SRDECNI TROPONIN I / (cTnl)

Zamyslené pouziti

Test i-STAT® srdec¢ni troponin | (cTnl) je in vitro diagnosticky test pro kvantitativni méfeni srde¢niho
troponinu | (cTnl) v pIné krvi nebo plazmé. Méfeni srde¢niho troponinu | se pouzivaji pfi diagnostice a lé¢bé
infarktu myokardu (M) a jako pomucka pfi stratifikaci rizik u pacienttd s akutnimi koronarnimi syndromy
s ohledem na jejich relativni riziko umrtnosti.

Vysvétleni metody

Testovaci kazeta i-STAT cTnl vyuziva metodu imunosorpéni analyzy propojenou s enzymy na dvou mistech,
tzv. ELISA. Protilatky specifické pro lidsky srdecni troponin | (cTnl) jsou umistény na elektrochemickém
snimaci, ktery se nachazi na silikonovém Cipu. V jiném misté silikonového Cipu je také usazen enzym
konjugatu fosfatazy protilatky/alkalinu specifické pro samostatnou ¢ast molekuly cTnl. Vzorek plné krve
nebo plazmy je uveden do kontaktu se snimaci, coz umozfiuje rozpusténi konjugatu enzymu ve vzorku.
cTnl ve vzorku bude oznacen alkalickou fosfatazou a je zachycen na povrchu elektrochemického snimace
béhem pfiblizné sedmiminutového obdobi inkubace. Vzorek i nadmérny konjugat enzymu jsou ze snimac
smyty. Tekutina pro smyvani obsahuje substrat pro enzym alkalické fosfatazy. Tento enzym vazany na
slozeni protilatky/antigenu/protilatky Stépi substrat, ¢imz se uvolfuje elektrochemicky zjistitelny produkt.
Elektrochemicky (amperometricky) snima& méfi tento enzymaticky produkt, ktery je umérny koncentraci cTnl
ve vzorku.

Obsah

Kazda kazeta i-STAT c¢Tnl ma pfivod pro vzorek, snimace ke zjiStovani cTnl podle vy$e uvedeného popisu
a vesSkeré nezbytné reagencie potfebné k provedeni testu. Kazeta obsahuje pufr a konzervacni prostredky.
Seznam reaktivnich slozek je uveden dale:

Reaktivni slozka Biologicky zdroj Minimalni mnozstvi

};clr ;T:giéﬁ;ogjgtyu/ Kozi IgG : Hovézi stfevo 0,003 pg
IgG Kozi lg G : Krysi IgG 8 ug: 8 ug
Aminofenyl fosfat sodiku Neni relevantni 0,9 mg
Heparin Praseci stfevo 0,451U
IgM Krysi IgM 0,3 ug
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Metrologicka sledovatelnost

Test systému i-STAT na srdecni troponin-l (cTnl) méFi koncentraci srde€niho troponinu-I v plazmé nebo
plazmové frakci plné krve (v ng mL™") pro in vitro diagnostické pouziti. Hodnoty srde¢niho troponinu-I
pfidélené kontrolam a materialim pro ovéfovani kalibrace systému i-STAT lze sledovat v ramci
pracovniho kalibratoru i-STAT pfipraveného z lidského srde¢niho troponin-ITC komplexu (Hy-Test Ltd.,
Turku, Finsko, katalogové €. 8T62). Kontroly a materidly pro ovéfovani kalibrace systému i-STAT jsou
validovany pouze pro pouzivani se systémem i-STAT a pfifazené hodnoty nemusi byt dosazitelné
s ostatnimi metodami. DalSi informace tykajici se metrologické sledovatelnosti vam poskytne spole¢nost
Abbott Point of Care Inc.

Vykazovatelny rozsah

Test i-STAT cTnl vykazuje 0,00 az 50,00 ng/mL (ug/L). Vzorky nad vykazovatelny rozsah budou mit na
obrazovce analyzatoru hodnotu > 50,00 ng/mL. Vykonnostni charakteristiky méfeni i-STAT cTnl nebyly
stanoveny pro hodnoty cTnl nad 35,00 ng/mL (ug/L).

