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OZET

Amac: Klinik laboratuvarlarda protrombin zamani (PT) ve aktive parsiyel tromboplastin zamani (aPTT)
testleri kan alimindan sonra genellikle hizli bir sekilde gerceklestirilir. Bununla birlikte, bazen kan
ornekleri ileri bir zamanda calisiimak iizere dondurularak saklanabilmektedir. Yaptigimiz calismada, -
20°C’de dondurularak saklanan orneklerde saklama siiresinin PT ve aPTT stabilitesi tzerine etkisini
arastirmay1 amacladik.

Gerec¢ ve Yontem: Saglikl 256 kisinin kanindan elde edilen ilk plazma 6rnegdi 60 dakika icerisinde
calisildi, ikinci plazma Ornegdi ise 4 gruba ayrildi. 1.grup 2.aya (n=49), 2.grup 3.aya (n=44), 3.grup
4.aya (n=93) ve 4.grup 5. aya (n=70) kadar -20°C dondurucuda saklandi. Plazma 6rneklerinde PT ve
aPTT, TriniCLOT reaktifi ile Denstiny Plus cihazinda calisildi. Dondurulup ¢ozduruldukten once ve
sonraki sonuglar arasindaki degisim(%), toplam izin verilen tibbi hata dederinden fazla ise klinik olarak
anlaml olarak kabul edildi.

Bulgular: Tum gruplarda dondurma-c¢dzdiirme isleminden sonra PT, INR ve aPTT degderlerinde
istatiksel olarak anlaml artis bulundu (p<0.001). PT ve INR degerlerindeki artis toplam izin verilen tibbi
hata degeri icinde iken, aPTT degerlerindeki degisimlerin 2.ay, 3.ay ve 5.ayda toplam izin verilen tibbi
hata degerini gectigi saptandi.

Sonuc: -20°C’'da dondurularak saklama islemi PT, INR ve aPTT degerlerini etkilemekle birlikte PT ve INR
testlerindeki degisikliklerin aPTT'ye gore klinik acidan daha kabul edilebilir sinirlar icinde oldugunu
sOyleyebiliriz. Bu karar1 verirken klinik ihtiyaclar ve secilen izin verilen toplam hata orani1 cok énemlidir.

Anahtar Kelimer: Kan pihtilasma testleri; plazma; dondurma

ABSTRACT

Objective: In clinical laboratories, the tests of prothrombin time (PT), and partial thromboplastin time
(@PTT) are generally analysed fastly after blood collection. In addition to this, sometimes the blood
samples can be kept as frozen in order to be analysed at a later time. In our study, we aimed to examine
the effect of storage time of samples, which are kept frozen at -20°C, on the stability of PT and aPTT.

Materials and methods: The first plasma sample which was obtained from the bloods of 256 healthy
individual, analysed in 60 minutes. The second plasma sample was divided into 4 groups and kept
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frozen at -20°C up to time, which were 2 months for 1% group (n=49), 3 months for 2" group (n=44), 4
months for 3™ group (n=93) and 5 months for 4" group (n=70). PT and aPTT were analysed by
TriniCLOT reagent on Destiny Plus instrument. The changes, which exceed the total allowable medical
error between before frozen and after thawing, were accepted clinically significant.

Results: After freeze-thawing, there were found statistically significant increases on the PT, INR and
aPTT values in all groups (p<0.001). While the increase of PT and INR values was in the limits of the
total allowable medical error, we found that the increase of aPTT values exceed the limits of the total
allowable medical error.

Conclusion: While there was the effect of keeping process at -20°C on PT, INR and aPTT values, it can
said that the changes in the PT and INR tests are within the clinically more acceptable limits compared
with aPTT. While deciding that, the clinical needs and choosen allowable total error rate are very

important.

