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Ozet

Protrombin zamani, kan pihtilasma sisteminin islerliginin
belirlenmesinde en Onemli laboratuvar testlerinden biridir.
Koagulasyon hastaliklarinin tanisinda, cerrahi girisim Oncesi
hastalarda kanama riskinin belirlenmesinde, oral antikoagulan
tedavideki hastalarin izlenmesinde, ve karaciger fonksiyonunun
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Protrombin zamani test
sonuglarinin Uluslararast Normallestirilmis Oran (INR) seklinde
rapor edilmesi, farkl iireticiler tarafindan iiretilen tromboplastin
reaktiflerinin  kullanimi  sonucu olusan laboratuvarlar arasi
degiskenligi standardize etmek agisindan 6nemlidir. Ancak tiim bu
gelismelere karsin hala sonucglart etkileyen bazi faktorler
bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Protrombin zamani testi,
INR, IS,
Oral Antikoagiilan tedavi
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Summary

The prothrombin time is one of the most important
laboratory tests to determine the functionality of the blood
coagulation system. It is used in patient care to diagnose diseases
of coagulation, assess the risk of bleeding in patients undergoing
operative procedures, monitor patients being treated with oral
anticoagulant therapy, and evaluate liver function. Reporting
prothrombin time results as the International Normalized Ratio
(INR) is important to standardize interlaboratory variability
caused by the use of different thromboplastin reagents. Even with
these improvements, however, a number of factors which affects
the results still remain.
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Protrombin zamam (PZ) testi, koagiilasyonun
ekstrinsik yolunun incelenmesinde kullanilan bir testtir. Test,
tek asamali Quick Metodu ile sitrat iceren plazma
orneklerine tam doku tromboplastini (akciger, beyin veya
plasenta kaynakli doku tromboplastini - fosfolipid ekstrakti)
ve kalsiyum eklenmesinden sonra, fibrin pihtt olusum
stiresinin olciilmesi esasina dayanmaktadir. PZ, koagiilasyon
bozukluklarinda, cerrahi girisim ©ncesi kanama riskinin
belirlenmesinde ve bir karaciger fonksiyon testi olarak
kullanilmaktadir. Ayrica, derin ven trombozu, kalp kapagi
degisimi, pulmoner emboli, koroner tromboz veya diger
tromboembolik hastaliklarda ya da risk grubundaki
hastalarda uygulanan oral antikoagiilan tedavinin (OAT)
takibinde siklikla kullanilmaktadir. Normal bir PZ, ekstrinsik
yolda yer alan faktor II, V, VII, X ve fibrinojen diizeylerinin
normal oldugunu gosterir. PZ, K vitaminine bagimh 4
prokoagiilandan 3’iine (faktor II, VII, X) duyarlidir. In vivo
faktor VIla-doku faktorii yolundaki onemli roliine karsin,
faktor IX diizeyi PZ test sonucunu etkilememektedir.
Fibrinojen diizeyinin 100 mg/dL’nin altinda oldugu
durumlarda ise PZ testi etkilenmektedir.
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Uygulanan oral antikoagiilan ilacin etkin tedavi
dozunu dogru belirlemek amaci ile tekrarlayan PZ
Olciimleri gergeklestirilmektedir. Bu nedenle, PZ testi
tizerine etkili olan pek ¢ok degisken, biiyiikk Onem
tasimaktadir. Dogru sonug, uygun Ornek alimina,
uygulanan test tekniklerine ve protokollerine baglidir.

PZ testini etkileyen faktorler

PZ testini etkileyen en Onemli degigken, reaktifte
bulunan tromboplastindir. Ticari tromboplastinlerin
warfarine olan duyarhiliklann farkli oldugundan, farkli
tromboplastinler kullanilarak elde edilen sonuclarin direkt
karsilastirilmast karisikliga neden olabilmektedir (1-3).
Yiiksek duyarliliktaki tromboplastin reaktifleri (diisiik
International Sensitivity  Index  (ISI)’li), diisiik
duyarliliktakilere (yiiksek IST’li) oranla daha fazla bir
uzamaya yol agarlar. Yani bir hasta, duyarlilig1 diisiik bir
tromboplastin reaktifi ile 14 saniye ve duyarlilign yiiksek
bir reaktifle 18 saniye gibi bir PZ degerine sahip olabilir.
Bu nedenle diisiik duyarlilikta bir tromboplastinle izlenen
bir hastaya, hatali yoruma bagli olarak, uygun PZ oranina
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ulasmak i¢in daha yliksek dozda warfarin uygulanacak
olursa, kanama gibi istenmeyen sonuglar ortaya
cikabilmektedir (4,5). Ancak, yakin zamanda gelistirilen
rekombinant tromboplastinlerin duyarlili§1 oldukg¢a yiiksek
olup, PZ testinin dogrulugunu arttirmaktadirlar.

