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Forord 
 
Denne bacheloroppgaven er skrevet av tredjeårs bioingeniørstudenter fra 
NTNU i Ålesund, våren 2016. Oppgavens tema er laget av fagbioingeniør 
Bjørn Ødegård ved medisinsk biokjemi avdeling, seksjon Kristiansund. 
Utførelsen av studien ble gjort ved sykehuslaboratoriets medisinsk biokjemi 
avdeling, seksjon for Hematologi og koagulasjonsanalyser. Tema til 
oppgaven er sammenligning av PT-INR verdier i EDTA plasma mot PT-INR 
verdier i citrat plasma.  
Denne oppgaven har vært utfordrende og spennende for oss.  
I forbindelse med denne oppgaven, vil vi takke Medisinsk biokjemi 
laboratoriet, seksjon Kristiansund for å ha vært til stor hjelp til 
gjennomføring av denne studien.  
 
Vi vil også takke vår prosessveileder Willy Sæther ved NTNU i Ålesund, som 
har hjulpet oss mye gjennom skriveprosessen, ved å ha gitt oss gode 
tilbakemeldinger underveis i prosessen. Videre takker vi våre fagveiledere 
Fagbioingeniør Bjørn Ødegård og Bjørnar Thorsen ved Medisinsk biokjemi 
laboratoriet, seksjon Kristiansund. 
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1.0 Sammendrag 

Oppgaven ble foreslått av Medisinsk biokjemi avdeling, seksjon Kristiansund. De ønsket å 

finne ut om EDTA-plasma kan brukes alternativt til citrat-plasma til PT-INR analysen. 

EDTA-plasma er som oftest lett tilgjengelig prøvemateriale fra pasienter. 

Hvis studien viser at EDTA-plasma kan brukes til PT-INR analyse, er dette positivt for 

pasienter, fordi på denne måten unngår å bli stukket enda en gang, når leger bestiller PT-

INR analyse i ettertid av prøvetaking. I tillegg ble det utført en holdbarhetsstudie, som 

består av to deler: 

-    Sammenligne PT-INR verdier for citrat-plasma og EDTA-plasma i et tidsintervall 

på femti timer. Citrat- og EDTA-plasma fra samme pasient oppbevares i både 

romtemperatur og kjøleskap. EDTA-plasma fra romtemperatur sammenlignes med 

citrat-plasma fra romtemperatur. Fem pasienter velges ut til dette formålet. Prøvene 

analyseres for PT-INR hver femte time i over to døgn, og resultater sammenlignes 

for å finne ut om PT-INR verdier holder seg stabilt over tid. 

-       Sammenligne oppbevaring av EDTA-plasma og citrat-plasma i romtemperatur og 

kjøleskap med hensyn til PT-INR analyse.  

Den praktiske delen av studien ble utført ved sykehuslaboratoriet i Kristiansund, der 

oppgaven ble foreslått. Blodprøver av 64 pasienter ble samlet inn, hvor 43 av dem gikk på 

Marevanbehandling. Prøvene ble behandlet etter gjeldende prosedyrer ved laboratoriet og 

analysert for PT-INR, ved bruk av STA-R Evolution instrument. 

Lignende studier har blitt gjort før, og disse har vist at PT-INR fra EDTA-plasma alltid er 

litt lavere enn PT-INR fra citrat-plasma. Dermed foreslo fagveilederen vår å lage en 

kalibreringskurve som er rettet mot EDTA-plasma, på STA-R instrumentet, når man 

analyserer PT-INR. Denne kalibreringskurven er kalt for EDTA-INR. PT-INR verdier i 

EDTA-plasma, kjørt med denne metoden blir sammenlignet med PT-INR i citrat-plasma 

fra den vanlige kalibreringskurven. 

 

Til å tolke resultater fra studiene blir det benyttet lineær regresjon, Bland Altman plott 

(Differanse plott) og Passing Bablok metode. 
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2.0 Innledning	

2.1 Bakgrunn for oppgaven	

Hensikten med denne oppgaven var å sammenligne PT-INR utført i citrat-plasma mot 

EDTA-plasma. PT-INR (Protrombin International Normalized Ratio) er en analyse som er 

mye i bruk til vurdering og oppfølging av pasienter med blant annet blødningstendens, eks. 

pasienter som bruker oral antikoagulasjonsmidler. 

  

PT-INR er en koagulasjonsanalyse som måler hvor effektiv koagulasjonsfaktorene i 

kroppen fungerer til å levre blodet. Hvis det er mangler eller defekter på én eller flere 

koagulasjonsfaktorer, vil det påvirke PT-INR, siden koagulasjonsprosessen er et 

kaskadesystem.  

2.2 Problemstilling	

Sammen med fagveileder og prosessveileder ble vi enige om følgende problemstillinger: 

  

1. Kan EDTA-plasma brukes alternativt til citrat-plasma ved PT-INR-analyse? 

EDTA-blod brukes først og fremst til hematologianalyser, men vi ville finne ut om EDTA-

plasmaet kan også brukes til koagulasjonsanalysen PT-INR. 

Dette kan være nyttig i tilfeller hvor PT- INR etter-rekvireres, og citrat-plasma ikke er 

tilgjengelig av vedkommende pasient.  

  

2. Hvordan er holdbarheten til EDTA-plasma, sammenlignet med citrat-plasma i 

romtemperatur med hensyn til PT-INR? 

Holdbarheten til citrat-plasma er 48 timer ved romtemperatur, ifølge St. Olavs Hospital sin 

lab-håndbok (1). Vi ville derfor sammenligne holdbarheten for citrat-plasma og EDTA-

plasma med 50 timers tidsintervall. 

Her sammenligner vi PT-INR verdier fra EDTA-plasma og citrat-plasma som står i 

romtemperatur. 
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3. Blir holdbarheten bedre når citrat-og EDTA-plasma oppbevares i romtemperatur 

enn i kjøleskap? 

Flere av holdbarhetsstudiene som har blitt utført tidligere foregår ved romtemperatur. Vi 

ville finne ut om det utgjør en forskjell hvis plasma oppbevares i romtemperatur eller 

kjøleskap. 

PT-INR verdier i EDTA-plasma i romtemperatur sammenlignes med PT-INR-verdier i 

EDTA-plasma i kjøleskap. Det samme gjøres for citrat-plasma. 

   

4. Kan en ny kalibreringskurve rettet mot EDTA-plasma være en god metode til 

måling av PT-INR? 

STA-R maskinen bruker en kalibreringskurve som er laget av kalibrator for citrat-plasma. 