Referenéni rozsah

Vzorky pIné krve a plazmy od 162 zjevné zdravych darcl byly chemicky analyzovany duplicitné pomoci tfi
riznych Sarzi kazet i-STAT cTnl. Rozsah vysledkl 0 az 97,5 % pokryval 0,00 ng/mL (pg/L) az 0,03 ng/mL
(ug/L). Rozsah vysledkl 0 az 99 % pokryval 0,00 ng/mL (ug/L) az 0,08 ng/mL (ug/L).

Poznamka: Kazdé zafizeni by mélo stanovit vlastni referenéni rozsah pomoci analyzy i-STAT cTnl.

Klinicka vyznamnost

Biochemické srde¢ni markery véetné cTnl jsou uzite¢né pro diagnostiku infarktu myokardu i stratifikaci rizik.
To mlze pomoci s volbou terapeutickych moznosti.

Pro optimalni diagnostickou uzite€nost by mél byt pro srdecni tkan specificky srde¢ni marker, mél by byt
rychle uvolnén do krevniho toku s pfimym pomérnym vztahem mezi rozsahem myokardického poranéni
a mérené hladiny markeru a mél by byt v krvi pfitomen dostatec¢né dlouho, aby poskytoval pfehledné okno
diagnostického ¢asu." Troponiny specifické pro srdecni oblast, troponin | (cTnl) a troponin T (cTnT) jsou
povazovany za biochemické markery prvni volby pfi hodnoceni akutnich koronarnich syndrom( (ACS)
v€etné ST-zvySeni infarktu myokardu ST-nevedouci ke zvySeni infarktu myokardu a nestabilni anginy
pectoris.2?® ZvySené hladiny troponin specifickych pro srdeéni oblast nesou prognostické informace nad
ramec téchto zjisténi, které byly patrné z klinickych pfiznakd a symptom( pacientl, ECG pfi prezentaci
a pfedbézném testu cviceni pfed propusténim.” Antman et al. uvadi, Ze u pacientd se zvySenymi hladinami
cTnl dochazelo ke statisticky vyznamnému narlGstu mortality (p < 0,001).* Ostatni studie ukazovaly zvy$eni
dalSich nefatalnich srdec¢nich pfihod jako nefatalni MI, kongestivni selhani srdce a urgentni revaskularizace
se zvy$enymi hladinami cTnl.567

Moznost méfeni cTnl pfi nizkych koncentracich nabizi moznost zvazit terapeuticky zasah pfi jakémkoli
zvySeni nad normalni rozsah. Pacienti, ktefi méli v EKG nulové zvySeni ST, ale méli i mirné zvySeni cTnl
nebo cTnT, mohou mit z l1éCby ur€itymi Iéky, jako napfiklad inhibitory GP lIb/llla nebo heparinem s nizkou
molekularni hmotnosti vét$i prospéch.891°

Globalni operac¢ni skupina se spole¢nym vedenim Evropské kardiologické spole¢nosti (ESC), Americké
fakulty kardiologické nadace (ACCF), Americké srdeCni asociace (AHA) a svétové srdecni federace
(WHF) upfesnily minula kritéria infarktu myokardu s univerzalni definici infarktu myokardu, ktera podporuje
pouzivani cTnl jako upfednostiiovaného biomarkeru pro myokardické poranéni. Univerzalni definice Ml
podle této operacni skupiny je stanovena jako typicky narlist a postupny pokles srde¢nich biomarkerd
(pfednostné troponinu) s nejméné jednou hodnotou nad 99. percentilem horniho referenéniho limitu (URL)
spole€né s prokazanou myokardickou ischemii s nejméné jednim z nasledujicich symptomu: ischemické
symptomy, patologické Q kfivky na elektrokardiogramu (EKG), ischemické zmény EKG nebo rentgenovy
dikaz o novych ztratach Zivotaschopného myokardu nebo nové regionalni abnormalité pohybu stén.?
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ZvySena hodnota troponinu sama o sobé neni dostacujici k diagnostice infarktu myokardu. Misto toho
by méla byt pouzita klinicka prezentace pacienta (anamnéza, fyzické vySetfeni) a EKG v souvislosti s
troponinem pfi diagnostickém posuzovani podezieni na infarkt myokardu.® Doporucuje se vyuZit sériovy
vzorkovaci protokol pro usnadnéni identifikace do¢asnych zmén vlastnosti hladin troponinu u MI|.23"