Farkli tromboplastinler kullanilarak elde edilen PZ
sonuclarinin karsilagtirlmasindaki giicliikkler nedeni ile,
Diinya Saghk Orgiiti (WHO) 1977°de tromboplastin i¢in
uluslararasi bir referans preparati (International Reference
Preparation: IRP) olusturmustur. 1983 yilinda ise, PZ
standardizasyonu i¢in Uluslararas: Normallestirilmis Oran
(International Normalized Ratio= INR) esasina dayanan bir
model tanimlamistir (6). Bu yontemde PZ sonuglari INR
olarak rapor edilmektedir. Teorik olarak INR, ISI degeri 1
olan WHO primer referans tromboplastini kullanildiginda
elde edilecek olan PZ sonucudur. ISI degeri, bir
tromboplastinin ~ duyarlilifini referans
tromboplastininki ile karsilastirir.

uluslararasi

Geleneksel olarak ISI degeri, manuel yontemle test
tromboplastini ve uluslararasi referans tromboplastin ile 60
stabil OAT goren hasta Ornegi ve 20 saglikli kontrol
orneginden elde edilen sonuglarin karsilastirilmas: ile
belirlenmektedir (6). Sonuglarin logaritmalar1 arasindaki
lineer iliskide egim, test tromboplastininin ISI degeridir.

INR  degeri,
hesaplanabilir (4):

INR = ( PZHasta / PZOrtalama Normal )ISI

asagidaki  formiil  kullanilarak

Sonucglarin INR seklinde rapor edilmesi, farkl
laboratuvarlar, tromboplastinler ve cihazlar arasinda
karsilagtirilabilir  hasta sonuglart elde edilebilmesini
saglamaktadir(5). ISI degerleri 0.95 ile 3.0 arasinda
degisen tromboplastinler {iretilse de hasta verileri
hesaplanan INR degerleri araciligiyla
karsilastirilabilmektedir. INR degerleri, OAT go6ren
hastalarda dozun diizenlenmesinde énemlidir (4).

INR sisteminde, 6zellikle ISI degerleri, yontem, cihaz
degiskenleri ve  hesaplamadaki hatalar  {izerinde
durulmaktadir. ISI degerleri cihazlar tarafindan belirgin
sekilde degistirilme potansiyeline sahiptir ve sonug¢ olarak
geleneksel manuel yontemle elde edilenlerle
karsilastirildiginda giivenilir olmayan INR degerleri ortaya
cikmaktadir (7,8). INR hesabinda ISI degeri, iis olarak
kullanildigindan bu degerdeki herhangi bir degisiklik veya
hata, belirgin yanlhis sonuglara yol agabilmektedir. ISI
degeri 1.0’e ne kadar yakinsa INR degerleri o kadar
dogrudur (9). Ayrica, ISI degeri yiikseldik¢e, matematik
olarak tekrarlanabilirligin de o kadar kotii olacagr ileri
striilmektedir (10). ISI degeri 1.2’nin altinda olan
tromboplastinlerle PZ ve PZ oram1 araligt genis
oldugundan, INR’nin tekrarlanabilirligi iyidir. ISI degerleri
belirgin olarak farkli olan reaktifler kullanildiginda farkli
INR degerleri elde edilebildigine iliskin yayinlar
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bulunmaktadir (8, 11-14). Bu farkhiliklar, OAT alan
hastanin tedavisinde hatalara ve tromboz veya kanama gibi
kotii sonuglara yol agabilmektedir.