Kalibreringskurven er av den grunn mer tilpasset citrat-plasma.  

  

Når vi innfører en ny kalibreringsmetode rettet mot EDTA-plasma i instrumentet, får vi en 

ny kalibreringskurve som er bedre tilpasset PT-INR resultater fra EDTA-plasma. PT-INR 

fra EDTA-plasma kjøres i den nye metoden og sammenlignes med PT-INR fra citrat-

plasma i den vanlige (tradisjonelle) metoden. 

 

2.3 Grunnen til valg av temaet	

Vi valgte dette temaet fordi det er relevant i vårt felt, samt syntes vi det virket spennende 

og utfordrende for oss.  

Vi har tidligere utført PT-INR analyse ved bruk av manuell metode på skolelaboratoriet, 

og både teorien og metoden virket fascinerende, derfor ønsket vi å gjøre en større oppgave 

med PT/INR analysen som hovedtema.  

 

2.4 Tidligere studier	

Det er gjort to lignende studier tidligere. En ved høgskolen i Bergen i 2011 og en ved 

høgskolen i Ålesund i 2012. Begge studiene konkluderte at det er avvik på PT- INR - 

verdiene i EDTA-plasma sammenlignet med citrat-plasma. 
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Studien fra Ålesund foreslår å innføre en faktor på 1,1 for å korrigere PT- INR verdien i 

EDTA-plasma. De anbefaler at metoden brukes kun som nødløsning, og citrat-plasma bør 

tas av pasient når det er mulig(2). 

  

Ved Høyskolen i Bergen kom de frem til lignende konklusjon. Resultat til PT-INR fra 

EDTA-plasma blir systematisk lavere sammenlignet med PT-INR verdier i citrat-plasma, 

og økte verdier av PT-INR førte til større differanse mellom citrat-plasma og EDTA-

plasma(3).  
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3.0 Teori	

Når koagulasjonsfaktorer og trombocytter kommer i kontakt med en skadet karvegg 

initieres hemostase. Hemostase kan oppstå pga. karskade, shear stress (eks. sterk 

blodstrøm) eller biokjemisk aktivering (4). Hemostase er et samspill mellom trombocytter, 

koagulasjonsfaktorer og subendoteliale strukturer. Hemostase omfatter 4 hoved hendelser: 

- Skadet blodkar trekker seg sammen ved hjelp av glattmuskulatur i karveggen. 

- Trombocytter aktiveres når de kommer i kontakt med subendothelia kollagen. 

Videre adhererer til skadeområdet og danner plateplugg ved å aggregere. 

- Koagulasjonsfaktorer i plasma aktiveres når de kommer i kontakt med skadet vev. 

Det finnes faktorer i vev og blod som setter i gang koagulasjonsprosessen. 

Sluttproduktet er uløselig fibrin som dannes fra den løselige formen fibrinogen via 

en polymeriseringsprosess. 

- Blodkar repareres og fornyes (5). 

3.1 Endotelcellelaget	

Det innerste laget av karveggen består av endotelceller. Endotelcellene spiller en viktig 

rolle som barriere mellom subendotelial-strukturer og komponentene i blodet(6). 

Endotelceller gjør at transport av blodceller skjer jevnt og uten turbulens. Dette er for å 

unngå aktivering av koagulasjonsfaktor og trombocytter. Det intakte endotelcellelaget 

sekrerer antikoagulanter som hindrer aktivering av trombocytter og koagulasjonsfaktorer. 

Det er viktig at endotelceller inhiberer koagulasjonsprosessen i blodkar, slik at en trombe 

ikke dannes. I endotelceller foregår syntese og sekresjon av disse stoffene som inhiberer 

hemostase. 

I endotelceller dannes det prostasyklin og nitric oxide. Prostasyklin frigjøres fra 

endotelceller for å hindre aktivering av trombocytt, når endotelcellelag er intakt. Nitric 

oxide dannes i endotelceller, og frigjøres for å opprettholde et utvidet blodkar (7). 

  

I endotelceller dannes det TFPI (tissue factor pathway inhibitor). Dette er en antikoagulant 

som hemmer TF (tissue factor). TF er en av koagulasjonsfaktorene i den ytre 

koagulasjonsveien. Endotelceller sekrerer også thrombomodulin og heparan sulfate. Begge 

stoffer hindrer dannelse av trombin (7). 
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3.2 Primær hemostase	

Primær hemostase omfatter aktivering av trombocytter. Dette er en respons når et blodkar 

skades. Trombocytter er inaktiv i blodbanen, og aktiveres via en rekke forskjellige 

prosesser. Det foregår cellulære reaksjoner i primær hemostase. Disse reaksjonene skjer 

parallelt og forsterker hverandre slik at en plateplugg dannes (4,5). 

  

Det første som skjer ved skade av blodåre er at glatt muskulatur i karveggen trekker seg 

sammen. Glattmuskulatur trekker seg sammen dels pga. stimulering fra nervesystem og 

dels fra sekresjon av serotonin fra blodplater. Serotonin virker karkontraherende i 

blodårene, og blodårene trekker seg sammen for å redusere blodtap.  

Trombocyttenes oppgaver i hemostasen er å adherere, aggregere, sekrere og translokere 

(5). 

 

- 3.2.1 Adhesjon 

Glattmuskulatur, sammen med kollagen og fibroblaster, finnes i subendoteliale strukturer. 

Kollagen produseres av fibroblaster som befinner seg i bindevev. Når blodåren skades blir 

subendotelialt kollagen eksponert slik at plateadhesjon opptrer(4,5). 

  

Plateadhesjon kan foregå ved direkte og indirekte binding av blodplater; 

- Direkte adhesjon er når blodplater binder seg direkte til kollagen. Blodplaten har 

spesifikke kollagen reseptorer som kan binde seg direkte til subendotelial kollagen. 

Disse reseptorene kalles for glykoprotein Ia/IIa og VI (GP Ia/IIa og GPVI). De er 

transmembran glykoprotein. 

 

- Indirekte adhesjon er når trombocyttbinding med subendotelialt kollagen er mediert 

av Von Willebrand faktor (VWF). Von Willebrand faktor fungerer da som et lim 

mellom kollagenet og trombocyttene. Den har ligander som kan binde seg med 

kollagen og trombocyttreseptorer(4,7,8). 

  

Von Willebrand faktor (VWF) er et stort multimert glykoprotein (600 000 - 20 000 000D), 

og spiller en viktig rolle i primær hemostase.  

