HEMOCRON ® Jr.

Kraujo mikrokrešėjimo tyrimo sistemos

AKTYVUOTO KREŠĖJIMO LAIKO TYRIMAS ACT+
(angl., Activated Clotting Time Plus)

Naudojimo instrukcija 

Skirta in vitro diagnostikai

PASKIRTIS

HEMOCRON ® Jr. ACT+  yra heparino naudojimo įvairių medicininių procedūrų metu kontrolės kiekybinis tyrimas.  Yra tiesioginė (linijinė) priklausomybė tarp ACT+  tyrimo rezultatų ir heparino poveikio intervale nuo 1,0 iki 6,0 vienetų/ ml kraujo. Šis tyrimas yra skirtas vidutinių - didelių heparino dozių kontrolei, dažniausiai reikalingai širdies kateterizacijos ar koronarinių kraujagyslių šuntavimo metu. Šio tyrimo rezultatams įtakos nedaro aprotininas. ACT+ tyrimas nėra jautrus labai mažoms heparino dozėms, naudojamoms esant kritinėms paciento būklėms. Mažų heparino dozių kontrolei galima naudoti DATL (APTT) ir ACT-LR metodus.

ACT+   tyrimą galima atlikti bet kuriuo analizatoriaus HEMOCRON ® Jr. modeliu, naudojant šviežio kraujo bandinius. Bet kuris analizatorius yra portatyvus ir skirtas darbui prie ligonio lovos. Šis prietaisas nėra skirtas naudoti namuose.

APIBENDRINIMAS 

Kruopšti kraujo krešėjimo proceso kontrolė labai reikalinga po medicininių procedūrų, siekiant išvengti tiek krešulių, trikdančių kraujotaką, susidarymo, tiek kraujavimo komplikacijų.

Aktyvuoto krešėjimo laiko (ACT) tyrimas, kurį pirmą kartą  aprašė Hattersley 1966 metais, yra rekomenduojamas širdies chirurgijos ir širdies angioplastikos metu taikomos heparino terapijos kontrolės metodas. Nors heparino terapija yra būtina hemostazės palaikymui šių procedūrų metu, jo naudojimas gali kelti didelę grėsmę pacientui. Skirtingų pacientų jautrumas heparinui gali skirtis iki dvylikos kartų. Heparino perdozavimas gali sukelti pavojingą kraujavimą, o nepakankama dozė – leisti išsivystyti  trombozei.  Todėl heparino terapijos kontrolė yra gyvybiškai būtina, saugant pacientą nuo šių nepageidautinų komplikacijų.

ACT+  tyrimo rezultatas automatiškai perskaičiuojamas į standartinę ACT (su celitu) reikšmę. Užbaigus tyrimą per kelias sekundes analizatoriaus skaitmeninis sekundmatis parodo tik standartinę ACT (su celitu) reikšmę. Ši ekvivalentinė ACT dydžio reikšmė palengvina tyrimo rezultatų interpretaciją.

TYRIMO PRINCIPAS

HEMOCRON ® Jr. analizatoriai fiksuoja vienkartinėje ACT+ kiuvetėje mechaninį krešėjimo pradžios laiką. Įdėjus į analizatorių kraujo mėginį, prietaisas tiksliai atmatuoja 15 mikrolitrų kraujo ir automatiškai perkelia jį į matavimo kanalą su ACT+ kiuvete. Bandinys sumaišomas su reagentu ir tyrimas pradedamas automatiškai, be tyrėjo įsikišimo. Sumaišius su reagentu bandinys juda tyrimo kanale horizontaliai pirmyn – atgal, kol pradės formuotis krešulys.

Krešulio formavimosi  pradžią fiksuoja eilė optinių šviesos diodų (detektorių), išdėstytų išilgai kiuvetės matavimo kanalo. Matuojamas greitis, kuriuo kraujas juda tarp detektorių. Krešuliui pradėjus formuotis, kraujo judėjimas sunkėja ir dėl to sulėtėja. Analizatorius fiksuoja, kad  pasiektas krešulio formavimosi pradžios taškas, kai judėjimas tampa lėtesnis, negu iš anksto nustatytas. Analizatorius pateikia aktyvuoto krešėjimo laiką (ACT), išreikštą  celito standartiniu dydžiu ir yra  matuojamas sekundėmis. 