Key words: Blood coagulation tests; plasma; freezing

Giris

Protrombin zamani (PT) ve aktive parsiyel
tromboplastin zamani (aPTT), koagulasyonun
ekstrinsik ve intristik yolaklarinin arastiriima-
sinda yaygin olarak kullanilan testlerdir. Koa-
gulasyon testleri, tani ve tedavi kararlarinin
verilmesinde Onemlidir. PT siklikla prostetik
kapadl olan, derin ven trombozu ve atrial
fibrilasyon geciren hastada antikoagulan
profilaksi (warfarin, vs) takibinde Kkullanil-
maktadir. Burun kanamasi, dis eti kanamasi,
travma olmaksizin deride olusan morarma,
hematiiri, hematemez, hemartroz gibi kana-
ma diyatezi olan hastalarda tan1 amach veya
ameliyat Oncesinde pihtilasma mekanizma-
sinin normal islediginden emin olmak ama-
ciyla istenebilmektedir. aPTT ise unfraksi-
yone heparin tedavi alan hastalarin takibinde
veya preoperatif olarak istenebilmektedir.

Klinik laboratuvarlarda PT ve aPTT testleri
kan alimindan sonra genellikle hizli bir sekil-
de analiz edilmektedir. Bazen kan Ornekleri
ileri bir zamanda toplu olarak analiz edilmek,
rutin laboratuvarlar tarafindan kontrol mater-
yalleri olarak kullanilmak veya Klinik calisma-
larda kullanilmak tizere dondurularak sakla-
nabilmektedir. Giliniimiizde laboratuvarlar
kendi Kliniklerinden gelen 6rnek haricinde,
uydu Kliniklerden veya cesitli sebeplerle bu
testleri calisamayan dis laboratuvarlardan
gelen Ornekler icin de laboratuvar hizmeti
vermektedir. Hizmet veren laboratuvarlara
ornek transferi dondurularak yapilabilmek-
tedir.

Klinik Laboratuvar Standart Enstitiisii (CLSI)
kilavuzunda, 18-24°C'da saklanan santrifiij

edilmis veya edilmemis Orneklerde PT testi-
nin 24 saat icerisinde, aPTT testinin ise 4
saat icerisinde tamamlanmasi gerekliligi be-
lirtilmektedir (1). Bu zaman dilimi icerisinde
testleri tamamlanamayacak olan tim Ornek-
lerin dondurularak saklanmasi gerekmekte-
dir. Dondurularak saklanacak plazma
ornekleri icin, 6rnek tiiplerinin likit nitrojene
batirilmasi gibi hizli dondurma teknikleri
uygulanarak -70°C'da saklanmasi onerilmek-
tedir. Bircok laboratuvarda likit nitrojen ve/
veya -70°C'da sodutma saglayan cihazlar
bulunmadigindan, dondurularak érnek sakla-
ma islemi icin genellikle -20°C sogutma
sadlayan cihazlar tercih edilmektedir. CLSI
kilavuzunda oOrneklerin -20°C’da dondurula-
rak saklanmasi sonucunda PT ve aPTT
testlerinin 2 haftaya kadar etkilenmedigi
belirtilmistir, fakat 2 haftay1 gecen siirelerde
CLSI'in 6nerisi bulunmamaktadir. Plazmanin
-20°C'da dondurularak saklanmasi sonucun-
da, 6rnek saklama suresinin PT ve aPTT
degerlerini etkilemesi ile ilgili olarak litera-
tirde bir konsensus bulunmamaktadir (2-6).
Yaptigimiz calismada, yiiksek Ornek sayisi ile
-20°C'da dondurularak saklanan Orneklerde
saklama suresinin PT ve aPTT stabilitesi
uzerine etkisini arastirmak yoluyla bu alanda
bir katki saglamay1 amacladik.

Gerec ve Yontem
Calisma grubu

Calismaya hemostatik sistem bozuklugunu
dislayacak anket uygulanarak saghkli oldugu
diistiniilen 256 goniilli kisi dahil edildi. Yerel
etik kurul onay1 (Tepecik Egitim ve Arastirma
Hastanesi Etik Kurulu, izmir) alinarak calisg-
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maya dahil edilen goOniillillere yazili onam
formu dolduruldu. Katilmcilarin arastirmaya
dislama kriterleri; 1. Antikoagulan tedavi
almasi veya herhangi bir ila¢ kullanmasi; 2.
Ailesel veya gecmis kanama hikayesi olmasi;
3. Tromboembolik ya da hemorajik hastalik
hikayesi olmasi; 4. Allnan kan oOrneklerinin
istenen seviyede olmamasi; 5. Alinan kan
orneklerinin pihtili, hemolizli, ikterik, lipemik
olmasi; 6. Katilmcilarin hematokritinin %55’
den biiyuk olmasi seklinde belirlendi.