Sitrat Konsantrasyonu: Sitrat konsantrasyonu INR
sonuglarini etkilemekte olup, 0.109 M (%3.2) ve 0.129 M
(%3.8)’lik trisodyum sitrat {izerine alinan kan 6rneklerinde,
INR degerleri anlamli derecede farkli bulunmus (15, 16,
17) ve yiiksek sitrat konsantrasyonu ile ortalama %19
oraninda daha yiiksek INR degerleri elde edilmistir (15).
Farkli bir calismada, farkli sitrat konsantrasyonlar tizerine
toplanan orneklerin %18’inde, duyarlihig: yiiksek reaktifle
(ISI=1.0) INR’de 0.7’nin iizerinde farklilik saptanirken,
duyarliligy diisiik olan reaktifle (ISI=1.94) farkin daha az
oldugu bulunmustur (17). Bir ¢alismada ise ISI degeri 1.06
olan  tromboplastin  reaktifi  ile  farkh sitrat
konsantrasyonlarinda anlamli farkliliklar saptanmamistir
(18).

National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS), koagiilasyon alt komisyonu,
koagiilasyon testlerinin bir cogu i¢in tek bir sodyum sitrat
konsantrasyonu (%3.2) kullanilmasini karara baglamistir
(19). Bu konsantrasyon, reaktiflerin ISI kalibrasyonu igin
kullanilmas1 ve uluslararasi standartlar organizasyonlarinin
onerdigi konsantrasyon olmasi nedeniyle secilmistir (19).
Bu cozelti ayrica, plazmaninkine yakin bir ozmolaliteye
sahiptir. %3.8’lik sitrat kullanimi ile, vakumlu tiiplerin
dolusunun bozulabildigi, sonuglarin yiiksek hematokrit
diizeylerinden daha fazla etkilendigi de rapor edilmistir (6).
%3.2 sitrat konsantrasyonu ile %5’e kadar diisiik
hematokrit diizeylerinde bile giivenilir sonug elde edildigi
bildirilmistir (20). Farkli sitrat konsantrasyonlarina bagh
olarak PZ sonuglarinda ortaya ¢ikan farkliligin, anormal
hasta sonuclarinda daha belirgin oldugu gosterilmistir (20).
Ayrica, 1.0’e yakin olan ISI degerlerinde, sitrat
konsantrasyonuna cevabin arttig1 bildirilmistir (17). Ancak,
platelet agregometride, kriopresipitat kalite kontrolii gibi
kan bankas1 testlerinde hala %3.8 sitrat kullanimi
Onerilmektedir (21).

Ornek Almu: PZ icin 6rmek alimi ve saklama
kosullar1 hakkinda heniiz bir fikir birligi yoktur. Bazi
arastiricilar sitrath kan ya da plazmanin oda sicakliginda 6
saate kadar saklanabilecegini ileri siirmektedir (22).
Raskob ve arkadaslari: diisik doz warfarin kullanan
hastalarda INR’nin oda sicaklifinda bir gece bekleme
sonucunda anlamli derecede degismedigini (23), Dwyre ve
arkadaslar1 uygun sekilde antikoagiile edilmis olan, hiicre
matriksinden ayrilmis ve ayrilmamis orneklerde INR’nin
oda sicakliginda 0-24 saate kadar etkilenmedigini (18),
Baglin ve Luddington orneklerin tam kan olarak, oda
sicakliginda 3 giine kadar saklanmasi halinde INR’lerde
klinik olarak anlamli bir degisiklik olmadigim (24),
Fairweather ise  oOrneklerin  uzun sire  4°C’de
bekletilmesinin, Faktér VII'nin soguk aktivasyonuna ve
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PZ’de kisalma ile INR’nin hatali olarak diisiik
saptanmasina yol acacagmi (19) bildirmistir. Froom ve
arkadaglari, oda sicakliinda 24 saat bekleyen santrifiij
olmus ya da olmamis Orneklerde INR degerlerinin tutarl
olarak %6 oraninda yiikseldigini, +4 °C’de bekletilenlerde
ise tutarsiz degisiklikler meydana geldigini saptamiglardir
(25). Ayrica, OAT ile birlikte heparin tedavisi uygulanan
hastalarda, test reaktifinin heparini notralize edici bir ajan
icermemesi halinde, sonucun saklama siiresine bagl olarak
degistigi gosterilmistir (21).