ProtoZe cTnl neni jednoznacné detekovan komerénimi chemickymi analyzami vzorkd od zdravych osob,
je velmi pravdépodobné, Zze méfeni nad horni limit referenéniho rozsahu budou spojovana s ischemii Ci
nekrézou;'? tato pravdépodobnost roste s naméfenou koncentraci troponinu. Dle definice vS§ak vysledky
nad referencni rozsah budou patrné u normalni populace u béznych jednotlivcl pfi absentujici myokardické
nekroze, tj. vysledek nad 99. percentilem nepotvrzuji pfitomnost troponinu s absolutni jistotou. Kazda
instituce by méla urcit vlastni referenéni rozsah a urovné rozhodnuti podle konkrétni pacientské populace
a klinické praxe.

Akutni poranéni myokardu je dokazano doCasnymi zmé&nami hladin troponinu, pfiéemz konzistentni
zvySovani troponinu muze indikovat jiné chronické stavy srdce ¢i stavy, které se srdcem nesouvisi. Existuje
spousta klinickych podminek, které mohou vést ke zvySené hladiné troponinu bez ischemického koronarniho
arterialnino onemocnéni. Mezi tyto stavy patfi pfimé poranéni, myokarditida, méstnavé srde¢ni selhani,
hypertrofie levé dutiny atd.’®'* Na tyto klinické stavy by mél byt bran zfetel pfi interpretaci vysledkl. Pouziti
sériového vzorkovani s konzistentni metodologii troponinu muize identifikovat do€asné zmény troponinu
a poskytnout dalsi informace, které mohou napomahat pfi klinické diagnostice pacientd s vysledky na
nizké hladiné. V pfipadé nekonzistentnich klinickych informaci, nebo kde nejsou diagnosticka kritéria pIné
uspokojena, by méla byt rozpoznana moznost zkresleni vysledkl — viz ¢ast Omezeni testu.

Vykonnostni charakteristiky

Pfesna data byla shromazdéna na nékolika mistech takto: Duplicitni hodnoty kazdé kontroly byly denné
testovany po dobu 20 dni. Vysledkem bylo 40 replikatd. Primérna statistika je uvedena dale.

Data porovnani metod byla shromazdéna podle smérnice CLSI EP9-A2."5 Vendzni vzorky krve byly
odebrany do heparinizovanych evakuovanych zkumavek a analyzovany duplicitné na systému i-STAT.
Cast vzorku byla odstfed&na a oddélena plazma byla analyzovana v ramci komparativni metody do 1 hour
(hodiny) od odbéru.

Na prvnim replikatu kazdého vzorku byla provedena analyza Demingovou regresi16. V tabulce porovnani
metod oznacuje pismeno n pocet vzorkd v datové sadé, Sxx a Syy jsou odhady nepfesnosti na zakladé
duplikatd komparativni metody a metody i-STAT, v uvedeném pofadi. Sy.x je smérodatna chyba odhadu a r
je korelaéni koeficient.”

Porovnani metod jsou mezi jednotlivymi stfedisky rlizna, a to kvuli rozdilim v manipulaci se vzorkem,
kalibraci komparativni metody a jinym odchylkam specifickym pro dané stfedisko.

Studie interference vychazely ze smérnice CLSI EP7.""

*Obvyklé varovani v souvislosti s pouzitim regresni analyzy je zde shrnuto pro pfipomenuti. Pro analyt plati, ,Zze pokud jsou data v Gzkém rozsahu, je
odhad parametr regrese relativné nepfesny a muze byt zkresleny. Predikce na zakladé odhadl tak mohou byt neplatné®.'® Korelaéni koeficient r maze
byt pouzit jako voditko k posouzeni adekvatnosti rozsahu komparativnich metod pfi pfekonavani problému. Rozsah dat Ize povaZovat za adekvatni,
pokud r > 0,975.

