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ARFARIN erdet

medikamentet

hvor det meldes
om flest alvorlige og fatale
bivirkninger. Ngyaktige og
palitelige prevesvar er derfor
sveert viktig. Denne artik-
kelen tar opp hvorvidt pre-
analytiske faktorer som
temperatur og tid pavirker
prevesvarene.

Warfarin er et legemiddel (kumarinderi-
vat) med antikoagulerende effekt, og et
av de viktigste orale antikoagulerende
legemidlene vi har. I Norge markedsfores
warfarin som Marevan (Nycomed
Pharma). Warfarin brukes i behandling
og forebygging av tromber og embolier i
vener, for eksempel ved dyp venetrom-
bose, lungeemboli, akutt hjerteinfarkt,
hjerneslag og ved ortopedisk eller gene-
rell kirurgi (1-3).

Warfarin er en vitamin K -antagonist.
Den antikoagulerende effekten skyldes
hemming av produksjonen av vitamin-K-
avhengige koagulasjonsfaktorer (Faktor
11, VIL, IX og X) i leveren. Den antikoa-
gulerende effekten sees forst etter flere
dager fordi koagulasjonsfaktorene har
ulik halveringstid.

I 2010 var antall warfarinbrukere i
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Norge i underkant av 90 000. Warfarin
er det enkeltmedikament som i mange ar
har veert forbundet med flest meldinger
om alvorlige bivirkninger.

Blgdning er den hyppigste og alvorlig-
ste bivirkningen. Risikoen for blgdning
oker gradvis med stigende INR-verdi,
men med god kontroll av INR kan blgd-
ninger forhindres.

Warfarin er et medikament med en
smal terapeutisk indeks. Det er derfor
viktig at PT-INR analysesvar er palitelige.

Hensikt med studien
Hensikten med studien var @ undersgke
hvordan preanalytiske forhold som tid
og temperatur pavirker PT-INR-verdiene.
Dagens prosedyre ved St. Olavs hospital
innebaerer oppbevaring i romtemperatur
og analyse innen 48 timer. Prosedyren
baserer seg pa pakningsvedlegg fra
STAGO SPA+ reagens som sier at prgver
ikke skal oppbevares kjglig, samt en
intern holdbarhetsstudie fra 2002 utfert
pa prever i romtemperatur, som konklu-
derer med at prgvematerialet er holdbart
i48 timer. Laboratoriet mottar prover fra
primaerhelsetjenesten. Om vinteren
hender det at disse prgvene er nedkjolt.
Prgver som er oppbevart kjglig eller
sentrifugert kjolig blir analysert, men
svaret utleveres da med en merknad om
at ny preve anbefales.

Vi gnsket a undersgke hvilken innvirk-
ning nedkjglingen har pa analyseresulta-
tene.

Materiale og metode
Analyseprinsipp
PT-INR bestemmes ved hjelp av et sam-
mensatt tromboplastinpreparat. Rea-
genset inneholder bade tromboplastin
fra kaninhjerne og adsorbert bovint
plasma som er kilde for koagulasjons-
faktor V og fibrinogen. Reagenset er ikke
sensitivt for heparin i terapeutiske doser.
PT-INR maler aktiviteten av koagula-
sjonsfaktorene II, VII, og X.
Analyseprinsippet er klotbasert.
Reaksjonen starter ved at plasma for-

tynnet med buffer og tromboplastinrea-
gens blandes i en kyvette. Kyvetten
inneholder en magnetkule som beveger
seg frem og tilbake ved hjelp av et elektro-
magnetisk felt. Stremstyrken males, og i
det koagelet er dannet, stopper kulen,
strgmmen brytes, og koagulasjonstiden
males elektronisk. Koagulasjonstiden vil
veere en direkte funksjon av INR-verdien.

Beregning av PT-INR
PT-INR bestemmes ved hjelp av normal-
verdi og ISI-verdi. INR er en ratio mellom
pasientens protrombintid og protrom-
bintid i normalplasma. Ratioen opphgyes
ien eksponent, ISI (Internasjonal sensi-
tivity index), som angir felsomheten av
tromboplastinet. Tromboplastinet fra
ulike produsenter kan ha ulik ISI-verdi.
Hver batch av tromboplastinreagens har
en ISI-verdi som er relatert til et interna-
sjonalt referanseplasma. Definisjonsmes-
sig er ISI = 1,0 for WHOs tromboplastin-
plasmastandard. Den aktuelle ISI-ver-
dien kan ogsa variere med analyseme-
tode, instrument og prgvemateriale og
ma derfor bestemmes pa nytt for hver
batch av reagens.
Ianalysen ble det benyttet topunkts
kalibrering med Equalis kalibratorer:
- INR-kalibrator lav, referanseverdi 1,08
- INR-kalibrator hay, referanseverdi 3,28
- Kontroll for protrombinkompleks-
aktivitet, referanseverdi 2,40.

Fremgangsmate

Det ble benyttet blodprgver fra 24 pasien-
ter med marevanbehandling. Pasienter
som deltok i studien signerte en samtyk-
keerkleering.

Det ble tatt fire natriumcitratglass av
hver pasient, alle ble tatt samme dag.
Prgvene ble utsatt for ulike preanalytiske
forhold:

A. Oppbevart i romtemperatur,
sentrifugert, analysert ved null timer og
etter to, fire, seks, 24, 48 og 72 timer. Prg-
vene ble hele tiden oppbevart pd blod-
legemer. Prgve A analysert ved null
timer ble brukt som referanseprove og
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alle malinger ble sammenlignet med
denne.