NCCLS, 1998 kilavuzunda, PZ testi icin alinan
orneklerin, tam kan seklinde ya da santrifiij islemi
sonrasinda plazmasi ayrilmadan, kapagi kapali tiiplerde, 2-
4°C’de veya 18-24 °C’de saklanabilecegi ve kan
alimmindan sonra 24 saat icinde calisilabilecegi
belirtiimektedir  (21). Orneklerin 24 saat icinde
calisgitlmadigi durumlarda, plazma -20 °C’de 2 hafta, -70
°C’de ise 6 aya kadar saklanabilmektedir.

Cihaz Kullanimm

INR degerleri, kullanilan cihaza bagli olarak da biiyiik
oranda degisebilmektedir. Uretici firmalarin cihaza 6zgii
IST degerleri ile ilgili rehberligi sinirli oldugundan, her
laboratuvar OAT etkisindeki INR degerlerini kendi
belirlemelidir. Cihaza 6zgii ISI degerlerini etkileyen
degiskenler: sicaklik, dogru pipetleme ve Ornege eklenen
sitrat konsantrasyonudur (26). Bircok laboratuvar, farkl
koagiilasyon cihazlarinin ISI degerlerini
etkileyebileceginin ve ISI degerlerindeki bu degiskenligin
OAT alan hastalarda klinik olarak anlamli INR
degisikliklerine yol acabileceginin farkinda degildir.
Yapilan bir ¢alismada 7 farkli reaktif-cihaz kombinasyonu
arasmda biiylik INR farkliliklar1 saptanmustir (10). Bir¢cok
tiretici firma, tromboplastin iizerine cihazin etkisini ortadan
kaldirmak iizere her reaktif-cihaz sistemi i¢in, cihaza 6zgii
ISI degerlerini olusturma yoluna gitmistir. Ancak bu
oldukca zordur; sadece Kuzey Amerika’da PZ/INR testi
icin yaklasitk 250-300 reaktif-cihaz kombinasyonu
bulunmaktadir (10). Laboratuvarlarin iyi tanimlanmis ISI
degerlerine sahip olan reaktif-cihaz sistemlerini kullanmasi
durumunda, PZ/INR testinin standardizasyonu ¢ok daha iyi
olacaktir.

ISI’nin  lokal kalibrasyonu: Reaktif-cihaz test
sistemleri arasindaki degigkenlik, her laboratuvarin kendi
PZ/INR test sistemini kalibre etmesi gerekliligini
dogurmustur. Kullamilan yontemlerden biri, WHO
protokoliidiir. Ancak, IRP kullanarak 20 normal saglikl
ornek ve 60 OAT hasta orneginde manuel metodla bu
protokoliin uygulanmasi pratik degildir (19). Yakin zamana
kadar lokal ISI kalibrasyonunda kullanilabilecek ticari
FDA onayl kalibrator plazmalar mevcut degildi. Ayrica
liyofilize, yapay olarak vit-K eksikligi olusturulmus
plazmalarin ya da liyofilize, OAT plazmalarindan

T Klin J Med Sci 2002, 22

Zuhal PARILDAR ve Ark.

hangisinin kullanilmasinin dogru oldugu tartismaliydi.
Farkli caligmalarda bu farkli plazmalarla, olasilikla vitamin
K antagonistlerinin indiikledigi proteinlerin neden oldugu
farkliliklara bagli olarak, degisik sonuclar elde edildigi
bildirilmistir (27, 28, 29). Liyofilizasyon islemi de farkli
plazmalarda ve reaktif/cihaz sistemlerinde test sonuglarimni
etkileyebilmektedir (29, 30, 31).

Yakin  zamanda lokal PZ/SI  degerlerinin
kalibrasyonu i¢in donmus kalibrasyon plazmalar1 fikri
ortaya atilmistir. Precision Biologic (Dartmouth, NS,
Canada), WHO IRP’a kars1 test edilmis 5 OAT plazmasi
ve 1 normal donmus plazmadan olusan bes giinliik ISI
kalibrasyon seti olusturmustur (RTF/95) (32). PZ/INR
testini uygulayan her  laboratuvar, kullandig1
tromboplastinin ISI kalibrasyonunu bu sekilde yapabilir.
Ayrica, yalnizca donmus plazma kullanimi, plazmalarin
liyofilizasyonunun neden oldugu degiskenligi de ortadan
kaldirmaktadir. Bu yontem, giinlimiizde laboratuvarlar
arast INR karsilagtirilabilirligini saglamanin en pratik ve
dogru yolu gibi goriinmektedir.