Von Willebrand faktor finnes blant annet i endotelceller, blodplatenes alfa-granula og 

plasma. I endotelcellelaget frigjøres VWF når endotelceller skades, og i plasma 
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transporterer VWF koagulasjonsfaktor VIII. Denne faktoren blir dannet i hepatocytter og 

andre vev. FVIII trenger VWF for at den skal bli stabil, slik at det fraktes ut i blodbanen 

(4,5).  

  

Trombocytter binder seg med VWF ved hjelp av reseptor glykoprotein Ib/IX/V (GP 

Ib/IX/V). En slik adhesjon blir sterk slik at dannelse av plateplugg kan fortsette selv under 

betingelser med sterk blodstrøm. I arterier og arterioler foregår slik adhesjon, mens i vener 

og kapillærer vil trombocytter binde seg direkte med kollagen til den skadede blodåren 

(4,7). 

  

Når trombocytter adherer aktiveres de, slik at formen endrer seg fra rund og får isteden 

pseudopodier. Dette gir økning av cytoplasmas overflate(5). 

Det er flere biokjemiske prosesser som kan aktivere trombocytter. Trombocytter kan også 

aktiveres av ADP, ephinefrin og trombin. ADP og ephinefrin er svake 

blodplateaktivatorer, mens trombin og kollagen er sterke aktivatorer som gir irreversibel 

aktivering. Trombin er en serine protease, som har en sentral rolle i sekundær 

hemostase(4,9). 

  

- 3.2.2 Sekresjon 

Aktivering av trombocytter fører til at granula i trombocytter frigjøres. Det er to typer 

granula i trombocytter, alfa granula og dense granula. I alfa granula finnes det blant annet 

Von Willebrands faktor, fibrinogen, FVa, FXa osv. Når disse molekylene frigjøres kan de 

delta i dannelse av plateplugg eller dannelse av fibrin. 

 

I alfa granuler er det flere elementer som har funksjon til å adherere og aggregere 

blodplater. VWF deltar aktivt i adherering av blodplater, mens fibrinogen fremmer 

blodplateaggregering. FVa og FXa deltar i sekundær hemostase. 

  

Dense granula inneholder ATP, ADP, Ca++ og seretonin. ADP og seretonin er blodplate 

agonister, og ved frigjøring av disse elementer skjer det mer aktivering og rekrutering av 

blodplater. Kalsium brukes til aktivering av blodplater og sekundær hemostase(7,8). 
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ADP og Ca++ som frigjøres vil også aktivere fosfolipase A2. Fosfolipase A2 frisetter 

arakidonsyre fra membran fosfolipidlaget. Syklooxygenase omgjør arakidonsyre til 

prostaglandiner, som videre konverteres til tromboxane A2 (TxA2) i trombocytter og 

prostacyklin i endotelceller. Enzymet tromboxane syntetase som finnes i trombocytter 

katalyserer denne reaksjon. 

Tromboxane A2 fører til at Ca++ frigjøres, og forfremmer aggregering og sammentrekning 

av glattmuskulatur (4,5,7). 

 

- 3.2.4 Aggregering 

Når trombocytter aktiveres eksponeres et nytt sett med reseptor på overflaten til 

plasmamembranen. Disse kalles for glykoprotein IIb/IIIa (GP IIb/IIIa). GP IIb/IIIa reseptor 

tillater at fibrinogen, VWF og fibronectin binder seg.  

Når kalsium er tilstede kan fibrinogen binde seg til resepor GP IIb/IIIa og lenke sammen 

trombocytter, slik at aggregering oppstår (5,7).  

 

- 3.2.3 Translokering 

Cellemembranen til trombocyttene spiller en viktig rolle i aktiveringen av 

koagulasjonsfaktorer. Cellemembran til trombocytter består av nøytral fosfolipid i den ytre 

vegg og negativ fosfolipid i den indre vegg. Ved aggregering blir negative fosfolipider, 

som fosfatidylserin translokeret til den ytre vegg. Koagulasjonsfaktorer har sterk affinitet 

til aktiverte cellemembran, slik at trombocyttmembran blir en katalytisk overflate, der 

koagulasjonfaktorer kan aktivere hverandre og danne trombin (5). 

 

 

3.3 Sekundær hemostase	

Platepluggen som dannes ved primær hemostase er bare en midlertidig stansing av 

blødning og er svak, derfor må den forsterkes for å redusere risiko for videre blødning. 

Forsterkingen av platepluggen skjer ved en lang prosess som involverer en rekke 

koagulasjonsfaktorer. Det er minst 16 koagulasjonsfaktorer. Disse er glykoproteiner, hvor 

de fleste produseres i lever, og noen få produseres i endotelceller, monocytter og 
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megakaryocytter. 8 av koagulasjonsfaktorene (enzymer) transporteres i plasma i inaktiv 

form, og kalles for zymogener. 

Koagulasjonsfaktorer kan være serine protease eller kofaktorer. Serine protease er 

proteolytiske enzymer fra trypsinfamilien, og omfatter trombin (faktor IIa), FVIIa, FIXa, 

FXa, FXIa, FXIIa og prekallikrein. Koagulasjonsfaktorer som er kofaktorer binder og 

stabiliserer sine spesifikke enzymer. 

Koagulasjonsfaktorer nummereres med romertall, og i aktiv form får koagulasjonsfaktoren 

bokstaven a etter sitt romertall, eks. VII -> VIIa (7). 

  

Hensikten med koagulasjonsprosessen er å få generert uløselig fibrin. For at dette skal skje 

må faktor X aktiveres. Aktivert faktor X aktiverer protrombin til trombin. Trombin i sin tur 

spalter løselig fibrinogen til uløselig fibrin. 

Aktiveringen av faktor X skjer via to ulike veier: 

- Den ytre koagulasjonsvei (Extrinsic pathway) 

- Den indre koagulasjonsvei (Intrinsic pathway) 

  

Den ytre og indre koagulasjon har til felles koagulasjonsfaktor X, V, protrombin og 

fibrinogen (7). 

- 3.3.1 Ytre koagulasjonsvei (extrinsic pathway) 

Den ytre koagulasjonsveien starter når blodkar skades og Tissue factor (TF= faktor III), 

også kjent som thromboplastin, kommer i kontakt med komponenter i blodet. Denne 

aktiveringsveien blir ofte kalt Tissue Factor Pathway, da det er TF som setter i gang 

koagulasjonskaskaden (13). 

  

Tissue factor har en transmembran glykoproteinreseptor som finnes i en rekke forskjellige 

celler, som subendoteliale cellemembraner, fibroblaster og leukocytter ved inflammasjon. 

Normalt er TF ikke eksponert i blodbanen, men eksponeres når endotelceller skades (7). 