B. Oppbevart i kjgleskap, sentrifugert i
kjolesentrifuge, analysert ved null timer
og etter to, fire, seks, 24, 48 og 72 timer.
Prgvene ble hele tiden oppbevart pa blod-
legemer.

C. Sendt i posten usentrifugert sam-
men med kjgleelement, sentrifugert og
analysert ved mottak (24 timer).

D. Sendt iposten sentrifugert og
avpipettert sammen med kjpleelement,
analysert ved mottak (24 timer).

Samtlige prover ble sentrifugert ved
2200G i 10 minutter.

Prgvene ble analysert i batcher pa
STAGO STA-R Evolution sammen med fire
Scandipath-kontroller i hver batch. For &
vite om endringer i verdiene skyldtes ana-
lysetekniske forhold eller preanalytiske
forhold, ble resultatene justert i forhold til
gjennomsnittet av de fire ulike malinger
av Scandipath i hver batch.

Justeringen ble gjort slik:
Méleresultatjger: = maleresultat * (kont-
rollverdiinitial batch / kontrollverdisyyei bateh)
Kontrollverdi initial batch: Mean for
Scandipath analysert sammen med
referanseprgven.

Kontrollverdi aktuell batch: Mean for
Scandipath analysert sammen med den
aktuelle proven maleresultatet gjelder for.

Kriterier
Holdbarhet ble vurdert etter de prinsip-

per som er foreslatt i Asberg og Solems
artikkel i Klinisk Biokemi i Norden (4):
Holdbarhet krever at 90%-konfidens-
intervallet rundt gjennomsnittet i sin
helhet ligger innenfor gjennomsnittlig
utgangsverdi # tillatt bias og at alle
enkeltverdier ligger innenfor utgangs-
verdi # tillatt totalfeil. I denne undersgk-
elsen var tillatt bias satt til 10 % og tillatt
totalfeil var 15 % av standardisert metode.
Resultatene fra maleresutatjyg.erble brukt
for a fastsette prosentvis endring, mid-
delverdi og standard error of mean
(SEM).

Resultater

Hensikten med studien var a undersgke
hvordan preanalytiske forhold som tid og
temperatur pavirker PT-INR verdiene. Vi
har sett pa hvordan analysesvarene
endret seg over tid. Det ble videre gjort
en sammenligning mellom prgver opp-
bevart i romtemperatur og pregver opp-
bevart i kjoleskap, og det ble undersgkt
om det var noen forskjell pd om prgver
tilsendt i posten ble avpipettert eller
ikke.

Prover oppbevart i romtemperatur

Figur 1A viser at samtlige verdier ligger
innenfor tillatt bias, analysert ved angitt
tidsintervall i opp til 72 timer. Det er en
tendens til at verdiene synker de forste 6
timene, i gjennomsnitt med ca 2 %. Der-
etter stabiliserer de seg for sa a stige cirka

2-3 % itidsrommet 48 til 72 timer. Den
storste forskjellen sees ved sene tids-
punkt. Spredningen pa enkelresultatene
gker ogsd som fplge av lengre oppbevar-
ingstid.

Prover oppbevart ved 2-8 grader

Figur 1B viser at ogsa samtlige verdier for
prover oppbevart kjolig ligger innenfor
tillatt bias i samme periode (opp til 72
timer). Verdiene holder seg stabile de
forste 4 timene, etter 6 timer observeres
en svak stigning og etter 72 timer ser vi
en stigning pa cirka 5 %. Ogsa her ser vi
at spredningen pd enkeltresultatene
stiger med gkt oppbevaringstid.

Usentrifugerte prover sendt

som kjolig forsendelse

Figur 1C viser at prover sendt usentrifu-
gert og kjolig i posten oppfyller kriterier
satt for tillatt avvik, med samme tendens
til spredning.

Plasma sendt som kjolig forsendelse
Figur 1D viser at prgver sendt som
plasma og kjelig i posten oppfyller
kriterier for tillatt avvik. Muligens sees
en mindre tendens til spredning av ver-
diene sammenliknet med 1C.

Diskusjon og konklusjon

Blodprgvene i denne studien ble tatt av
pasienter ved sykehusets poliklinikker
og pasienter innlagt ved Klinikk for

Figur 1 (a,b,c,d). Individuelle malinger (bla sirkler), giennomsnitt for hvert maletidspunkt (rade sirkler), 90 % konfidensintervall
(rede loddrette linjer), tillatt bias (rede vannrette linjer) og tillatt totalfeil (bla vannrette linjer).
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FIGUR 1la. Prosentvis endring av PT-INR-verdier for prover oppbe-

vart i romtemperatur inntil 72 timer.
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FIGUR 1b. Prosentvis endring av PT-INR-verdier for prover opp-

bevart og sentrifugert ved 40 C.




hjertemedisin ved St. Olavs hospital.
Resultatene fra den standardiserte
metoden som i dag benyttes ved Avdel-
ing for medisinsk biokjemi ved St. Olavs
hospital ble brukt som referanse, det vil
si at prgvesvar malt pafglgende dager ble

prover synker, mens verdien for plas-
maprever stiger. Det er mindre spredning
av enkeltresultater for plasmaprever;
plasmapregvene holder seg mer stabile.
Denne studien har sine begrensninger.
Antall pasienter er begrenset (N=24), og
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prover sendes usentrifugert eller som
plasma. Verdien for usentrifugerte
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FIGUR Ic. Prosentvis endring av PT-INR-verdier for prover

tilsendt usentrifugert og kjolig.

kjolig som plasma.

FIGUR 1d. Prosentvis endring av PT-INR-verdier for prover tilsendt
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