Heparinin Etkisi: Heparin, PZ/INR sonuglarini
olumsuz yonde etkilemektedir (33, 34). Bu etki,
tromboplastinin  duyarliligina, kullanilan reaktifte bir
heparin nétralizaninin  varligina ve konsantrasyonuna;
ayrica plazmadaki heparin konsantrasyonuna baghdir.
Yapilan caligmalarda, terapotik heparin
konsantrasyonlarinin  PZ’yi  1-5 saniye kadar uzattig
bulunmustur (33, 34). Baz1 hastalarda PZ’de 0.6-0.8 U/mL
heparin konsantrasyonlar1 ile 10 saniyenin {iizerinde
uzamalar saptanmigtir. Bu durum, OAT alan hastalarda
ciddi bir problem yaratabilmektedir. College of American
Pathologists (CAP)’in bir ¢calismasinda, 4000 laboratuvara
0.5 U/mL konsantrasyonda heparinli normal plazma
gonderildiginde, her biri tek bir reaktif-cihaz
kombinasyonu kullanan toplam 52 grupta rapor edilen
ortalama INR sonuclar1 0.92-1.52 arasinda bulunurken,
normal bir plazma havuzunda INR degeri 0.98- 1.09 olarak
saptanmistir (32). Heparinin etkisi, OAT alan hastalarda
birden fazla koagiilasyon defektinin bulunmasina bagh
olarak artabilmektedir. Heparinin PZ iizerine olan etkisi,
Heparsorb, Polibren veya protamin siilfat gibi heparin
notralize edici maddeler iceren tromboplastin reaktiflerinin
kullanilmasi ile notralize edilebilir ya da azaltilabilir.
Giiniimiizde {iretici firmalar, reaktiflerine bu maddeleri
eklemektedirler. Bu maddelerin diisitk molekiil agirlikli
heparini notralize edici etkisi ise heniiz gosterilmemistir
(19). Her laboratuvar, terapotik heparin diizeylerinin
kullandig1 sisteme olan etkisini test etmeli ve bu etkiye
duyarsiz olan reaktifler tercih edilmelidir.

Lupus Antikoagiilamimin (LA) Etkisi: LA, test
sistemindeki fosfolipide baglanarak, pihtilasma siiresinde
uzamaya yol acan bir antikordur (35). Serumlarinda LA’m
bulunan hastalar, vendz ve arteriyel tromboz gelisme
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riskine sahiptirler. Bu nedenle, bu hastalarin ¢ogu warfarin
ile tedavi edilmektedir ve OAT izlemi, seri PZ oSl¢iimleri
ile yapilmaktadir. Genellikle PZ’nin LA’dan etkilenmedigi
sOylenmektedir. Yapilan bir ¢calismada, mekanik endpoint
bir otomatik koagiilasyon sisteminde LA’1nin, rekombinant
tromboplastin (Innovin, Dade-Behring) disinda, 8 farkli
tromboplastinle elde edilen sonuglar iizerine cok az etkili
oldugu gosterilmistir (36). Ancak, LA’inm, PZ’nim
etkiledigi ve bu etkinin, INR sonuglarinin yiikselmesi
seklinde oldugu bildirilmektedir (37). LA varhiginda OAT
alan hastalarda Onerilen terapotik INR araligi ise
tartismalidir. Bazi aragtirmacilar bu hastalarda PZ/INR
yerine, LA’dan etkilenmeyen protrombin-prokonvertin
testini 6nermektedir (37, 38, 39). Bazilan ise, kromojenik
testler ya da LA’nin inhibitor etkisini azaltmak i¢in en az 3
diliisyonda tek asamali pitht1 olsumuna dayanan testlerle
faktor II ve X diizeyinin 6l¢iimiinii 6nermektedir (39, 40,
41). Her laboratuvar, kendi reaktif-cihaz sisteminde
LA’ninin etkisini goz ontinde bulundurmalidir.