Koagulasjonskaskaden starter med at TF binder seg til faktor VIIa. Denne bindingen skjer 

ved tilstedeværelsen av kalsium og fosfolipid. Kalsium er med på å bygge en bro mellom 

TF og faktor VII. Aktivert TF/FVIIa kan aktivere faktor X direkte og indirekte (4,7). 

  

Direkte aktivering foregår når TF/VIIa omdanner faktor X til Xa. Mens ved indirekte 

aktivering aktiverer TF/FVIIa først faktor IX til IXa. Faktor IXa binder deretter kofaktor 
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VIIIa (IXa:VIIIa kompleks) på trombocyttoverflaten. Dette komplekset går over til å 

aktivere faktor X. 

Faktor Xa danner kompleks med faktor Va. Dette komplekset dannes når faktor Va bindes 

til faktor Xa på trombocyttoverflaten. Komplekset FXa:FVa går videre til å aktivere 

protrombin (faktor II) til trombin (4,7). 

- 3.3.2 Den indre koagulasjonsveien 

Alle nødvendige faktorer for starten av den indre koagulasjonsveien er tilgjengelige i 

blodet. Faktorene er VIII, IX, X, XI og XII, og i tillegg til disse er det nødvendig med 

proteinene prekallikrein (PK) og high-molecular-weight kininogen (HMWK), samt 

kalsium og fosfolipider. 

Starten av denne aktiveringsveien skjer når blodkar skades og faktor XII aktiveres. Faktor 

XII aktiveres når den kommer i kontakt med negativt ladde overflater som f.eks. kollagen. 

Denne aktiveringen kalles kontaktaktivering. På samme måte aktiveres High-Molekular- 

weight kinogen (HMWK) og prekallikrein, også kjent som Fletsher factor. 

Små mengder XIIa konverterer prekallikrein til kallikrein. Så vil kallikrein sammen med 

HMWK aktivere mer faktor XII. Dette resulterer i økning av mengde aktivert faktor XII 

(XIIa). Faktor XIIa aktiverer i sin tur faktor XI. 

Videre aktivering av faktor X skjer på følgende måte: 

• Faktor XIa aktiverer faktor IX-->IXa, dette skjer ved tilstedeværelsen av Ca++. 

• Faktor IXa danner kompleks med faktor VIIIa og fører til dannelse av faktor Xa. 

• Faktor VIII aktiveres av både faktor Xa og trombin. Dermed økes aktivering av 

faktor VIII, når det dannes mer faktor Xa og trombin. Trombin øker også 

aktivering av faktor X (10,11). 

 

- 3.3.3 Felles koagulasjonsvei 

Gjennom den indre og ytre koagulasjonsvei aktiveres faktor X. Etter aktivering av faktor 

X, går begge veier inn i en felles koagulasjonsvei. 

I den felles koagulasjonsveien aktiverer FXa trombin. Aktivering av trombin skjer i flere 

hydrolytiske prosesser som fører til at peptidfragmenter, også kalt protrombin 1+2, spaltes 

fra protrombin. 

Trombin har flere funksjoner i koagulasjonssystemet. Trombin omdanner fibrinogen til 

løselig fibrin ved å spalte peptidene A og B fra fibrinogen. Peptidene A og B er 
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fibrinmonomer som blir polymerisert, slik at fibrinkoagelet dannes når kovalent binding 

oppstår mellom dem.  

I tillegg aktiverer trombin faktor XIII til faktor XIIIa, som stabiliserer og forsterker 

koagelet (4,7). 

 

Trombin forsterker også koagulasjonsprosessen ved å aktivere kofaktorene V, VIII og 

faktor XI. Aktivering av disse faktorene vil generere mer trombin og dermed kan mer 

fibrin dannes fra fibrinogen(7). 
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Figur 3.3.4: viser koagulasjonsprosessen, der faktor X aktiveres via den indre og ytre 

koagulasjonsveien. Tilslutt møtes de i et felles koagulasjonsvei, hvor generert trombin 

spalter fibrinogen til fibrin (Figur er hentet fra referanse nr.12). 

 

  

 

 

 3.4 Fibrinolyse	

Det siste trinnet i koagulasjonsprosessen er fibrinolysen. Fibrinolysen er prosessen hvor 

fibrinkoagelet blir brutt ned, etterhvert som tilheling skjer. Denne prosessen er langsom, 

men startpunktet for den er like etter dannelsen av koagelet. 
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I koagelet er fibrin bundet til plasminogen. Plasminogen er inaktiv og må aktiveres til 

plasmin, som er hovedenzymet i fibrinolysen. Det er Tissue Plasminogen Aktivator (TPA) 

og urokinase som spalter plasminogen på et spesielt sted, slik at plasmin dannes. Enzymet 

TPA sekreres fra endotelceller og sirkulerer i plasma bundet til PAI-1 inhibitor.  

Når plasmin aktiveres vil den bryte ned fibrinpolymer, slik at det dannes 

fibrindegradasjonsprodukter (X, Y, D, E) og D-dimer (4,7). 

 

3.5 Vitamin K	

Vitamin K er et molekyl som er fettløselig. Absorbsjonen av vitamin K skjer i tarmen. Fra 

tarmen blir K-vitaminet fraktet til leveren ved at de binder seg til chylomikroner. I leveren 

må K-vitaminet være tilstede for at koagulasjonsfaktorene II, VI, IX, X, protein S og 

protein C skal syntetiseres (14, 15).   

 

Alle disse 6 proteinene inneholder glutaminsyre. Vitamin K vil omdanne glutaminsyre til 

gammakarboksyglutaminsyre (gamma karboksylering), og proteiner får negativ 

nettoladning. Når de har negativ nettoladning kan de binde seg med Ca++, og deretter 

binde seg til fosfolipidmembraner. Når vitamin K mangler, eller ved bruk av vitamin K 

antagonister (marevan), blir glutaminsyre ikke omdannet, og når dette skjer vil ikke 

proteinene klare å binde seg med kalsium og fosfolipider. De får dermed ingen biologisk 

aktivitet og vil ikke delta i koagulasjonsprosessen. 

Vitamin K er dermed svært viktig for koagulasjonen (7, 16). 

Økt mengde av vitamin K er heller ikke gunstig, siden det kan gi forgiftninger. Dette kan 

da være på grunn av for stort inntak av vitaminet (15). 

- 3.5.1 Marevan 

Pasienter med atrieflimmer og kunstige hjerteklaffer er utsatt for å danne blodpropp og 

emboli. Pasienter med stor risiko for blodproppdannelse får derfor ofte 

antikoagulasjonsmiddelet Marevan. 

