano je
analizom BNP na uredaju AxSYM'. Populacija je obuhvacala nehospitalizirane pacijente s bubreznom bolesti (koji
nisu na dijalizi), dijabetesom, hipertenzijom i kroni¢nom opstruktivnom plu¢nom bole$¢u. Razine BNP-a u pacijenata
s bubreznom bolesti, dijabetesom, hipertenzijom i kroni¢cnom opstruktivnom plu¢nom boles¢u nisu se statisticki
znacajno razlikovale od onih u naoko zdravih pojedinaca. Podaci iz ovog istrazivanja u sazetom su obliku prikazani u
sljedecoj tablici.*
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Populacija bez zatajenja srca - svi (dobna skupina)

<45 45 -54 55-64 65-74

godina godina godina godina
Veli¢ina uzorka (N=) 890 205 146 171 248 120
Medijan (pg/mL) 21 17 9 24 23 31
Srednja vrijednost (pg/mL) 39 28 21 37 47 63
SD (pg/mL) 66 36 30 48 80 109
95. centil 135 85 87 119 160 254
Postotak <100 pg/mL 91,5% 96,6% 95,2% 94,2% 87,1% 83,3%
Minimum (pg/mL) 0 0 0 0 0 0
Maksimum (pg/mL) 907 263 142 380 907 837

Populacija bez zatajenja srca - muskarci (dobna skupina)

<45 45-54 55-64 65-74

godina godina godina godina
Velic¢ina uzorka (N=) 425 107 71 94 115 38
Medijan (pg/mL) 14 12 1 17 21 37
Srednja vrijednost (pg/mL) 30 23 9 26 47 49
SD (pg/mL) 61 34 14 45 96 51
95. centil 104 73 40 80 150 121
Postotak <100 pg/mL 94,8% 97,2% 100,0% 97,9% 88,7% 89,5%
Minimum (pg/mL) 0 0 0 0 0 0
Maksimum (pg/mL) 907 200 57 380 907 254

<45

godina

45 -54
godina

Populacija bez zatajenja srca - zene (dobna skupina)

55-64
godina

65-74
godina

Veli¢ina uzorka (N=) 465 98 75 77 133 82
Medijan (pg/mL) 26 23 23 37 23 25
Srednja vrijednost (pg/mL) 46 34 34 51 46 69
SD (pg/mL) 70 37 36 48 63 126
95. centil 150 89 11 155 159 266
Postotak <100 pg/mL 88,4% 95,9% 90,7% 89,6% 85,7% 80,5%
Minimum (pg/mL) 0 0 0 0 0 0
Maksimum (pg/mL) 837 263 142 230 374 837

* Reprezentativni podaci, rezultati u pojedinacnim laboratorijima mogu se razlikovati od ovih podataka.

Zbog demografskih razlika u populaciji referentni raspon treba odrediti u svakom laboratoriju.
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Populacija sa zatajenjem srca

Uzorci plazme 693 pacijenata kojima je dijagnosticirano zatajenje srca (231 Zene, 462 muskarca) ispitano je analizom
BNP na uredaju AxSYM. Svi pacijenti u ovoj populaciji kategorizirani su prema funkcionalnom klasifikacijskom
sustavu koji je objavilo Kardiolosko udruzenje New Yorka (NYHA).?? Taj sustav dijeli pacijente sa zatajenjem srca u
Cetiri kategorije prema progresiji bolesti (klase | do IV) na temelju subjektivne procjene klini¢kih znakova i simptoma
pacijenta. Podaci iz ovog istrazivanja u sazetom su obliku prikazani u sljedecoj tablici.*

Populacija sa zatajenjem srca - svi

Funkcionalna klasa prema klasifikaciji NYHA-e

Svi I | ]l v
Veli¢ina uzorka (N=) 693 124 319 190 60
Medijan (pg/mL) 298 133 266 335 1531
Srednja vrijednost (pg/mL) 578 320 432 656 1635
SD (pg/mL) 771 388 574 841 1097
5. centil 14 9 15 12 188
95. centil 2154 1257 1534 2516 > 4000
Postotak >100 pg/mL 74,2% 58,1% 73,0% 79,0% 98,3%
Minimum (pg/mL) 0 3 0 0 14
Maksimum (pg/mL) > 4000 1651 > 4000 > 4000 > 4000

