KARDIALNY TROPONIN 1/
(cTnl)

Uéel pouzitia

Test i-STAT® cardiac troponin | (cTnl) je diagnosticky test in vitro na kvantitativne meranie kardialneho
troponinu | (cTnl) v plnej krvi alebo plazme. Merania kardialneho troponinu | sa pouzivaju pri diagnéze
a lie¢be infarktu myokardu (MI) a ako pomdcka pri stratifikacii rizika pacientov s akutnymi koronarnymi
syndromami vzhfadom na ich relativne riziko umrtnosti.

Popis metody

Testovacia kazeta i-STAT cTnl vyuziva metédu dvojitej enzymovej imunosorbentnej analyzy (ELISA).
Protilatky Specifické pre ludsky kardialny troponin | (cTnl) sa nachadzaju na elektrochemickom snimagi
vyhotovenom na kremikovom Cipe. Na inom mieste na kremikovom Cipe snimaca je tieZz uloZzeny konjugat
protilatky/enzymu alkalickej fosfatazy Specificky pre separatnu €ast molekuly cTnl. Vzorka plnej krvi
alebo plazmy sa dostane do kontaktu so snimacmi, o umozni rozpustenie konjugatu enzymu do vzorky.
cTnl vo vzorke sa oznaci alkalickou fosfatazou a zachytava sa na povrch elektrochemického snimaca
pocCas inkubaéného obdobia priblizne siedmich minut. Vzorka, ako aj zvySny konjugat enzymu, sa zmyje
zo snimacov. V oplachovej tekutine je substrat pre enzym alkalickej fosfatazy. Enzym naviazany na
sendvi¢ protilatka/antigén/protilatka Stiepi substrat, priCom sa uvolfiuje elektrochemicky rozpoznatelny
produkt. Elektrochemicky (ampérometricky) snima¢ meria tento enzymovy produkt, ktory je priamo umerny
koncentracii cTnl vo vzorke.

Obsah

Kazda kazeta i-STAT cTnl ma otvor na vzorku, snimace na zistovanie cTnl podfa vysSie uvedeného popisu
a vSetky potrebné reagencie na vykonanie testu. Kazeta obsahuje timivy roztok a konzervaéné latky. NizSie
je uvedeny zoznam reaktivnych zloziek:

Reaktivna zlozka Biologicky zdroj Minimalne mnozstvo

Konjugat protilé,tky/alkalickej Kozi IgG : Hovadzie Creva 0,003 ug
fosfatazy
IgG Kozi IgG : Mysi IgG 8 ug: 8 ug
Aminofenyl fosfat sodny Nevztahuje sa 0,9 mg
Heparin Brav¢ové Creva 0,451U
IgM Mysi IgM 0,3 ug
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Metrologicka nadvaznost’

Test systému i-STAT pre kardialny troponin-I (cTnl) meria latkovi koncentraciu kardialneho troponinu-I
v plazme alebo plazmovej frakcii plnej krvi (miera ng mL™") na diagnostické pouzitie in vitro. Hodnoty
srdcového troponinu-l priradené kontrolam systému i-STAT a kalibraénym overovacim materialom
nadvazuju na pracovny kalibrator i-STAT pripraveny z komplexu ludského srdcového troponinu ITC
(Hy-Test Ltd., Turku, Finsko, katalégové ¢. 8T62). Kontroly systému i-STAT a kalibrané overovacie
materialy su schvalené na pouzitie iba so systémom i-STAT a priradené hodnoty nemusia byt
zamenitelné s inymi metdédami. Dal$ie informacie o metrologickej nadvéznosti mézete ziskat od
spolo¢nosti Abbott Point of Care Inc.

Vykazovany rozsah

Test i-STAT cTnl bude vykazovat 0,00 az 50,00 ng/mL (ug/L). V pripade vzoriek nad vykazovanym
rozsahom sa na displeji analyzatora bude zobrazovat ,>50.00 ng/mL“. Vykonové charakteristiky merania
i-STAT cTnl vSak neboli stanovené pre hodnoty cTnl nad 35,00 ng/mL (ug/L).