Marevan senker aktiviteten av enzymet vitamin K epoxide reduktase, som gjør at gamma 

karboksylering av glutaminsyre undertrykkes. Dette fører til at dannelsen av 

koagulasjonsfaktorene blir nedsatt. 

PVIKA (Protein Induced in Vitamin K Absence) faktorer syntetiseres. Disse har da verken 

inhibisjonseffekt eller koagulasjonseffekt. (7) 
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For pasienter med venetrombose, lungeemboli, atrieflimmer, dilatert kardiomycopati og 

hjerteaneurisme holdes PT-INR verdien helst mellom 2,0-3,0. PT- INR verdien for 

pasienter med mekanisk klaffeprotease, mitralstenose, venstre ventrikkeltrombe og 

profylakse etter hjerteinfarkt holdes mellom 2,5 -3,5. (18) 

Siden Marevan hemmer vitamin K, vil koaguleringsprosessen i kroppen bli lengre enn 

normalt, og mindre effektiv. Dette minsker risikoen for dannelse av blodpropp, men 

risikoen for blødning øker selv ved små skader. Marevanbrukere blir nøye fulgt opp ved å 

måle PT- INR verdien. Effekten av medikamentet er forskjellig fra pasient til pasient, og 

det er derfor viktig at slike pasienter får nøye oppfølging i begynnelsen. PT- INR verdien 

vil da måles jevnlig. Det vil gjøres hyppigere målinger i starten, siden dette avgjør hva 

slags tablettmengde pasienten skal få. Når PT-INR verdien holdes stabil, vil ikke 

pasientens PT-INR bli målt like ofte. Det kan gå flere dager eller uker før PT- INR måles 

igjen (19). 

3.6 PT - INR                   	

PT- INR (protrombintid - internasjonal normalisert ratio) er en koagulasjonstest som 

brukes for å finne trombintiden. Denne testen utføres på pasienter som har stor risiko for 

blødning eller dannelse av blodpropp.  

Testen er følsom for reduksjon av de vitamin K-avhengige koagulasjonsfaktorene II, VII 

og X. Reagenset som brukes til testen inneholder vevstromboplastin og alle andre 

koagulasjonsfaktorer, unntatt faktor II, VII og X. Når reagenset tilsettes i pasientens blod, 

vil mengden av faktor II, VII og X som pasienten har, være hva som avgjør 

koagulasjonstiden. Redusert dannelse av faktorene kan komme av leverskade. En lang 

koagulasjonstid indikerer at pasienten har lavt faktornivå, og kort koagulasjonstid hos 

pasienten indikerer høyt faktornivå (17,20,21).  

 

INR er måleenheten som brukes for koagulasjonstiden. Grunnen til at INR brukes som 

måleenhet, er fordi det er forskjell mellom ulike laboratorier som gjør at prøvesvarene kan 

bli ulike. Dermed ville WHO (World Health Organization) innføre et standardisert system 

for PT i 1985, hvilket ble måleenheten INR. INR-verdien blir da beregnet utfra pasientens 

koagulasjonstid i citrat-plasma. Beregningen gjøres ved at koagulasjonstiden målt i 

sekunder divideres med en koagulasjonstidsbestemt verdi tilsvarende i normal citrat-

plasma. Dette gjøres med hensyn til at citrat-plasma tilsettes TF og Ca++- ioner . 
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 Ligningen som brukes til INR beregningen er: 

 
ISI, som er eksponenten, står for International Sensitivity Index. Dette er PT reagensets 

følsomhetsindeks. WHOs tromboplastinstandard er definert som ISI = 1. De kommersielle 

produsentene av PT må da sammenligne dette med sine PT- reagenser og finne en ISI-

verdi for deres reagens. Videre må de utgi en tabell, slik at man kan finne INR-verdien ved 

å sammenligne resultatet med tabellen (22).  

 

Det finnes to metoder som blir benyttet for måling av protrombintid (PT), Owren metoden 

og Quick metoden. Ved Quick metoden brukes det full blod som tas kapillært ved et stikk i 

fingeren. Mens ved bruk av Owren metoden kan det brukes fullblod og plasma. 

Owren metoden er sensitiv for faktor II, VII og X, som er vitamin K- avhengige 

koagulasjonsfaktorer, mens Quick metoden er sensitiv for faktor II, VII, X, V og I 

I Skandinavia er det Owren metoden som er i bruk til måling av PT-INR ( 23, 24, 25,26). 

 

3.7 STA-R Evolution	

STA-R Evolution er et automatisert instrument som brukes til koagulasjonsanalyser.  

Følgende analyser kjøres i instrumentet; fibrinogen, anti Xa, antitrombin III, PT-INR, 

APTT, D-dimer, APC-resistens, protein C og protein S.  

STA-R Evolution bruker ulike metoder til koagulasjonsanalyser: 

- Klot-test 

- Kromogene substrat analyse 

- Immunturbidimetriske test (27) 

 

Instrumentet består av 8 måleposisjoner og 32 inkuberingsposisjoner, som ligger i en 

varmeblokk hvor temperaturen er på 37 +0,5 grader. Ved analysering blir plasma fra 

prøveglasset overført til en kyvette, som videre flyttes til inkuberingsposisjon og/eller 

måleposisjonen vha. ‘’the suction head’’. I fronten av maskinen er det en skuff for brukte 

kyvetter. Kyvetter kastes i denne skuffen når analysen er ferdig (28). 
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STA-R Evolution kan analysere over 180 tester per time, lasting av prøver er rack-basert 

med plass til 215 prøver i instrumentet. I tillegg har det 70 posisjoner til kontroller, 

reagenser og kalibratorer (27). 

 

- 3.7.1 Måling av PT-INR med klot test 

Prinsippet som STA-R Evolution bruker til å analysere PT-INR er klot-test. 

Klot-testen brukes til måling av PT-INR. Endeproduktet til analyse er dannelse av fibrin. I 

citrat-glass binder citrat kalsium i blodet. Ved å binde kalsium i blodet vil koagulasjon 

ikke oppstå, og som nevnt tidligere spiller kalsium en viktig rolle i hemostasen. 

Testen starter ved at tromboplastin reagens tilsettes sammen med fortynnet plasma i en 

kyvette. Tromboplastin inneholder Tissue Factor og kalsium. Når disse tilsettes i plasma 

vil koagulasjonen starte, og maskinen måler da tiden det tar til det dannes fibrin. 