REAGENTAI

Kiekvienoje ACT+ kiuvečių dėžutėje yra:

· 45 maišeliai, kiekviename - po vieną HEMOCRON ® Jr. ACT+ kiuvetę ir vieną  sausiklį. 

Pati ACT+ kiuvetė – tai vienkartinio naudojimo konteineris, kuriame iš anksto įdėti sausi silicio dioksido, kaolino, fosfolipidų, stabilizatorių ir buferio preparatai. Kiekviena kiuvetė atskirai supakuojama į maišelį. Ant jų pažymimas tai partijai (lotui) nustatytas galiojimo laikas.

DĖMESIO: Su visomis panaudotomis kiuvetėmis turi būti elgiamasi atsargiai, kaip su potencialiu infekcijos šaltiniu, jos turi būti utilizuotos laikantis standartinių medicininių atliekų tvarkymo taisyklių. 

SAUGOJIMAS IR STABILUMAS

Laikant 2 – 8 °C temperatūroje folijoje įpakuotos ACT+ kiuvetės išlieka stabilios iki nurodytos galiojimo pabaigos datos. Neatidarytas supakuotas kiuvetes galima laikyti ir kambario temperatūroje (15-30°C). ACT+ kiuvetėms neleistina, kad  aplinkos temperatūra viršytų  37°C.

PASTABA: Laikyti kambario temperatūroje, pažymint datą, galima ne ilgiau negu dvi savaites, šis laikotarpis negali būti ilgesnis, negu nurodytas galiojimo laikas.  Datą užrašyti būtina, laikant kiuvetes kambario temperatūroje, ji pažymima užpildant informacijos apie saugojimą grafą lentelėje “Eksploatacinės savybės patikrintos“, esančioje ant  kiuvečių dėžutės šono. Jei atidarytas kiuvetės maišelis laikomas kruopščiai užlanksčius atplėštą galą, išlieka stabilus vieną dieną. Geriausia, kai  kiuvečių maišelis atplėšiamas prieš pat naudojimą.
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NAUDOJIMO INSTRUKCIJA

Prieš atliekant bet kokį tyrimą naudotojas turėtų nuodugniai susipažinti su atitinkamo HEMOCHRON Jr. analizatoriaus naudojimo instrukcija. Kiuvetė įdedama į analizatorių, leidžiama jai sušilti, įdedamas kraujo bandinys ir paspaudžiamas klavišas START. Mėginio paėmimas, jo sumaišymas su reagentais, tyrimo pradžia ir krešulio susidarymo fiksavimas vyksta automatiškai.

Pateikiami reikmenys

· Iš anksto paruoštos HEMOCRON ® Jr. ACT+ tyrimo kiuvetės.

Reikalingi, bet nepridedami reikmenys

· Analizatorius HEMOCRON Jr. , HEMOCRON  Jr. II arba HEMOCRON  Jr. SIGNATURE

· 1 ar 3 ml plastiko švirkštai su 23 ar 21 dydžio adata (pasirinktinai).

MĖGINIO PAĖMIMAS IR APDOROJIMAS

Kraujo mėginys paimamas laikantis įstaigos ir nacionalinių klinikinės laboratorijos veiklą reglamentuojančių standartų, susijusių su mėginių paėmimu krešėjimo tyrimams.

Šviežio kraujo mėginių surinkimui negalima naudoti stiklinių kraujo surinkimo mėgintuvėlių.

Negalima imti kraują iš kraujagyslės ar sistemos, per kurią buvo leidžiamas heparinas.

 Imant mėginį per sistemą kruopščiai praplaukite įėjimo vietą laikydamiesi nustatytų procedūrų.

1. Paimkite į švirkštą 0,2 ml kraujo.

2. Nedelsiant įleiskite vieną kraujo lašą į tyrimo kiuvetę, apvalios formos mėginio lašinimo zona.. Tai galima daryti naudojantis švirkšto adata ir be jos. Reikalingas kraujo kiekis turi būti suleidžiamas tiesiai į kiuvetės centrą ir užpildomas iki kraštų. Tuoj pat

3. Paspauskite klavišą START.

TYRIMO REZULTATAI

PASTABA: Nurodyti duomenys gauti naudojant analizatorių  HEMOCHRON Jr. ir ACT+ kiuvetes.