Calisma dizayn

Gonulliilerden kan drnekleri 9 voliim kan igin
1 volim %3.2°lik trisodyum sitrat iceren,
mavi kapaklhi BD Vacutainer (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) marka
tuplere alindi. Kan alma islemi stazi 6nlemek
icin sadece hafif turnike kullanilarak tercihen
holder yardimiyla antekiibital venden yapildi.
Homojenizasyon igin tiipler 5-6 kez alt ust
edildi. Alinan kan 6rnekleri oda sicakhiginda
1500 g'de 15 dk santrifiij edildi ve elde
edilen plazma her bir goniilli icin 2 kisma
ayrildi. ilk plazma 6rnedi 60 dakika icerisinde
calisildi, ikinci plazma Ornegi ise 4 porsiyona
ayrilarak 4 grup olusturuldu. 1.grup 2.aya
(n=49), 2.grup 3.aya (n=44), 3.grup 4.aya
(n=93) ve 4.grup 5. aya (n=70) kadar derece
takibi yapilan -20°C dondurucuda saklandi (-
18°C ile -25°C arahidinda). Dondurulan Or-
nekler 37°C su banyosunda 5 dakika tutula-
rak cozduriildii ve sonrasinda analiz edildi.

Biyokimyasal analiz

Analiz icin TriniCLOT PT HTF (Tcoag Ireland
Ltd, Wicklow, Ireland), TriniCLOT aPTT HS
(Tcoag Ireland Ltd, Wicklow, Ireland) marka
reaktifleri ile Denstiny Plus (Trinity Biotech,
Acton, USA) analizorii kullanildi. INR degerini
hesaplamak icin PT Orani= Hasta PT/Normal
PT ve INR=PT Oram "™ formiilleri uygulandi.
TriniCLOT PT HTF reaktifine ait Uluslararasi
Duyarlilik Indeksi (ISI) dederi 1.26 idi. PT ve
aPTT manyetik tanimlama ile pihtilasma
esasina gore Olculdiu. Laboratuvarimizda PT
icin referans arali@i 11.5-14.5 saniye, aPTT
icin 22.6-38.2 saniye ve INR icin 0.8-1.2'diir.

Kesinlik calismasi, CLSI EP15-A3 protoko-
line uygun olarak gerceklestirildi (7). PT ve
aPTT icin calisma ici varyasyon katsayisi (CV)
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sirasiyla %2.8 ve %3.0; total CV sirasiyla
%4.8 ve %4.5 idi.

Istatistiksel analiz

Herbir gruptaki verilerin dagiimi Shapiro-
Wilk testi ile dederlendirildi. Normal dagilima
uymayan veriler tespit edildigi icin paramet-
rik olmayan test kullanildi. 60 dakika icerisin-
de analiz edilen ilk 6rnek verileri bazal deger
olarak kabul edildi. 2.ay, 3.ay, 4.ay ve 5.ayda
analiz edilen Orneklerin sonugclari, bazal de-
derlerle Wilcoxon Isaretli Sira Testi kulani-
larak Karsilastirildi. 0.05’den kiigiik p degeri,
istatiksel olarak anlamh kabul edildi. Herbir
gruptaki testler icin ortanca ve %25-%75
yiizdelik degerler hesaplandi. Dondurma
isleminden Onceki ve sonraki degerler ara-
sindaki fark(%)=[(bazal deder — dondurma
sonrasi deger) / bazal deder] X 100 seklinde
hesaplandi; ortalama ve standart sapma
olarak gosterildi. Grup igindeki ortalama
fark(%), PT, INR ve aPTT icin izin verilebilir
toplam hatadan (sirasiyla, *=%15, =*=%?20,
*+%15) fazla ise Kklinik olarak anlaml
degisiklik olarak kabul edildi (8,9).