Viskositeten vil forandre seg når en klot(fibrin) dannes. Det er en stålkule i kyvetten, og 

den beveger seg i konstant hastighet i et elektromagnetisk felt. Når viskositeten øker vil 

kula få mindre bevegelse i kyvetten. Når kula stopper helt opp så har koagulasjonen 

inntruffet. Det som måles er tida det tar fra tromboplastinreagens tilsettes til kula stopper, 

og dette er koagulasjonstiden. Utfra koagulasjonstiden, som er målt i sekunder, beregner 

instrumentet PT-INR-verdien. 

Koagulasjonstiden bestemmes av mengde faktor II, VII og X i plasma (20,29,30).  

 

- 3.7.2 Reagenser 

STA-R Evolution instrumentet har en skuff som inneholder tre reagenssoner (R0,R1 og 

R2). R0 er sonen for kalibratorer/kontroller, R1 er en mellomreagenssone og R2 er Start 

reagenssonen. Temperaturen i reagenssonene skal være 15-19 grader (28).  

 

Det brukes ulike reagenser til ulike analyser. Til måling av PT-INR brukes det STA-SPA+ 

reagens. Dette reagenset brukes til analysering av faktor II, VII og X.  

 

STA-SPA+ settet til PT-INR analysen inneholder to reagenser. Reagens 1 (frysetørket) 

består av tromboplastin fra kaninhjerne og adsorbert bovint plasma med 

koagulasjonsfaktoren V og fibrinogen. Reagens 2 er rekonstitueringsvæske med kalsium.  

Når reagens 2 overføres til reagens 1, blir reagenset rekonstituert. 
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Reagensene skal ha romtemperatur ved tillaging(20). 

- 3.7.3 Kvalitetskontroll 

For å sikre at metoden gir god nøyaktighet og repeterbarhet er det viktig at det kjøres 

kontrollmålinger med jevne mellomrom.  

 

Det finnes interne og eksterne kvalitetskontroller som brukes til dette formålet. Interne 

kvalitetskontroller som brukes er scandinorm og scandipath fra STAGO. Scandinorm er 

frysetørket citrat-plasma med PT-INR i normalområde, og scandipath er frysetørket citrat-

plasma med PT-INR i terapeutisk område. Interne kvalitetskontroller analyseres hverdag, 

og resultater som er blitt samlet over tid fra de to kontrollene kan gi en oversikt over 

metodens reproduserbarhet(30,31). 

 

Kontroller kjøres: 

- hver morgen 

- ved nylaget reagens 

- etter kalibrering  

- ved behov 

Interne kvalitetskontroller må godkjennes før pasientsvaret gis ut. I STA-R instrumentets 

skjermbildet for kontroll er det blitt beregnet middelverdier til kontroll 1 (scandinorm) og 

kontroll 2 (scandipath), og grenseverdier er justert etter det. Kvalitetskontrollen må være 

innenfor grenseverdiene for at den skal godkjennes.  

 

Eksterne kvalitetskontroller kjøres 4 ganger i året og kommer fra NOKLUS (20). 

- 3.7.4 Kalibrering av STA-R Evolution 

Kalibreringen av STA-R instrumentet er en viktig del av vedlikeholdet. Kalibrering med 

hensyn til PT-INR gjøres med EQUALIS, som er en svensk kalibrator for 

protrombinkompleks aktivitet. Kalibratorsettet fra EQUALIS består av to PT-INR 

kalibratorer og en kontroll, og de er humant antikoagulant citrat-plasma(20). Kalibratorer 

fra EQUALIS har verdiene 0,95 og 4,03(32).  

Kalibratoren er rettet mot citrat-plasma, men man har mulighet til å innføre en ny 

kalibreringsmetode i maskinen, slik at kalibreringskurven modifiseres. 
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Kalibreringen kan gjøres ved å teste en eller flere prøver med kjente verdier (kalibratorer) i 

instrumentet, slik at man ender opp med en kalibreringskurve som viser forholdet mellom 

signal fra instrumentet på y-aksen og konsentrasjonen av analytt på x-aksen. Funksjonen 

på en lineær kalibreringskurve er gitt ved: y= bx+a (33). 

  

STA-R Evolution bruker punktkalibrering til å lage kalibreringskurver for ulike analyser. 

Til PT-INR analyse brukes det topunktskalibrering, hvor den ene kalibratoren har høy PT-

INR verdi, og den andre har lav PT-INR verdi. Kalibreringskurven til PT-INR er lineær og 

følger overnevnte funksjon. 

3.9 Prøverør	

Ulike prøverør har ulike tilsetninger, som avgjør hvilken analyse prøverøret kan brukes til. 

For eksempel tilsetningen i citrat-rør, gjør at det kan brukes for koagulasjonsanalyser.         

                                                                                                                                                                                                                                                                                                      

- 3.9.1	Citratrør	

Citratrør inneholder buffret natriumcitrat. Ved blodprøvetaking med citratrøret vil citrat 

binde seg med kalsiumioner i plasmaet slik at koagulasjonen ikke oppstår. Som sagt 

tidligere er kalsium en viktig faktor i koagulasjonssystemet, og kalsium må være tilstede 

for at koagulasjonsprosessen skal foregå. Derfor er det reagenset (STA-SPA+) som brukes 

til PT-INR inneholder kalsium.  

 

Fortynningsforholdet til citratrøret er 1:9, som betyr 9 deler blod og 1 del citratløsning. På 

grunn av fortynningsforholdet er det viktig at røret blir fylt opp helt (90%), slik at det gir et 

så nøyaktig fortynningsforhold som mulig.  

 

Rørene finnes med to forskjellige citratkonsentrasjoner. Det ene har  3,2% (0,105-0,109 

M) natriumcitrat, mens det andre har 3,8% (0,129 M). Det er anbefalt å bruke citratrøret 

med 3,2% citratkonsentrasjon for PT- INR analyser og for APTT. Dette er anbefalt av 

Clinical Laboratory Standard Institute, fordi verdiene vil være 10% lavere for INR og 

APTT ved bruk av røret med citratkonsentrasjon på 3,2% enn med 3,8%. 

Det er viktig at citratrøret ikke blandes kraftig, siden det kan påvirke koagulasjonen ved 

aktivering av blodplater (34 og 35). 
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- 3.9.2	EDTA	(Etylen-diamin-tetra-acetat)	rør	

EDTA-rørene inneholder antikoagulanter, som hindrer koagulasjonskaskaden. 

Koagulasjonen hindres ved at EDTA binder seg til kalsiumioner i plasmaet og danner 

kalsiumkomplekser. Fordi morfologien til blodcellene oppbevares, vil dette røret bli brukt 

til hematologianalyser.  