Presna data (ng/mL)

Kontrola Pramér Sg‘ggﬁgﬁ(t:é % CV
Hladina 1 0,53 0,04 7,8
Hladina 2 2,17 0,18 8,5
Hladina 3 31,82 2,42 7,6
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Porovnani metody (ng/mL)

Analyticka a funkcéni citlivost

Dade Behring

Stratus® CS
n 189
Sxx 0,28
Syy 0,31
Sklon 0,883
Int't 0,029
Sy.x 1,40
Xmin 0,00
Xmax 46,27
r 0,975

citlivost je definovana jako koncentrace pfi dvou smérodatnych odchylkach ze vzorku na 0,00 ng/mL.

Dalsi vlastnosti analytického méfeni je funkeni citlivost, ktera je definovana jako hladina cTnl, pfi které metoda
testovani zobrazuje konkrétni procentualni koeficient odchylky (% CV). Odhady 20% a 10% funkéni citlivosti
metody cTnl byly uréeny z méfeni plné krve. 20% a 10% funkéni citlivost metody cTnl jsou 0,07 ng/mL
a 0,10 ng/mL v uvedeném poradi (viz nasledujici graf)

cTnl -4

i-STAT Method Imprecision vs cTnl Level

0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4

[cTnI] ng/mL
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Analyticka specificnost
Metoda cTnl je specificka pro srdec¢ni troponin I. Byly testovany nasledujici svalové proteiny a ukazalo se, ze
maji na nameéreny cTnl bezvyznamny vliv.

KFizovy reaktant Koncentrace KFizova reaktivita v
procentech
Troponin C (srdec¢ni) 1 000 ng/mL < 0,002 %
Troponin T (srdecni) 1 000 ng/mL 0,65%
Troponin | (kosterni) 1 000 ng/mL < 0,002 %
Troponin T (kosterni) 1 000 ng/mL < 0,002 %

Obnoveni

Linearita zfedéni testu i-STAT cTnl byla zkoumana pomoci vzork(l heparinizované piné krve a plazmy od
3 nezavislych darcu. U kazdého darce byly pfipraveny plvodni negativni vzorek cTnl a odstfedény vzorek
cTnl. PFi tomto procesu byly ziskany tfi pozitivni vzorky cTnl plné krve, které byly nasledné duplicitné
posouzeny v jednotlivych tfech samostatnych SarZich kazet i-STAT c¢Tnl. Tyto vzorky plné krve byly
nasledné zfedény pomoci rovhomérného mnozstvi puvodni neodstfedéné piné krve a spole¢né posuzovany.
Z téchto udaju pIné krve bylo vypoéteno obnoveni cTnl.

Plazma odvozena z téchto tfi darcl byla zkombinovana do rovnomérnych mas ve vSech moznych kombinacich
dvojic. Tyto kombinace pak byly spole€¢né posuzovany pro kazdou ze tfi samostatnych Sarzi kazet i-STAT cTnl.
Obnoveni cTnl pro kazdou dvoijici bylo vypocteno zpramérovanim 6 vysledkd. % obnoveni uvadi nasledujici
tabulka.

PIna krev
Vzorek Koncentrace Zredéna koncentrace % obnoveni
A 2,05 1,04 101 %
B 6,31 3,14 100 %
C 27,04 14,05 104 %
Plazma
Vzorek Koncentrace Ziedéna koncentrace % obnoveni
A 241 e e
B 750 e e
C 293% e e
AtB 4,69 95 %
B+C - 18,90 103 %
A+C 16,89 106 %