Bulgular

Plazma oOrneklerinin -20°C'de dondurulma-
dan oOnce ve sonraki PT, INR ve aPTT
degerleri ve aralarindaki fark(%) Tablo 1'de
gosterildi. Tim gruplarda (2., 3., 4. ve 5.
ayda) dondurma-¢ozdiirme isleminden sonra
PT, INR ve aPTT degerlerindeki artis istatiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.001).

Dondurma-¢ozdirme isleminden sonra PT,
INR ve aPTT dederlerindeki yilizde dedisim
Grafik 1 ve 2’de gosterildi. Dondurma siiresi
uzadikca PT, INR ve aPTT degerlerindeki
yiizde degisimin varyansi artmaktaydi.
Grafikte PT, INR ve aPTT dederlerindeki
ortalama degisimler izin verilebilir toplam
hata smirlari icindeydi.

Tartisma

Kan alimi dncesi hastalarin hazirlanma stre-
ci, Orneklerin dogru barkodlanmasi, dogru
vendz stazin saglanmasi, dodru teknikle kan
alinmasi, uygun igne ve aletlerin kullanil-
masi, hemoliz ve piht1 igin orneklerin denet-
lenmesi, 6rnek alinmasinda tiiplerin 6nceligi
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vb. gibi pekcok faktor icin kilavuzlar yayin-
lanmistir (1,10). Bu kilavuzlardan biri olan
CLSI, orneklerin -20°C'da dondurularak sak-
lanmasi sonucunda PT ve aPTT testlerinin 2
haftaya kadar etkilenmedigini belirtmistir (1).
Kan bankasi icin dondurulmus plazma
Avrupa'da, -20°C’de en fazla ti¢ ay ABD’de 12
ay Dboyunca saklanabildigi belirtilmistir
(11,12). Literatirii taradigimizda ise Ornek
alindiktan sonra depolama stiresi ve 1sisinin
PT ve aPTT stabilitesi tzerine etkisiyle ilgili
pekcok farkli gorus oldugunu saptadik (2-6,
13-16).

i

Test
00 aPTT
-0 PT

Fark(%)

1 i i 1
1.grup 2.grup 3.grup 4.grup

Grafik 1. -20°C’de dondurulmadan 6nce ve sonra PT ve
aPTT degerleri arasindaki fark(%)

INR

Fark(%)
=
T

T T T T

1.grup 2.grup 3.grup 4.grup

Grafik 2. -20°C'de dondurulmadan 6nce ve sonra INR
degerleri arasindaki fark(%)

Foshat ve arkadaslar yaptiklan calismada -
20°C’da dondurularak saklanan Orneklerde 2
haftaya kadar PT ve aPTT testlerinin etkilen-
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medigini belirtmislerdir (2). Woodhams ve
arkadaslart sadhkli katihmcilardan aferez ile
toplanan sitrath plazmanin -24°C'da saklan-
masi sonucunda PT degerleri 16 aya kadar
ve aPTT degerleri 12 aya kadar %10’'un altin-
da bir varyasyon oldugunu gostermislerdir
(3). Rao ve arkadaslan -20°C'da saklanan
orneklerde PT degerlerinin 12. saatte ve
aPTT degerlerinin 6. saatte anlamh artis
oldugunu gostermislerdir (4). van den
Besselaar ve arkadaslar -20°C'da saklanan
plazma oOrneklerinin yaklasik 3 yil suren
takiplerinde INR dederlerinin zamanla artis
oldugunu saptamisglardir (17).

Yaptidimiz calismada 2., 3., 4. ve 5. aya ka-
dar -20°C'da dondurularak saklanan Ornek-
lerde PT, INR ve aPTT degerlerinde istatis-
tiksel olarak anlamli artis oldugunu saptadik.
Alesci ve arkadaslarn 4. aya kadar -20°C'da
plazma Orneklerini saklamislar ve tim peri-
yodlarda en fazla aPTT degerlerinde olmakla
birlikte her iki testte de istatistiksel olarak
anlamli ylkselmelerin meydana geldigini
godstermislerdir (5). Alesci ve arkadaslarinin
sonugclariyla uyumludur.