Det finnes to typer EDTA-rør. Det ene røret er tilsatt tørrstoffet K2-EDTA, mens det andre 

er tilsatt flytende K3-EDTA (36).  

 

Det anbefales av Clinical Laboratory Standard Institute å bruke K2-EDTA til 

hematologianalyser, fordi K3-EDTA er flytende, og dette vil gi et fortynningsforhold som 

vil påvirke blodcellenes volum. K3-EDTA-røret må fylles helt opp, siden for lite blod i 

røret vil føre til økt konsentrasjon av EDTA. Dette vil da føre til endringer i blodcellenes 

morfologi, ved at de krymper.  

 

Dersom man bruker EDTA-plasma til elektrolyttanalyser, vil det gi falskt lave 

konsentrasjoner for elektrolyttene. Årsaken til dette er at EDTA vil også binde seg til 

magnesium og jernioner i plasmaet.  

 

EDTA-blodet brukes vanligvis til analyse av HbA1c, og plasmaet brukes til homocystein-, 

ACTH- og renin-analyser. For å unngå danning av mikrokoagler er det viktig at røret 

blandes forsiktig og så raskt som mulig etter prøvetaking (34, 37 og 38). 
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4.0 Material og metode  

4.1 Design	

Det praktiske delen av oppgaven ble utført ved medisinsk biokjemi avdeling, seksjon 

Kristiansund. Vi brukte 12 dager til prøveinnsamlingen. Deltakerne av prosjektet var i 50-

årsalderen og oppover.  

 

Det ble tatt blodprøver av 64 pasienter i både EDTA-rør og citratrør. Antall (n) pasienter 

som brukte antikoagulasjonsmedisin i form av Marevan var 43. De resterende pasientene 

brukte ingen form for antikoagulasjonsmedisin. Dette ble kontrollert ved at pasienter fikk 

spørsmål ved prøvetaking om vedkommende brukte Marevan.  

 

Pasienter som var med i studien ble muntlig informert om prosjektet, før de ga muntlig 

samtykke for deltakelsen. Fagveileder gikk god for at det holdt med muntlig informert 

samtykke, så lenge pasienten forstod hva studien går ut på og gav muntlig samtykke for 

deltakelsen.  

4.2 Utstyr	

- Venøs blodprøvetakingsutstyr 

- 4ml EDTA-rør (K2EDTA) 

- 3,5ml citratrør (9NC Cogulation sodium citrate 3,2%) 

- Plastpipetter (5 ml) 

- Plastrør (4ml) 

- Mikrorør  

- Korker til mikrorør 

4.3 Materialinnsamling:	

Samling av prøvemateriale til studien foregikk på poliklinikken. Vi tok ansvaret for 

blodprøvetaking av polikliniske pasienter. Før prøvetaking spurte vi pasienter om 

samtykke og forklarte til dem hensikten bak studien. Når pasienten har gitt samtykke til å 

delta, fikk de også spørsmål om de bruker Marevan eller ikke. Dette var for å kontrollere 

antall pasientprøver med Marevanbrukere.  
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Det ble tatt et ekstra 4 ml EDTA-rør og et ekstra 3,5 ml citratrør på pasientene som deltok i 

studien. Blodprøvetaking var utført venøst og prosedyren som gjelder for prøvetaking ved 

laboratoriet var fulgt nøyaktig. 

Alle pasientprøver til studien fikk et tall som ID-nummer, og dette ID-nummeret ble 

skrevet på prøveglasset, sammen med klokkeslett.  

For å unngå pre-analytiske feilkilder ble vi enige at disse kravene følges: 

- Alle prøverør fylles opp til streken. Dette er viktig med tanke på 

fortynningsforholdet. Spesielt i citrat-rør er det et krav at forholdet mellom blod og 

citratløsning er 9:1.  

- Rekkefølgen for prøveglassene følges, for å unngå fare for krysskontaminering. 

Det anbefales fra produsenten (Vacuette) at citratrøret tappes før EDTA-røret(39). 

- Pasientprøver må blandes godt for å unngå koagulering.  

- Bruk av vanlig nål og ikke butterfly-nål til prøvetaking. Luft i butterfly-slangen vil 

føre til at citratrøret ikke fylles helt opp, slik at fortynningsforholdet blir feil. 

 

Det var utfordrende å få tak i Marevanbrukere som kunne delta i studien. Polikliniske 

pasienter brukte ofte andre typer blodfortynnende medisiner som ikke påvirket PT-INR 

verdien. Vi fikk rundt 2 polikliniske pasienter per dag som brukte Marevan. Dermed måtte 

vi spørre bioingeniører på avdelingen om hjelp. Vi spurte om de hadde mulighet til å ta et 

ekstra citratrør og EDTA-rør på inneliggende pasienter, dersom det er blitt bestilt PT-INR 

analyse, når de er ute på runder. Bioingeniørene måtte også be om samtykke fra 

pasientene.  

4.4 Analyseinstrumenter	

Instrumenter som ble brukt til studien var Hettich Rotina 35 R Sentrifuge og STA-R 

Evolution maskin. Alle blodprøver til studiene ble sentrifugert med Hettich Rotina 35 R 

sentrifuge i 13 min ved 3700rpm med 2403g. 

 

Analysering av PT-INR foregikk i STA-R Evolution maskin. Analysering av kontroller på 

instrumentet gjøres hver dag. Ved sykehuslaboratoriet i Kristiansund, har nattvakten 

ansvaret for å analysere kontroller og kontrollere at alle reagenser er løst opp og klare til 

bruk. 
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Innsetting og kjøring av prøvene i STA-R Evolution maskin ble gjort på følgende måter 

(40): 

- Pasientprøvene sjekkes for luftbobler. 

- Sentrifugerte pasientprøver settes i rack, i dette racket er det 5 prøveposisjoner. 

- Racket settes på brettet før det plasseres i maskinen. STA-R- Evolution vil 

automatisk laste racket inn i maskinen.  

- Pasientprøver med barkode blir automatisk identifisert, og det trengs ikke å legge 

inn pasientens ID eller å bestille analysen. Analyser som er blitt bestilt kjøres 

automatisk av maskinen.  

- Pasientprøver som var brukt til studien har ikke barkode, slik at når prøvene gikk 

inn i maskinen ble de automatisk sendt ut igjen for å bli identifisert. Et skjermbilde 

dukker opp når pasientprøvene var blitt sendt ut. På dette skjermbildet kunne man 

skive inn pasientens ID-nummer. Vi valgte, som nevnt tidligere, å gi deltakerne i 

studien et tall som ID nr. Vi skrev dette inn, sammen med hva slags type plasma 

det brukes (EDTA eller citrat).  