Normos

Analizatoriumi HEMOCHRON Jr. atlikti tyrimai, naudojant šviežią sveikų savanorių donorų (N=20) ir hospitalizuotų pacientų (N=100), kuriems nebuvo skiriamas heparinas, kraują. Pateikti rezultatai yra išreikšti standartiniais  HEMOCHRON ACT (su celitu) dydžiais.

	
	N
	Vidurkis (sek.)
	Standartinis nukrypimas (sek.)
	Intervalas

	Sveiki donorai
	20
	103
	11
	81 – 125

	Pacientai
	100
	124
	14
	96 - 152


PASTABA: Kiekvienoje gydymo įstaigoje turėtų būti nustatytos savos normos ribos ir riba, nuo kurios skiriami antikoaguliantai, pagal jos pacientų kontingentą.

Standartiniai krešėjimo laiko dydžiai (su celitu)

Veikiant unikaliam ACT+ reagentui kraujo mėginys ima krešėti greičiau, negu veikiant atitinkamu celito reagentu. ACT+ tyrimu nustatytas krešėjimo laikas analizatoriuje parodomas kaip standartinis ACT (su celitu) dydis. Koreliacija tarp šių dydžių nustatyta klinikiniais tyrimais. Analizatoriuose HEMOCHRON Jr., HEMOCHRON Jr. II ir HEMOCHRON Jr. SIGNATURE šiuos du tyrimus siejanti linijinė regresija yra užprogramuota taip, kad užbaigus tyrimą parodomas atitinkamas ACT (su celitu) krešėjimo laikas.

Jautrumas heparinui

ACT+ tyrimas yra optimaliausias, vertinant jautrumą heparinui, kai jo dozė yra nuo 1,0 iki 6,0 heparino vienetų/ ml kraujo. ACT+  tyrimas nėra jautrus labai mažoms heparino dozėms, žemiau  1,0 heparino vienetų/ ml kraujo ribos.  Jautrumas heparinui buvo nustatytas laboratoriniais tyrimais, kurių metu heparino buvo pridedama didėjančiomis koncentracijomis į to pačio donoro kraujo mėginius in vitro. Jautrumas grafiškai vaizduojamas kaip kreivė, parodanti  ACT+ krešėjimo laiko priklausomybę nuo  heparino koncentracijos. Gerai žinoma, kad atskirų sveikų donorų jautrumas labai skirtingas. Tiriant in vitro heparinizuotą sveiko donoro kraują nustatyta teigiama koreliacija (r=0,95) tarp ACT+ ir standartinio celitinio ACT (HEMOCHRON CA510).

HEMOCHRON ACT+ ir standartinio HEMOCHRON ACT (su celitu) dydžių santykis (1 pav.)[image: image2.emf]1 pav.

Buvo atlikti klinikiniai tyrimai kraujo mėginių, paimtų iš širdies chirurgijos skyriaus pacientų (N=79), kuriems buvo atliekamas širdies – plaučių kraujagyslių šuntavimas, prieš skiriant hepariną ir jį naudojant.  Papildomi mėginiai surinkti iš kardiologinių pacientų (N=53), kuriems buvo atliekama kateterizacija ir angioplastika, prieš skiriant hepariną ir jį naudojant. Iš viso buvo surinkti 574 pacientų kraujo mėginiai ir vienu metu buvo nustatomas HEMOCHRON Jr. ACT+ bei standartinis ACT (su celitu). 1-ame paveiksle pateikiami rezultatai rodo didelę koreliaciją (r = 0,93) tarp abiejų tyrimų. Tačiau nepaisant to, ilgėjant krešėjimo laikui, buvo užfiksuoti didesni nei 100 sekundžių skirtumai.