PT, faktdor 7nin islev gordugii ektrinsik
koagulasyon kaskadini; aPTT ise faktor 8, 9
ve 11'in islev gordigu intrinsik koagulasyon
kaskadini dederlendirir. Dider calismalarda
oldugu gibi faktdr 7'nin kisa yart émri ve
faktor 5 ve 8'in kararsiz dogasi nedeniyle PT
ve aPTT’ de uzama goruldii. Donmus Ornek-
lerde PT ve aPTT stabilitesini degerlendiren
calismalarin ¢ogu uzun sireli depolama
Kapasitesini saptamayr amaclamistir. Ancak,
benzer Kkosullar altinda celigkili sonuglar
bildirilmistir. Flebotomi yapan Kkisinin, kan
alma sistemlerinin, kan alma tuplerinin,
santrifj hizlarmm, tromboplastin reaktif ve
analizOrlerinin, Olcim yodnteminin (optik ya
da mekanik) farkli olmasi gibi preanalitik ve
analitik faktorler sonuglar etkileyebilir. Cogu
calismada saglikhi birey Ornedi alinmasina
radmen sadece bir kisminda antikoagulan
kullanan hastalar da degerlendirmeye dahil
edilmistir. Depolama sicaklid@i ve siresinin
etkisini istatistiksel ve klinik olarak degerlen-
dirirken, anlaml degisiklikler arasinda tutar-
sizliklar saptanabilmektedir. Onceki calis-
malar koagulasyon testleri yorumlanmasi icin
Klinik Onemin derecesini ifade etmek ve
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hasta bakimi tzerindeki etkisini yansitmasi
icin ortalama ylizde dedisim sinirint =%10 ve
+%15 kullanmustir (4-6,13-15). Calismamiz-
da dondurularak saklanan drneklerde PT, INR
ve aPTT degerlerinde saptanan istatistiksel
olarak anlaml artisin, ortalama yiizde degi-
sim oranlan dikkate alindiginda toplam izin
verilen tibbi hata limitleri icinde oldugu tespit
edildi. Testlerin yiizde dedisim oranlar kar-
silastirlldiqinda aPTT'de daha biiyiik degisi-
min olmasi, daha labil olmasindan kaynak-
landigini diistindiirmektedir.

-20°C'de dondurularak saklanma isleminin
tim parametreler lizerine 2. aydan itibaren
istatistiksel olarak anlamli degisiklige sebep
oldugu icin -20°C sogutma saglayan sogutu-
calara daha kolay ulasabiliyorken, inceledi-
dimiz parametreler acisindan uzun sureli
stabilizasyonda bu sogutma derecesi yeterli
olmayabilir. Bu karar1 vermek icin Onerilen
izin verilen toplam hata orami ve Klinik
anlamlilik i¢in duyulan ihtiya¢ cok dnemlidir.

Hasta Orneklerinin saklanmasinda daha du-
suk derecelerde sogutma saglayan sistem-
lerin (6rnegin -70°C); daha kisa veya daha
uzun dondurma strelerinin (1, 3, 6, 12 ay
gibi) calismamiza dahil edilmemis olmasi
calismamizin smirlamasi olarak sayilabilir.
Calismamizin bir diger smirlamasi saglikli
populasyona sahip olan gonullulerde yapil-
mast dolayisi ile antikoagulan tedavi alan
hastalarda degisimin tespitine olanak sagla-
mamis olmasidir. Calismamizda dederlen-
dirilen koagulasyon testlerindeki degisimin
altinda yatan mekanizmayi anlamak icin ek
olarak faktorlerin aktivite veya duzeylerinin
de arastirilmasi gerekebilir. Boylece plazma
orneklerinin analiz edilene kadar daha uzun
sure saklanabilmesi icin yeni mekanizmalar
olusturulabilir. Calismamizdaki smirlamalar
telafi edilerek ve altta yatan mekanizmayi
aciklayabilecek ileri calismalarla konuya 1s1k
tutulabilir.
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