Diyetteki vitamin K miktar1 warfarinin PZ iizerine
etkisini etkileyebilmektedir. Ayrica warfarinin etkisi K
vitamin depolarinin diisilk olmasi, vitamin K emiliminde
bozukluk veya genis spektrumlu antibiyotiklerin
gastrointestinal sistem floras1 {izerine etkisiyle de
degisebilmektedir. Warfarinin %95-97’si emilim sonrasi
albumine  baglanmaktadir. Bu  nedenle  albumin
diizeyindeki belirgin azalmalar, serbest warfarin diizeyinin
yiikselmesine ve PZ sonucunun uzamasma neden
olmaktadir. Bu durumda, warfarinin dozu azaltilmalidir.

Hematokrit diizeylerinin yiiksek oldugu durumlarda,
tiipteki antikoagiilanin miktar1 hematokrit degeri dikkate
alinarak azaltllmalidir. Bu sekilde bir diizenlemenin
yapilmamasi hatali uzun PZ degerlerine yol acacaktir.

PZ/INR Sonuclarinin Rapor Edilmesi

OAT disindaki klinik durumlarda INR sonuclarini
rapor etme yontemi lizerinde bir goriis Dbirligi
saglanamamistir. Bazi laboratuvarlar, ISI'nin kullanildig:
matematiksel bir doniisim olmasi nedeniyle sadece
INR’nin rapor edilmesini dogru bulmaktadir (19). Bir¢cok
laboratuvar uzmani, yiiksek ISI degerine sahip reaktiflerle
bulunan daha kisa PZ sonuclarina aliskin olan klinisyenler
icin, daha uzun PZ degerlerinin yaniltici olacag: goriisiinde
olup, ISI degeri diisiik olan tromboplastinleri kullanma
konusunda isteksiz davranmaktadirlar. Bu, 6zellikle PZ’nin
OAT izlemi disindaki bir amagcla istenildigi durumlarda
dogrudur (19). OAT ve OAT disindaki durumlar igin iki
ayr1 sonug rapor sistemi olusturulmasini savunan goriisler
de bulunmaktadir. INR degerinin antikoagiilasyona
baslanan hastalarda, karaciger yetmezligi gibi diger
koagiilasyon bozukluklarinda da kullanilabilecegine iliskin
veriler bulunmaktadir (42, 43). Triplett, stabil OAT alan
hastalarda en uygun secenegin INR oldugunu; ancak,
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karaciger hastaligi, kalitsal faktor eksiklikleri, rutin tarama,
preoperatif inceleme ve vitamin K  eksikliginin
aragtirilmast  durumlarinda INR  kullaniminin  uygun
olmadigini ileri siirmektedir (44). Fairweather, hafif bir PZ
yiiksekliginin, klinik olarak anlamli bir koagulopatide tek
ipucu olabilecegini; sonuglar1 sadece normalin iist sinirinda
bir INR degeri olarak rapor etmenin INR hesabinin
eksponansiyel olmasi nedeni ile sorun olusturacagini
bildirmistir (19).

Sonug olarak; INR’nin dogrulugu ve
tekrarlanabilirligi PZ testine ve tromboplastinin ISI
degerine baghdir. Cihazlar INR degerlerini bilyiik oranda
etkilediginden, reaktif/cihaz ikilisine ©zgii olmayan ISI
degerleri hatali sonuglara neden olmaktadir. Bu nedenle
tiretici firmanin cihaza 6zgii ISI degerlerini saglayamadig:
durumlarda  her laboratuvarin  kendi lokal ISI
kalibrasyonunu yapmasi biiyiikk 6nem tasimaktadir. Ayrica,
sonuglarin  degerlendirilmesinde sitrat konsantrasyonu,
ornek alimi ve saklama kosullari, heparin, LA, hastanin
albumin ve hematokrit diizeyleri gibi degiskenlerin PZ
izerine etkileri g6z Oniinde bulundurulmalidir. OAT nin
PZ/INR sonuglant ile giivenilir izlemi icin laboratuvar
uzmanlarina biiyiik sorumluluk diismektedir.
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