Orientacinis kontrolinis krešėjimo laikas

Kiekviena gydymo įstaiga turėtų nusistatyti savo normas ir planuojamą orientacinį krešėjimo laiką atskiroms intervencinėms procedūroms. Rezultatų, gautų naudojant hepariną po širdies kraujagyslių angioplastikos ir šuntavimo operacijų, analizė rodo, kad ACT+ tyrimu nustatytas krešėjimo laikas vidutiniškai yra 10-15% trumpesnis, negu atitinkamas ACT su celitu tyrimu gautas krešėjimo laikas. Konkrečiai po širdies kraujagyslių angioplastikos tai yra maždaug 260 – 270 ACT+ sekundžių ir 300 ACT (su celitu) sekundžių ir maždaug 410 – 440  ACT+ sekundžių ir 480 ACT (su celitu) sekundžių kraujagyslių šuntavimo operacijų atveju.

Orientacinis kontrolinis krešėjimo laikas gydymo įstaigoje nustatomas remiantis joje besigydančių pacientų ligos istorijomis. Antihemoraginiai preparatai, pvz., tokie kaip aprotininas, (Trasylol, Miles, Inc.) prailgina krešėjimo laiką tyrimą atliekant su celitu, bet nedaro įtakos ACT+ tyrimo rezultatams. Tokių preparatų, kaip aspirinas, antifibrinolitikas traneksamiko rūgštis (Cyklokapronas), DDAVP (desmopresinas), kitų antifibrinolizinių vaistų  (tokių kaip Ancrod), tiesioginių trombino inhibitorių (pvz., ReoPro, Elli Lilly and Co., Centocor B.V.) poveikis tyrimo rezultatams nenustatytas.

PASTABA:  Gydymo įstaigos turi nusistatyti savo normos ribas ir orientacinį planuojamą krešėjimo laiką ir reguliariai jas peržiūrėti, nes kardiologijoje ir kardiochirurgijoje naudojama vis daugiau galinčių įtakoti kraujo krešėjimą vaistų. 

TYRIMO TIKSLUMAS

Gamintojo atlikti  tikslumo tyrimai

ACT+ tyrimo tikslumas buvo vertinamas, atliekant ACT+ tyrimų seriją, naudojant normalią ir patologinę kraujo kontrolę. Tyrimai buvo atliekami skirtingomis dienomis, naudojantis trimis analizatoriais ir gauti tokie rezultatai:

	
	N
	Vidurkis (sek.)
	Stand. nukrypimas (sek.)
	Variacijos koeficientas (%)

	Normali
	36
	155,5
	9,8
	6,3

	Patologinė
	36
	397,1
	31,8
	8,0


Pakartotiniai tyrimai buvo atliekami vienu HEMOCHRON Jr. analizatoriumi tris dienas paeiliui. Gauti tokie rezultatai:

	
	
	Normali
	Patologinė

	
	N
	Vidurkis (sek.)
	Stand. nukrypimas (sek.)
	Variacijos koeficientas (%)
	Vidurkis 

(sek.)
	Stand. nukrypimas (sek.)
	Variacijos koeficientas (%)

	1 diena
	4
	151,4
	6,8
	4,5
	393,3
	30,3
	7,7

	2 diena
	4
	163,7
	8,8
	5,4
	395,6
	22,9
	5,8

	3diena
	4
	155,5
	3,0
	1,9
	398,3
	27,1
	6,8

	viso
	12
	159,9
	8,3
	5,3
	395,7
	27,7
	7,0


Klinikiniai tikslumo tyrimai (2 pav.)

HEMOCHRON Jr. ACT+ tyrimai ir dvigubi kontroliniai ACT (su celitu) tyrimai buvo atliekami vienu metu , naudojant pacientų, kuriems buvo atliktas kraujagyslių šuntavimas ir angioplastika, kraują (N= 24).
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TYRIMO TAIKYMO APRIBOJIMAI

HEMOCHRON Jr. ACT+ tyrimas yra skirtas pacientų, gaunančių hepariną , kai heparino koncentracija yra didesnė negu 1,0 heparino vnt./ml kraujo, bet mažesnė negu 6,0 heparino vnt./ml kraujo. Analizatorius neberodo rezultato, jei krešėjimo laikas, išreikštas standartiniais ACT (su celitu) vienetais, viršija 1005 sekundes. Analizatorių HEMOCHRON Jr. II ir HEMOCHRON Jr.  Signature displėjuje tokiu atveju pasirodo užrašas „ Out of Range-Hi“ (liet., viršija  ribas). Tuo tarpu senesnės versijos HEMOCHRON Jr. analizatoriuje pasirodo užrašas „ACT› 1005 sec“.