Populacija sa zatajenjem srca - muskarci

Funkcionalna klasa prema klasifikaciji NYHA-e

Svi | ] 11 \")
Veli¢ina uzorka (N=) 462 94 215 121 32
Medijan (pg/mL) 268 122 258 293 1645
Srednja vrijednost (pg/mL) 524 314 409 597 1646
SD (pg/mL) 719 390 539 821 1032
5. centil 12 9 14 22 265
95. centil 1976 1281 1356 2288 3654
Postotak >100 pg/mL 71,0% 56,4% 70,7% 76,0% 96,9%
Minimum (pg/mL) 0 3 0 0 14
Maksimum (pg/mL) > 4000 1408 3782 > 4000 > 4000

Rev. Date: 19-SEP-19 Art: 716969-26A BNP-5



Populacija sa zatajenjem srca - zene
Funkcionalna klasa prema klasifikaciji NYHA-e

Svi | 1l 1 \")
Veli¢ina uzorka (N=) 231 30 104 69 28
Medijan (pg/mL) 385 174 298 466 1408
Srednja vrijednost (pg/mL) 685 341 481 760 1623
SD (pg/mL) 858 388 641 870 1186
5. centil 16 14 21 12 244
95. centil 2593 1022 2031 2718 > 4000
Postotak >100 pg/mL 80,5% 63,3% 77,9% 84,1% 100,0%
Minimum (pg/mL) 0 10 0 0 173
Maksimum (pg/mL) > 4000 1651 > 4000 > 4000 > 4000

* Reprezentativni podaci, rezultati u pojedina¢nim laboratorijima mogu se razlikovati od ovih podataka.

Dijagram pravokutnika (engl. ,box and whiskers plot”) koji prikazuje populaciju ispitanika klinickog ispitivanja
razdijeljenih po klasifikaciji NYHA-e prikazan je na sljede¢em grafikonu. Isprekidana linija predstavlja 100 pg/mL,
preporuceni prag odluke za analizu BNP-a na uredaju AxSYM. Kao potpora prethodnim istrazivanjima,®® ovi podaci
pokazuju progresivan rast koncentracija BNP-a koji prati sve vise klase u klasifikaciji NYHA-e. Ta analiza upucuje na
¢injenicu da mjerenje BNP-a daje objektivne informacije na temelju kojih se moze procijeniti ozbiljnost zatajenja srca.
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Non- NYHA

Heart Failure Class |

Podaci gore navedenog klini¢kog ispitivanja upotrijebljeni su za generiranje krivulje osjetljivosti dijagnostickog

testa (engl. Receiver Operating Characteristic, ROC) s pragovima odluka temeljenih na BNP-u odnosu na klini¢cku

osjetljivost i klinicku specificnost kako ih prikazuje sljedeci grafikon. Na pragu odluke pri 100 pg/mL, analiza BNP-a

pokazala je klinicku osjetljivost od 74,2 % i klinicku specifi¢nost od 91,5 % u sklopu ovog ispitivanja. Povrsina pod
krivuljom (AUC) je 0,90 (0,86 do 0,92, 95 % Cl).
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BNP ROC Curve
Heart Failure Population (n=693) and
Non-Heart Failure Population (n=890)
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1 - Specificity

Kalibratori za BNP u sustavu i-STAT sljedivi su do internog referentnog standarda koji je pripremljen gravimetrijski
uz upotrebu sintetickog BNP-a. Interni referentni standard prosao je jednokratnu dodjelu vrijednosti kako bi se
uskladio s analizom BNP-a na analizatoru ARCHITECT s pragom odluke na 100 pg/mL.