Omezeni testu

Cetnost potlagenych vysledkl je ovlivnéna atmosférickym tlakem. Mira potladeni vysledki se mlze
zvySovat podle nadmorské vysky (nizSi atmosféricky tlak) a muze byt trvala pfi testovani ve vice nez 7500
stopach (2286 metr(l) nad mofem. Tam, kde je nedostupnost vysledkl nepfijatelna, doporucuje i-STAT
alternativni testovaci metodu.
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Vzorky od pacientd, ktefi byli v kontaktu se zvifaty nebo ktefi postoupili Ié¢ebné nebo diagnostické procedury
vyuzivajici imunoglobuliny nebo reagencie z nich odvozené, mohou obsahovat protilatky, napf. HAMA nebo
jiné heterofilni protilatky, které mohou narusovat imunologické testy a vést k chybnym vysledkiim.'®2* Bylo
vykdzano generovani potencialné interferujicich protilatek v reakci na bakterialni infekce.'® | kdyz tento
produkt obsahuje reagencie, které minimalizuji vliv téchto interferujicich latek a algoritmy kontroly kvality
uréené ke zjisténi jejich dopadu, moznost interference zplsobujici chybné vysledky by méla byt peclivé
posouzena v pripadech, kdy jsou klinické informace nekonzistentni. Vysledky hodnoceni i-STAT cTnl by
mély byt zvazovany v kontextu celé dostupné klinické informace. Rozhodnuti o 1é€bé by neméla vychazet
z jediného méfeni i-STAT.™

Srdec¢ni troponin se nemusi objevit v obéhu po 4-6 hours (hodin) od vypuknuti symptomd MI. V disledku
toho je jeden negativni vysledek nedostacujici k vylou¢eni MI. PouZiti sériového vzorkovaciho protokolu je
doporu¢ovanou praxi.

Vysledky rdznych analyz troponinu nejsou obecné srovnatelné: cTnl a cTnT jsou rGzné molekuly a vysledky
nelze zaménovat ani porovnavat. Kromé toho muize byt pozorovano znac¢né kolisani absolutnich hodnot
troponinu u daného pacientského vzorku s vyuzitim rliznych analytickych metod.

Castecné srazené vzorky mohou mit za nasledek zvysené vysledky cTnl nad referenéni rozsah i chyby
v kodu kontroly kvality. Aby k tomu nedoslo, pfi odebirani vzorku plné krve do heparinizované zkumavky
by mél byt vzorek jemné nejméné 10krat promichan, aby se zajistilo rovhomérné rozmichani heparinového
antikoagulantu.

Hrub& hemolyzované vzorky mohou zpUsobit snizenou aktivitu alkalinové fosfatazy, coz vede ke snizené
detekci cTnl, vy§Simu prostfedi chemické analyzy a kédu kontroly kvality.

Hematokrity v rozmezi 0-65 % PCV na vysledky nemaji prokazatelné zadny vliv. Vzorky s hladinami
hematokritu nad tento rozsah prokazovaly narlst v nepfesnosti testu a kddech kontroly kvality.

Analyzator musi byt b&éhem testovani umistén na rovném povrchu s displejem smérem nahoru. Pohyb
analyzatoru v pribéhu testovani maze zpUsobit zvySeni Cetnosti potlacenych vysledkd nebo kédd kontroly
kvality. Rovny povrch je rovnéz vyzadovan k provozu ruéniho zafizeni v nabijecce / nastroji ke stazeni.
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Interferenéni testovani
Ukazalo se, ze nasledujici latky nemély zadny vyznamny vliv (méné nez 10 %) na metodu cTnl pfi pfidani do
plazmového fondu obsahujiciho cca 2 ng/mL srde¢niho troponinu | v uvedenych koncentracich:

Slozka (mmol/L, L?)S;S;iliyhavdéggno JILELS)
Acetaminophen 1660
Allopurinol 294
Kyselina askorbova 227
Kyselina acetylsalicylova 3 330
Atenolol 37,6
Kofein 308
Kaptopril 23
Chloramphenikol 155
Diclofenac 169
Digoxin 6,15
Dopamin 5,87
Enalaprilat 0,86
Erythromycin 81,6
Furosemid 181
Heparin sodiku* 36 U/mL
Ibuprofen 2425
Dinitrat isosorbidu 636
Methyldopa 71
Nikotin 6,2
Nifedipin 1,156
Phenytoin 198
Propranolol 7,71
Kyselina salicylova 4 340
Theophyllin 222
Verapamil 4.4
Warfarin 64,9

*Heparin v koncentraci 90 U/mL snizoval hladinu cTnl o pfiblizné 20 %.
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