ACT+ tyrimui ekvivalentinis ACT (su celitu) krešėjimo laikas yra nustatytas remiantis koreliacijos tyrimų rezultatais. Linijinės regresijos modelis, parodytas 1-ame paveiksle, parodo tyrimo rezultatų panašumą, bet neužtikrina identiškumo. Tokiu būdu lyginant ACT+ ir standartinio ACT tyrimo rezultatus, nepaisant panašumo, stebimi tam tikri skirtumai, kurių seka parodyta 1-ame paveiksle. Rezultatų koreliacijai įtakos taip pat turi kai kurių anksčiau paminėtų preparatų naudojimas, jie gali skirtingai veikti ACT+ ir standartinio ACT tyrimo reikšmes.

Tuo atveju, kai bandinio hematokritas yra mažesnis negu 20% ir didesnis negu 55%, jo optinis tankis yra už analizatoriaus galimybės jį išmatuoti ribų, tokius mėginius nerekomenduojama tirti.

Kaip ir visų kitų tyrimo metodų atvejais, HEMOCHRON Jr. tyrimo rezultatai turi būti vertinami skrupulingai atsižvelgiant į konkrečią paciento būklę ir taikomą antikoaguliacinę terapiją. Jei aptinkamas bet koks neatitikimas tarp paciento klinikinės būklės ir tyrimų rezultatų, tyrimus būtina kartoti ar papildyti kitais tyrimais.

Aprotinino įtaka rezultatams

Priklausomai nuo to, koks aktyvatorius naudojamas ACT tyrimui, jo rezultatus skirtingai veikia paciento naudojamas aprotininas. Kai aktyvatorius yra celitas, krešėjimo laikas dirbtinai pailgėja, tuo tarpu kaolinas ACT tyrimo rezultatų neveikia.

Sveikų donorų (N= 4) paimtas kraujas buvo heparinizuotas in vitro iki 6,0 heparino vienetų/ ml. Į mėginius buvo pridėta toks aprotinino kiekis, kad būtų pasiekta 500 tarpt. vnt/ml koncentracija. Kiekvienas mėginys buvo padalintas į atskirus bandinius ir analizatoriumi HEMOCHRON Jr. buvo atliekamas ACT+ ir standartinis HEMOCHRON  kaolino ACT tyrimas (FTK-ACT). Prieš pridedant aprotininą kiekvienam mėginiui buvo atliekamas ACT+ tyrimas. Rezultatai parodė, kad aprotininas, kurio koncentracija yra iki 500 tarpt. vnt /ml kraujo, ACT+ tyrimo rezultatų  neveikia. 

ACT+ tyrimo rezultatams įtaką gali daryti netinkamai atliekamas kraujo paėmimas ir jo perkėlimas į tyrimo kiuvetę. Kraujo mėginio kokybę gali paveikti:

· Bandinio putojimas ar hemolizė

· Dalinai ar visai sukrešėjęs kraujas

· Neįtarta antikoaguliacija

· Lupus antikoagulantas

Kaip ir visų kitų tyrimo metodų atvejais, HEMOCHRON Jr. tyrimo rezultatai turi būti vertinami skrupulingai atsižvelgiant į konkrečią paciento būklę ir taikomą antikoaguliacinę terapiją. Jei aptinkamas bet koks neatitikimas tarp paciento klinikinės būklės ir tyrimų rezultatų, tyrimus būtina kartoti ar papildyti kitais tyrimais.

SVARBIOS DARBINĖS PASTABOS

Nenaudokite kiuvečių, kurių galiojimo laikas pasibaigęs ar jos buvo laikomos netinkamomis sąlygomis.

Nestumkite kiuvečių į analizatorių su jėga. Jei jaučiamas pasipriešinimas, atsargiai išimkite kiuvetę ir patikrinkite kiuvečių angą analizatoriuje. Pašalinkite, jei yra, ten esančias kliūtis prieš tolimesnį analiztoriaus naudojimą (žr. atitinkamo HEMOCHRON Jr. analizatoriaus vadove  aptarnavimo bei priežiūros sąlygas).