Analiza populacije kojoj je dijagnosticirano zatajenje srca i populacije kojoj ono nije dijagnosticirano, grupirane po
dobnim skupinama, izvrieno je na temelju podataka koje je objavilo Ameri¢ko udruZenje za bolesti srca (AHA) 2000.
godine u publikaciji Heart and Stroke Statistical Update?*te u skladu s dobnom strukturom populacije u Sjedinjenim
Drzavama.” Dobna raspodjela ciljne skupine priblizno je kako slijedi: osobe do 45 godina starosti ¢ine 9 %
populacije, osobe u dobi 45 - 54 godine cine 11 %, osobe 55 - 64 godine Cine 22 %, osobe u dobi 65 - 74 godine
Cine 26 %, a osobe u dobi od 75 godina i starije ine 32 % populacije. Rezultatni kombinirani AUC je 0,87 (0,85 do
0,90, 95 % Cl).

Klinicka osjetljivost i specificnost uz upotrebu praga za odluku od 100 pg/mL prikazana je u sljedecoj tablici.*

Muskarci (dobna skupina)
65-74 75+
godina godina
Osjetljivost 71,0% 47,1% 57,1% 57,3% 70,6% 86,1%
(328/462) (8/17) (24/42) (51/89) (115/163) | (130/151)
Interval pouzdanosti 95 % 66,6 do 23,0do 41,0do 46,4 do 62,9do 79,5 do
75,1 % 72,2% 72,3% 67,7% 77,4% 91,2%
Specifi¢nost 94,8% 97,2% 100,0% 97,9% 88,7% 89,5%
(403/425) | (104/107) (71/71) (92/94) (102/115) (34/38)
Interval pouzdanosti 95 % 92,3 do 92,0do 94,9 do 92,5 do 81,5do 75,2 do
96,7% 99,4% 100,0% 99,7% 93,8% 97.1%

Rev. Date: 19-SEP-19 Art: 716969-26A BNP -7



Zene (dobna skupina)

Osietliivost 80,5% 44,4% 73,3% 50,0% 80,6% 91,7%
J€H (186/231) |  (4/9) (11/15) | (13/26) | (58/72) | (100/109)
nterval oouadanosti 95 % 748do | 13,7do | 449do | 299do | 695do | 849do
P ° 85,4% 78,8% 92,2% 70,1% 88,9% 96,2%
88,4% 95,9% 90,7% 89,6 % 85,7% 80,5%

specificnost 411/465) | (94/98) | (68/75) 69.77) | (114/133) | (66/82)

85,1 do 89,9do 81,7 do 80,6 do 78,6 do 70,3 do
91,2% 98,9% 96,2% 95,4% 91,2% 88,4%

Interval pouzdanosti 95 %

* Reprezentativni podaci, rezultati u pojedina¢nim laboratorijima mogu se razlikovati od ovih podataka.

Radne znacajke

Podaci o preciznosti prikupljeni su kako slijedi: duplikati svake kontrolne tekucine ispitivani su svakodnevno tijekom
20 dana sa svakom od 3 serije ulozaka, dajuc¢i ukupno 434 replike. Usrednjeni statisti¢ki podaci prikazani su u
nastavku.

Podaci o nepreciznosti mjerenja u punoj krvi prikupljeni su kako slijedi: uzorcima pune krvi 5 zdravih davatelja
dodan je (engl. spike) BNP u niskoj, srednjoj i visokoj koncentraciji, dajuci 15 uzoraka od kojih je svaki mjeren u
10 ulozaka iz jedne serije uloZzaka za mjerenje BNP-a u sustavu i-STAT; upotrijebljene su ukupno tri serije ulozaka.
Srednja vrijednost koncentracije BNP-a unutar uzorka kretala se od 84 do 3925 pg/mL, a nepreciznost unutar
uzorka (% CV) u rasponu od 3,4 do 9,4 %; prosjecna koncentracija, odnosno nepreciznost BNP-a bile su 1464 pg/mL,
odnosno 6,5 %.