Referenény rozsah

Duplicitne sa analyzovali vzorky plnej krvi a plazmy od 162 zdanlivo zdravych darcov pomocou troch
roznych Sarzi kaziet i-STAT cTnl. Rozsah vysledkov 0 az 97,5 % bol 0,00 ng/mL (ug/L) az 0,03 ng/mL
(ug/L). Rozsah vysledkov 0 az 99 % bol 0,00 ng/mL (ug/L) az 0,08 ng (ug/L).

Poznamka: Kazdé zariadenie by si malo stanovit svoj vlastny referenény rozsah pomocou analyzy i-STAT
cTnl.

Klinicky vyznam
Biochemické kardialne markery, vratane cTnl, su uzitoéné na diagnostikovanie infarktu myokardu aj na
rizikovu stratifikaciu, ktora méze pomoct pri vybere terapeutickych moznosti.

Aby sa dosiahla optimalna diagnosticka uzito¢nost, kardialny marker by mal byt Specificky pre srdcové
tkanivo, mal by sa rychlo uvolfiovat do krvného obehu s priamo umernym vztahom medzi rozsahom
poranenia myokardu a nameranou uroviiou markera a mal by zostavat v krvi dostato¢ne dlho, aby
umoznoval pohodiny ¢asovy ramec na diagnostiku." Troponiny $pecifické pre srdce, troponin | (cTnl) a
troponin T (cTnT) sa povazuju za biochemické markery preferované pri hodnoteni akutnych koronarnych
syndromov (ACS) vratane infarktu myokardu s elevaciou segmentov ST, infarktu myokardu bez elevacie
segmentov ST a nestabilnej anginy pectoris.?® ZvySené hladiny troponinov Specifickych pre srdce
prezradzaju prognostické informacie nad ramec informacii z klinickych priznakov a symptémov pacientov,
EKG pri prezentacii a zatazovom teste pred prepustenim.” Antman a kol. uviedli, Ze pacienti so zvySenymi
hladinami cTnl mali $tatisticky vyznamny narast imrtnosti (p< 0,001).* Iné $tudie preukazali narasty v inych
nefatalnych srdcovych prihodach ako nefatalny infarkt myokardu, kongestivne zlyhanie srdca a urgentna
revaskularizacia s narastajucimi hladinami cTnl.587

Moznost merania cTnl pri nizkych koncentraciach umoznuje zvazovat terapeuticky zakrok pri akomkolvek
navyseni nad beznym rozsahom. Na pacientov, ktori nemaju ziadnu elevaciu na segmentoch ST na svojom
EKG, ale maju €o i len miernu elevaciu cTnl alebo cTnT, mdze lepSie zapdsobit lieCba urcitymi liekmi,
napriklad inhibitormi GP llIb/llla alebo heparinom s nizkou molekulovou hmotnostou .81

Pracovna skupina Global Task Force, ktora vedu organizacie European Society of Cardiology (ESC),
American College of Cardiology Foundation (ACCF), American Heart Association (AHA) a World Heart
Federation (WHF) rozsirila byvalé kritéria infarktu myokardu o univerzalnu definiciu, ktora podporuje
vyuzivanie cTnl ako preferovaného biomarkera pre poranenie myokardu. Univerzalna definicia infarktu
myokardu podla tejto pracovnej skupiny je definovana ako typické zvySenie a postupny pokles kardialnych
biomarkerov (prednostne troponinu) s minimalne jednou hodnotou nad 99. percentilom horného
referenc¢ného limitu (URL) spolu s priznakom ischémie myokardu najmenej s jednym z nasledovnych:
ischemické symptomy, patologické Q viny na elektrokardiograme (EKG), ischemické zmeny EKG alebo
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obrazovy dbkaz novej straty funkéného myokardu, alebo nova regionalna porucha kinetiky.? Samotna
zvySena hodnota troponinu nie je dostatoéna na diagnostikovanie infarktu myokardu. Naopak, klinicky
obraz pacienta (anamnéza, fyzické vySetrenie) a EKG sa musia pri diagnostickom hodnoteni podozrenia na
infarkt myokardu pouzivat v spojeni s troponinom.® Na ulahc¢enie identifikacie do¢asnych zmien v hladinach
troponinu charakteristickych pre infarkt myokardu sa odporuca protokol sériového odberu vzoriek.23