KOKYBĖS KONTROLĖ (QC)

Kokybės kontrolinių tyrimų atlikimas ir jų rezultatų stebėjimas turi būti įprastinė patikimos kokybės kontrolės programos dalimi. Galima įsigyti HEMOCHRON Jr. kokybės kontrolės produktus, jie padės kokybės kontrolę padaryti patogia ir prieinama.

Kasdieninė analizatoriaus kokybės kontrolė

Kas 8 darbo valandas HEMOCHRON Jr. analizatoriumi reikia atlikti   dviejų lygių kokybės kontrolę. Kasdieninei kvalifikuotai kokybės kontrolei galima įsigyti elektroninę kokybės kontrolę, kuri užtikrina dviejų lygių analizatoriaus patikrinimą. Smulkiau apie tai aprašyta konkretaus analizatoriaus modelio vartotojo instrukcijoje. 

Analizatoriaus HEMOCHRON Jr. kiuvečių kokybės kontrolė

Kiekvienos HEMOCHRON Jr. kiuvečių partijos (loto) eksploatacinių savybių kokybę  reikia  patvirtinti atliekant dviejų lygių skysčio kontrolę:

· Kai gauta nauja siunta;

· Po to, kas 30 kalendorinių dienų.

Jei patikrinimo rezultatai  geri, vėliau kiuvečių tikrinti daugiau nereikia, išskyrus atvejus, kai įtariami klinikinių rezultatų svyravimai.

Eksploatacinių savybių patvirtinimas atliekamas naudojant atitinkamus HEMOCHRON Jr. kraujo mikrokoaguliacijos kokybės kontrolės produktus. Kiekviename produkto rinkinyje yra įdėtas paaiškinimas, kaip jį naudoti ACT+ tyrimo kiuvetėms ir priimtinos darbinių savybių normos.

Naudota literatūra:
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VISIEMS SUINTERESUOTIEMS ASMENIMS

Naudojimo instrukcijoje nurodyta, kad ACT+  tyrimo (angl.,- Activated Clotting Time, liet., - aktyvuoto krešėjimo laiko) rezultatai  paprastai būna 10-15% žemesni, negu atliekant tyrimą mėgintuvėlyje su celitu (juodas kamštelis). Skirtumai tampa dar didesni, kai mėgintuvėlyje atlikto ACT tyrimo rezultatas viršija 700 sek. Tai priklauso nuo daugelio veiksnių. Pirmiausiai, ir reagentas, ir matavimo prietaisas  yra skirtingos sistemos. Dar svarbiau tai, kad, priešingai tyrimui mėgintuvėlyje, ACT+ tyrimas nėra jautrus kraujo praskiedimui ir hipotermijai. Tai reiškia, kad bus gaunami patikimi, gerai atkartojami ACT+  tyrimo rezultatai, ypač tiriant vaikus su itin dideliu kraujo praskiedimu, kai tyrimo mėgintuvėlyje rezultatai yra didesni, negu 1500 sek.


Nors šį reiškinį patvirtinančių duomenų turime daug, iki šiol nėra publikacijų specialiuosiuose žurnaluose.  1999 metais, AmSECT  7-ajame regioniniame susitikime Denveryje, buvo pateiktas pranešimas. Jame palyginti daugelio tyrėjų atliktų ACT+ tyrimo ir HEMOCHRON tyrimo mėgintuvėlyje klinikinių tyrimų rezultatai. Šį pranešimą parengė Starwood  Perfusion Group (Vašingtono valstija). Jie nustatė, kad naudodami ACT+ tyrimo metodą,  jie galėjo nusistatyti vieną orientacinį kontrolinį  laiką visiems pacientams, nepriklausomai nuo to, ar gydomi jie aprotininu ar ne, ir šitas laikas buvo 430 sekundžių.


Visais metodais atliekami aktyvuoto krešėjimo laiko tyrimų rezultatai šiek tiek skiriasi. Netgi atliekant tyrimą mūsų  mėgintuvėlių sistema, mėgintuvėlyje su kaolinu gaunami apie 5% aukštesni rezultatai, negu mėgintuvėlyje su celitu. Deja, iki šiol daugelis klinicistų ignoruoja šiuos skirtumus. Tikiuosi, kad Jūsų gydytojams praktikams  bus patogiau dirbti, turint ACT+ tyrimui reikalingą orientacinį kontrolinį laiką  
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