Podaci o usporedbi metoda prikupljeni su prema smjernici EP9-A22¢ instituta CLSI. Uzorci venske krvi prikupljeni su u
epruvete za vakuumsko prikupljanje krvi s antikoagulansom EDTA i analizirani u duplikatu s pomocu sustava i-STAT.
Dio je uzorka centrifugiran, a separirana plazma analizirana je u duplikatu u sustavu i-STAT i putem usporedive
metode u roku od 1 sata od prikupljanja. Analiza Demingovom regresijom?’ izvréena je na prvoj replici svakog
uzorka. U tablici s usporedbom metoda n je broj uzoraka u prvom skupu podataka; Sxx i Syy odnose se na procjene
nepreciznosti na temelju duplikata u usporedivim metodama, odnosno metodi i-STAT. Sy.x je koeficijent varijacije
regresije; a r je koeficijent korelacije.* Usporedbe metoda mogu biti razli¢ite od lokacije do lokacije zbog razlika u
rukovanju uzorcima, kalibracije usporedivih metoda i drugih varijabli specifi¢nih za svaku pojedinu lokaciju.

Analiza BNP-a u sustavu i-STAT BNP namijenjena je kvantifikaciji BNP-a u uzorcima pune krvi ili plazme. Serija
uzoraka za usporedbu rezultata dobivenih u uzorcima pune krvi u odnosu na rezultate mjerenja u plazmi
pripremljena je uzimanjem krvi od 25 nazivno zdravih davatelja. Za svakog pojedinog davatelja, puna krv bez
dodavanja BNP-a (engl. unspiked) i plazma dobivena centrifugiranjem prvo su istodobno ispitane u duplikatu u
testnim uloscima za BNP u sustavu i-STAT. Uzorku pune krvi potom je dodan BNP (engl. spiking) te je, nakon kratkog
razdoblja uravnotezivanja, centrifugiranjem pripremljen uzorak plazme; uzorak pune krvi i plazmeni uzorak potom
su istodobno analizirani u duplikatu. Upotrijebljene su tri serije ulozaka za ispitivanje BNP-a u sustavu i-STAT, s time
da je za svakog davatelja upotrijebljena samo jedna serija. Podaci o korelaciji rezultata Demingove regresije za punu
krv nasuprot plazmi (os x) navedeni su u nastavku za sve uzorke ( [BNP] <5000 pg/mL) i odvojeno za uzorke [BNP]
<1000 pg/mL.

*Uobic¢ajeno upozorenje povezano s upotrebom regresijske analize ovdje se donosi u sazetom obliku kao podsjetnik. Za bilo koji analit, ,ako su podaci uskog
raspona, procjena parametara regresije relativno je neprecizna i moze biti pristrana. Stoga predvidanja koja se temelje na tako dobivenim procjenama mozda nece
biti valjana“?® Koeficijent korelacije r moze se upotrijebiti kao smjernica u procjeni prikladnosti raspona usporedive metode kako bi se taj problem nadisao. Raspon
podataka moze se opcenito smatrati odgovarajucim ako je r >0,975.
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Podaci o preciznosti (pg/mL)

Vodena kontrolna otopina  Srednja vrijednost % CV (unutar serije ispitivanja) % CV (ukupno)

Razina 1 126 9,0 111
Razina 2 1551 6,6 8,1
Razina 3 3337 8,0 9,8

Usporedba metoda

Abbott ARCHITECT

N 433
Srednja vrijednost (pg/mL) 482,1
Sxx (pg/mL) 38,1
Syy (pg/mL) 97,6
Nagib 0,971
Konstantni ¢lan -14,4
Sy.x 198,0
Xmin 5
Xmaks 4797,7
Korelacija, r 0,972

Ekvivalentnost pune krvi i plazme (os x)

Plazma([BNP]<5000pg/mL) Plazma([BNP]<1000pg/mL)

N 49 36
Srednja vrijednost (pg/mL) 776 146
Sxx (pg/mL) 122,0 18,5
Syy (pg/mL) 98,1 16,5
Nagib 0,946 1,01
Konstantni ¢lan 50,2 -0,2
Sy.x 107,3 28,3
Xmin 0 0
Xmaks 4173 922
Korelacija, r 0,997 0,996

Analiticka osjetljivost

Granica slijepe probe (naj¢e$¢e zvana analiti¢ka osjetljivost) procijenjena je na 14 pg/mL udvostru¢avanjem ukupne
nepreciznosti u plazmi osiromasenoj BNP-om (izmjereno kao <5 pg/mL BNP-a) tijekom 20-dnevnog ispitivanja
nepreciznosti uz upotrebu tri razli¢ite serije ulozaka za mjerenje BNP-a i $est analizatora i-STAT 1.