KedZe cTnl sa neda jednoznacne zistit pomocou komerénych analyz vo vzorkach od zdravych osob, pri
meraniach nad hornou hranicou referenéného rozsahu je vyrazna pravdepodobnost suvislosti s ischémiou
alebo nekrozou;'? tato pravdepodobnost sa s nameranou koncentraciou troponinu zvySuje. Napriek tomu
sa uz zo svojej povahy budu v beznej populacii u zdravych jedincov vyskytovat vysledky nad referenénym
rozsahom pri absencii infarktu myokardu, takze vysledok nad 99. percentilom nepotvrdzuje pritomnost
troponinu s absolutnou istotou. Kazda institicia by mala stanovit referencny rozsah a Urovne rozhodovania
zodpovedajuce jej Specifickej populacii pacientov a klinickej praxi.

Akutne poranenie myokardu sa prejavuje doCasnymi zmenami hladin troponinu, kym trvalé zvySenie
troponinu mdze naznacCovat iné chronické kardialne alebo nekardialne stavy. Existuji mnohé klinické
stavy, ktoré mézu viest k zvySenej urovni troponinu bez ischemickej choroby koronarnej tepny. Medzi
tieto stavy patri tupa trauma, myokarditida, kongestivne zlyhanie srdca, hypertrofia lavej komory atd.'®'*
Tieto klinické stavy by sa mali zohladfiovat pri interpretacii vysledkov. Pouzitie sériového odberu vzoriek
s konzistentnou troponinovou metodolégiou méze identifikovat doasné zmeny troponinu, ako aj poskytnut
dalSie informacie, ktoré mo6zu pomdoct pri klinickej diagnostike u pacientov s nizkymi vysledkami. V pripade
rozporov v klinickych informaciach alebo ak diagnostické kritéria nie su uplne splnené, treba rozoznat
moznost skreslenia vysledkov — pozri ¢ast Obmedzenia testu.

Charakteristiky vykonu

Udaje o presnosti sa zozbierali na viacerych pracoviskach nasledovne: Denne sa testovali duplikaty z kazdej
kontroly poc¢as 20 dni, ¢o viedlo k celkovo 40 replikam. Priemerna Statistika je uvedena nizSie.

Udaje na porovnanie metdd sa zozbierali pomocou pokynov CLSI EP9-A2.'5 Zilové krvné vzorky sa odobrali
do heparinizovanych vakuovych skimaviek a analyzovali duplicitne na systéme i-STAT. Cast vzorky sa
odstredovala a oddelena plazma sa analyzovala duplicitne na porovnavacej metéde do 1 hodiny od odberu.

Na prvej replike kazdej vzorky sa vykonala Demingova regresna analyza'®. V porovnavacej tabulke metod
je n pocet vzoriek v prvom datovom subore, Sxx a Syy oznacuju odhady nepresnosti na zaklade duplikatov
komparativnych metdd, respektive metdd i-STAT. Sy.x je Standardna chyba odhadu a r je korelacny
koeficient.*

Porovnavania metdéd sa budu lisit na jednotlivych pracoviskach z dévodu rozdielov pri manipulacii so
vzorkou, kalibracie komparativnych metéd a inych premennych typickych pre jednotlivé pracoviska.

Studie interferencie boli na zéklade pokynov CLSI EP7."7

*Zvyc¢ajné varovanie tykajuce sa pouzivania regresnej analyzy je tu uvedené ako pripomienka. V pripade akéhokolvek analytu, ,ak udaje predstavuju
uzky rozsah, odhad regresnych parametrov je relativne nepresny a moéze byt skresleny. Predikcie z odhadov preto mézu byt neplatné“.’® Korela¢ny
koeficient, r, sa moze pouzit ako pomdcka na posudenie primeranosti rozsahu komparativnej metddy pri predchadzani tomuto problému. Ako pomdcku
je mozné povazovat rozsah udajov za primerany, ak r > 0,975.