Analiticka specifi¢nost

Metoda mjerenja BNP-a specifi¢na je za natriuretski peptid tipa B. Ispitani su sljedec¢i misi¢ni proteini u
koncentracijama od 1000 pg/mL i 20000 pg/mL te je otkriveno da nemaju znacajne krizne reaktivnosti s BNP-om:
ANP, CNP i N-terminalni pro-BNP.
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Analiticki povrat

Linearnost razrjedivanja testa BNP u sustavu i-STAT ispitana je na uzorcima pune krvi i plazme s antikoagulansom
EDTA uzetim od tri razli¢ita davatelja. S uzorkom svakog davatelja pripremljen je izvorni negativni uzorak vrijednosti
BNP i uzorak kojem je dodan (engl. spiking) BNP. Tim su postupkom dobivena tri uzorka pune krvi pozitivna na
BNP koja su poslije analizirana u duplikatu uz upotrebu triju razliitih serija ulozaka za BNP sustava i-STAT. Ti su
uzorci pune krvi potom razrijedeni jednakom masom izvorne pune krvi bez dodatka i analizirane u duplikatu. Iz tih
podataka dobivenih iz pune krvi izracunan je analiti¢ki povrat za BNP.

el el Ko?;;;\';rf)cija Razrijede(r;)ag I/(:‘ri)centracija % apr:?‘:ir;itéé(og
A 590 312 106%
2765 1429 103%
C 5123 2803 109%

Plazma navedenih triju davatelja kombinirana je u jednakim kombinacijama parova i jednakim volumenima. Te su
kombinacije poslije analizirane u duplikatu uz upotrebu triju razlicitih serija uloZzaka za BNP sustava i-STAT. Analiticki
povrat vrijednosti BNP za svaki par izracunan je upotrebom prosjecne vrijednosti tih Sest dobivenih rezultata.

Uzorak krvne Koncentracija Razrijedena koncentracija % analitickog
plazme (pg/mL) (pg/mL) povrata

A 590 —_— —_—
2764 — —

C 5123 —_— —_—

A+B —_— 1570 94%

B+C —_— 3992 101%

A+C —_— 2734 96%

Uzorku plazme dodan je (engl. spiking) BNP do razine od priblizno 5000 pg/mL, a koncentracija je ustanovljena
mjerenjem u duplikatu uz pomo¢ ulozaka za BNP u sustavu i-STAT; rezultat je bio unutar 200 pg/mL od ciljane
vrijednosti. Uzorak je podvrgnut seriji razrjedivanja svjezom plazmom bez dodataka (engl. unspiked) kako bi
se dobio raspon koncentracija. Koncentracija svakog uzorka/razrjedenja izrac¢unana je na temelju izmjerene
koncentracije pocetne otopine i izvrSenih razrjedenja. Razrijedeni su uzorci potom analizirani u testnim ulo3cima
za BNP u sustavu i-STAT (N = 6-10). Postupak je ponovljen s uzorkom pune krvi. Podaci iz ovih pokusa u sazetom su
obliku prikazani u sljedecoj tablici.

BNP-10 Art: 716969-26A Rev. Date: 19-SEP-19



Izra¢unani [BNP] Izmjereni [BNP] % analitickog

Razrjedenje

(pg/mL) (pg/mL) povrata
Plazma 1 52 57 110%
Plazma 2 104 114 110%
Plazma 3 259 265 103%
Plazma 4 518 560 108%
Plazma 5 1036 1002 97%
Plazma 6 2072 2277 110%
Plazma 7 3107 3384 109%
Plazma 8 4143 4222 102%
Puna krv 1 44 41 93%
Puna krv 2 88 88 100 %
Puna krv 3 269 287 107%
Puna krv 4 537 554 103%
Puna krv 5 725 720 99%
Puna krv 6 1450 1367 94%
Puna krv 7 3042 2826 93%
Puna krv 8 4056 3856 95%

Ogranicenja testa

Na ucestalost potisnutih rezultata utjece atmosferski tlak. Stope potisnutih rezultata mogu se povecati kod visih
nadmorskih visina (smanjen barometarski tlak) i mogu postati stalne ako se ispitivanje provodi na nadmorskoj visini
vecoj od 7500 stopa (2286 metara). Kada nedostupnost rezultata nije prihvatljiva, Abbott Point of Care preporucuje
da imate dostupnu drugu metodu ispitivanja.

Uzorci pacijenata koji su bili izloZeni Zivotinjama ili terapijskim, odnosno dijagnostickim postupcima koji rabe
imunoglobuline ili reagense dobivene iz imunoglobulina mogu sadrzavati antitijela, npr. HAMA ili neka druga
heterofilna antitijela, koja mogu biti smetnja imunoanalizama i dati pogre3ne rezultate.’®3* Postoje izvje$¢a o tome
da izlaganje bakterijskim infekcijama moZe dovesti do generiranja antitijela koja mogu utjecati na rezultate.?
lako ovaj proizvod sadrzi reagense koji minimiziraju takve utjecaje i algoritme za kontrolu kvalitete namijenjene
otkrivanju takvih efekata, u slucajevima kad postoji nedosljednost u klinickim informacijama potrebno je pozorno
razmotriti moguénost postojanja smetnji koje uzrokuju pogresne rezultate.

Djelomi¢no zgrusani uzorci mogu dati povisene vrijednosti za BNP iznad referentnog raspona, ali i Sifre pogresaka
pri provjeri kvalitete. Kako do toga ne bi doslo, po uzimanju uzorka pune krvi u epruvetu za prikupljanje uzoraka
s antikoagulansom EDTA treba njezno preokrenuti najmanje 10 puta kako bi se osiguralo ujednaceno otapanje
antikoagulansa.

Vidljivo hemolizirani uzorci mogu dovesti do smanjene aktivnosti alkalne fosfataze, sto dovodi do nize razine
otkrivanja vrijednosti BNP, povisenog pozadinskog Suma i/ili generiranja Sifri pogresaka pri provjeri kvalitete.

Hematokriti u rasponu od 0 do 60 % PCV dokazano ne utjecu na rezultate. Uzorci s razinom hematokrita viSom od
navedenog raspona dokazano povecavaju nepreciznost testa i u vecoj mjeri generiraju Sifre pogresaka pri provjeri
kvalitete.

Tijekom ispitivanja analizator mora ostati na ravnoj povrsini sa zaslonom okrenutim prema gore. Pomicanje
analizatora tijekom ispitivanja moze povecati ucestalost suprimiranih rezultata ili generiranih Sifri pogresaka. Ravna

povrsina ukljucuje prikljucivanje ru¢nog uredaja u jedinicu za preuzimanje/punjenje.

Mjerenja vrijednosti BNP treba izvrsiti prije primjene rekombinantnog BNP-a nesiritid (Natrecor) ili 2 sata nakon
njegove primjene.®
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Ispitivanje interferencije

Utvrdeno je da sljedece tvari nemaju znacajan ucinak (nizi od 10 %) na metodu mjerenja vrijednosti BNP kad
se dodaju mijesanoj plazmi (engl. plasma pool) koja sadrzi priblizno 1000 pg/mL natriuretskog peptida tipa B u
navedenim koncentracijama:

Ispitivanja smetnji temeljena su na smjernici EP7-A% instituta CLSI.

Testna razina

(umol/L osim ako je drugacije navedeno)

acetaminofen (paracetamol) 1660
alopurinol 294
ampicilin 152
askorbinska kiselina 227
acetilsalicilna kiselina 3330
atenolol 37,6
kofein 308
kaptopril 23
kloramfenikol 155
diklofenak 169
digoksin 6,15
dopamin 5,87
enalaprilat 0,86
eritromicin 81,6
furosemid 181
heparin natrij 90 U/mL
ibuprofen 2425
izosorbid dinitrat 636
metildopa 71
nikotin 6,2
nifedipin 1156
fenitoin 198
propranolol 7,71
salicilna kiselina 4340
teofilin 222
verapamil 4.4
varfarin 64,9
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