Udaje o presnosti (ng/mL)

Kontrola Priemer SD %CV
Uroven 1 0,53 0,04 7.8
Uroven 2 2,17 0,18 8,5
Uroven 3 31,82 2,42 7,6
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Porovnanie metod (ng/mL)

Analyticka a funkéna 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

Analyticka citlivost je definovana ako koncentracia v dvoch Standardnych odchylkach od vzorky s 0,00 ng/mL.

Dal$ou charakteristikou analytického merania je funkéné citlivost, ktora je definovana ako urovef cTnl, pri
ktorej metdda testu vykazuje urcity percentudlny koeficient rozdielu (%CV). Odhady funkénej citlivosti 20 %
a 10 % pre metédu cTnl sa ur€ili z merani plnej krvi. Funkéné citlivosti 20 % a 10 % pre metédu cTnl su
0,07 ng/mL, respektive 0,10 ng/mL (pozri graf niz3ie).

cTnl -4

i-STAT Method Imprecision vs cTnl Level
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Analyticka Specifickost’
Metoda cTnl je Specificka pre kardialny troponin I. Nasledovné svalové proteiny sa testovali a zistilo sa, ze
maju zanedbatelny vplyv na namerany cTnl.

Krizovy reaktant

Koncentracia

Percentualna krizova

reaktivita
Troponin C (srdcovy) 1 000 ng/mL <0,002 %
Troponin T (srdcovy) 1 000 ng/mL 0,65 %
Troponin | (kostrovy) 1 000 ng/mL <0,002 %
Troponin T (kostrovy) 1 000 ng/mL <0,002 %

Obnova

Linearita riedenia testu i-STAT cTnl sa preskimala pomocou vzoriek heparinizovanej pinej krvi a plazmy
ziskanych od 3 samostatnych darcov. Pre kazdého darcu sa pripravila povodna negativna vzorka cTnl
a obohatena vzorka c¢Tnl. Pri tomto procese sa ziskali tri pozitivne vzorky plnej krvi cTnl, ktoré sa potom
duplicitne analyzovali pre kazdu z troch osobitnych Sarzi kaziet i-STAT cTnl. Tieto vzorky pInej krvi sa potom
zriedili pomocou rovnakej hmotnosti pévodnej neobohatenej plnej krvi a analyzovali duplicitne. Z tychto
udajov plnej krvi sa vypocitala obnova cTnl.

Plazma odvodena od tychto troch darcov sa skombinovala v rovnakych hmotnostiach a vSetkych parovych
kombinaciach. Tieto kombinacie sa potom duplicitne analyzovali pre kazdu z troch osobitnych Sarzi kaziet
i-STAT cTnl. Obnova cTnl pre kazdy par sa vypocCitala pomocou priemeru 6 vysledkov. Obnovy v % su
uvedené v tabulkach nizSie.

PIna krv
Vzorka Koncentracia Zriedena koncentracia Obnova v %
A 2,05 1,04 101 %
B 6,31 3,14 100 %
C 27,04 14,05 104 %
Plazma
Vzorka Koncentracia Zriedena koncentracia Obnova v %
A 241 e e
B 750 e e
C 293% e e
A+B 4,69 95 %
B+C - 18,90 103 %
A+C e 16,89 106 %

Obmedzenia testu

Na frekvenciu potlaCenych vysledkov ma vplyv atmosféricky tlak. Miery potlacenych vysledkov sa mézu
zvySit pri vy$Sich nadmorskych vySkach (niz8i barometricky tlak) a mézu byt trvalé, ak sa testovanie
vykonava vo vySke viac ako 2 286 m (7 500 stép) nad morom. V pripade, ze nedostupnost vysledkov je
neprijatelna, spolo¢nost i-STAT odporu¢a mat k dispozicii alternativhu metddu testu.
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Vzorky od pacientov, ktori priSli do styku so zvieratami alebo ktori absolvovali terapeutické alebo
diagnostické postupy s vyuzitim imunoglobulinov alebo reagencii odvodenych od imunoglobulinov, mézu
obsahovat protilatky, napr. HAMA alebo iné heterofilné protilatky, ktoré mézu interferovat s imunologickymi
testami a viest k chybnym vysledkom.'®2* VVyskytlo sa vytvaranie potencialne interferujicich protilatok
v reakcii na bakterialne infekcie.'® Hoci tento produkt obsahuje reagencie, ktoré minimalizuju Géinok tychto
interferentov a algoritmy na kontrolu kvality navrhnuté na zistenie ich ucinkov, moznost' interferencie
spOsobujucej chybné vysledky sa musi starostlivo posudit v pripadoch s rozpormi v klinickych informaciach.
Vysledky z analyzy i-STAT ¢Tnl sa musia posudit v kontexte dostupnych klinickych informacii ako celku.
Lekarske rozhodnutia nesmu byt zalozené na jednom merani i-STAT.™

Srdcovy troponin sa nemusi objavit v obehu 4 — 6 hodin od nastupu symptémov infarktu myokardu. Z toho
vyplyva, Ze jeden negativny vysledok na vylucenie infarktu myokardu nestaci. Odporu¢anym postupom je
pouzit protokol sériového odberu vzoriek."

Vysledky roznych analyz troponinu nie su vo vSeobecnosti porovnatelné: cTnl a cTnT su odliSné molekuly
a vysledky nie su zamenitelné ani porovnatelné. Okrem toho je mozné pozorovat vyrazné rozdiely
v absolutnych hodnotach troponinu pre danu vzorku pacienta pri réznych analytickych metédach. ™

Ciasto&ne koagulované vzorky mézu viest k zvySenym vysledkom cTnl nad referenény rozsah, ako
aj chybovym koédom pri kontrole kvality. Aby sa tomu zabranilo, pri odobrati vzorky plnej krvi do
heparinizovanej odbernej skimavky by sa vzorka mala aspori 10-krat pozvolna otocit, aby sa heparinovy
antikoagulant rovnomerne rozpustil.

Silno hemolyzované vzorky mézu spdsobit’ znizenu aktivitu alkalickej fosfatézy, o vedie k znizenej detekcii
cTnl, zvySenému pozadiu analyzy a/alebo kédom kontroly kvality.

Preukazalo sa, ze hematokrity v rozsahu 0 — 65 % PCV neovplyviuju vysledky. Na vzorkach s droviiami
hematokritu nad tymto rozsahom sa preukazali narasty v nepresnosti testu a kddoch kontroly kvality.

Analyzator musi poc€as testovania zostat na rovhom povrchu s displejom obratenym nahor. Pohyb
analyzatora pocCas testovania méze zvysit frekvenciu potlacenych vysledkov alebo kddov kontroly kvality.
Vodorovny povrch zahffia pouzivanie ruéného pristroja v stahovaci/nabijacke.
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Testovanie interferencie

Zistilo sa, ze nasledovné latky nemaju ziadny vyrazny vplyv (menej nez 10 %) na metddu cTnl, ked sa
pridaju do plazmy obsahujucej priblizne 2 ng/mL srdcového troponinu I, pri uvedenych koncentraciach:

Uroven testu

Zlucenina (umol/L, ak nie je uvedené inak)
Acetaminofén 1660
Alopurinol 294
Kyselina askorbova 227
Kyselina acetylsalicylova 3 330
Atenolol 37,6
Kofein 308
Kaptopril 23
Chloramfenikol 155
Diklofenak 169
Digoxin 6,15
Dopamin 5,87
Enalaprilat 0,86
Erytromycin 81,6
Furosemid 181
Heparin sodny* 36 U/mL
Ibuprofen 2425
Izosorbid dinitrat 636
Metyldopa 71
Nikotin 6,2
Nifedipin 1,156
Fenytoin 198
Propranolol 7,71
Kyselina salicylova 4 340
Teofylin 222
Verapamil 4.4
Warfarin 64,9

*Zistilo sa, ze heparin pri 90 U/mL znizuje hladinu cTnl o priblizne 20 %.
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