- Pasientprøver lastes inn i maskinen igjen og vises i testpanelbildet. Siden det er 

ingen analyser som er bestilt, ble analysen bestilt direkte i testpanelbildet ved å 

dobbeltklikke på ønsket analyse (PT-INR). Analysering av pasientprøver vil starte.  

- Pasientprøver tas ut av maskinen ved å velge “unload” på diplayet, og tag racket 

som man vil ta ut.  

- Pasientprøver til studien oppbevares i en kort periode før de kastes. Og 

pasientprøver som brukes til holdbarhetsstudie oppbevares i romtemperatur eller 

kjøleskap til slutten av studien.  

 

4.5 Reagenser og kontroll	

Reagenser, kontroller og løsninger som STA-R Evolution brukte til PT-INR analysen er 

listet og oppgitt i eget vedlegg (Vedlegg 1)(41,42). 

 

4.6 Utførelse av studier	

- Sammenligningsstudie for PT-INR utført i citrat-plasma mot EDTA-plasma  

Til sammenligningsstudie brukte vi 49 prøver totalt, 27 av pasientene var under 

Marevanbehandling. Pasientprøvene ble sentrifugert og 2 ml plasma fra EDTA-rør og 
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citrat-rør ble avpipettert over i hvert sitt plastrør. Plastrørene ble deretter merket med 

permanent tusj, for både nummer og type plasma (EDTA eller citrat).  

EDTA-plasma og citrat-plasma ble analysert for PT-INR i STA-R Evolution maskin.  

 

 

- Holdbarhetsstudier 

Vi valgte ut 5 pasientprøver som hadde PT-INR i terapeutisk område (Marevanbrukere) til 

holdbarhetsstudiene, hvorav samtlige også ble brukt i sammenligningsstudien.   

Parallelprøvene til hver pasient ble sentrifugert og fordelt. Vi overførte citrat-plasma i to 

merkede mikrorør og EDTA-plasma i to merkede mikrorør. Det ene mikrorøret med 

EDTA-plasma var oppbevart i romtemperatur, mens det andre mikrorøret var oppbevart i 

kjøleskap, med temperatur på ca. 2-8 grader. Det samme ble gjort med citrat-plasma. 

 

Mikroprøvene ble analysert med STA-R maskinen hver femte time, i et tidsintervall på 

femti timer. Nattevakten og kveldsvakten kjørte analysen på den tiden vi ikke var på 

laboratoriet. Vi lagde et tidsskjema for å kjøre prøvene til riktig tid, som nattevakten og 

kveldsvakten også fulgte (vedlegg 2). 

 

 

- Kalibreringskurve for EDTA-plasma 

Sammen med fagveilederne valgte vi å lage en ny kalibreringskurve i STA-R maskinen, 

som målte PT-INR bedre i EDTA-plasma. Vi fikk ikke utført dette selv, men observerte 

hva fagveileder gjorde for å lage en ny kalibreringskurve.  

 

Ved å velge kalibreringspanel på maskinen, vil man komme inn på et skjermbilde, hvor 

man kan forandre og sette inn ny kalibrator. For å lage kalibreringskurve for EDTA-

plasma, trengte vi nye kalibratorer. Kalibratorer for EDTA-plasma finnes ikke, så vi måtte 

simulere en kalibrator som er rettet mot EDTA-plasma. Fagveilederne mente at 

pasientprøver kunne brukes til dette formålet.  

 

Vi valgte ut 3 pasienter med EDTA-plasma, og brukte dem som simulator. Vi visste PT-

INR verdiene i citrat plasma til pasientene fra før, og i kalibreringspanelet skrev vi inn 

riktig verdiene til kalibratorer.  
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Dette var en trepunktskalibrering, og EDTA-plasma som ble brukt hadde forskjellige 

verdier:  

- Lav (EDTA 1: 0,98) 

- Middels (EDTA 2: 2,58) 

- Høy (EDTA 3: 2,94) 

 

EDTA kalibratorer ble satt i kalibratorposisjonen (R0) inn i STA-R maskinen. 

Kalibratorer ble kjørt og resultat plottet inn, slik at vi fikk en kalibreringskurve.  

 

Vi analyserte 30 paralleller, der EDTA-plasma ble analysert for PT-INR med den nye 

kalibreringskurven og den vanlige kalibreringskurven, og citrat-plasma fra samme pasient 

ble analysert for PT-INR med den vanlige kalibreringskurven.  

 

Samme kontroller kunne brukes til den nye kalibreringsmetoden, men fordi kontrollene er 

for citrat-plasma ble det nødvendig å forandre akseptområdet (den nye kalibreringskurven 

gav litt høyere PT-INR verdier). Akseptområdet til scandipath ble forandret til 2,85 - 3,90, 

og scandinorm var også forandret til 0,95 - 1,15. Tildligere akseptområde til scandipath var 

2,80-3,50, og for scandinorm var det 0,85-1,15. 

 

Kontroll til EDTA-INR (Den nye kalibreringsmetoden) metode ble kjørt hver dag, og 

kontrollert av oss.  

 

4.7 Statistisk metode 	

Følgende statistiske metoder brukes til å presentere og tolke resultat fra denne oppgaven.  

- Lineær regresjon  

- Differanseplott (Bland Altman plot) 

- Passing-Bablok metode 

 

- 4.7.1 Lineær regresjon 

Lineær regresjon er en statisk metode som kan brukes til å finne ut om det er lineær 

sammenheng mellom to ulike metoder. Metoden sier noe om hvor godt en rett linje 

beskriver sammenhengen mellom to datasett av x og y verdier (43). 
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Ved regresjonsanalyser kan man forklare observerte verdier fra en testmetode (y) ved hjelp 

av en referansemetode (x). Det er regnet med at x-verdier er kjente standardverdier uten 

usikkerhet, mens måleusikkerhet finnes bare på y-verdier. Måleusikkerheten på y-verdier 

antas å være konstant og uavhengige av hvilke x-verdier det måles på.  

Referansemetoden (x) er dermed en uavhengig variabel, mens testmetoden(y) er en 

avhengig variabel (43).  

 

For å kunne si noe om sammenhengen mellom metodene, lages det en graf hvor man 

plotter inn observerte verdier fra testmetoden på y-aksen, og observerte verdier fra 

referansemetoden på x-aksen. Da lages det en lineær linje som går gjennom punktene på 

grafen, slik at avviket mellom punktene og linjen blir minst mulig. Formelen til en slik rett 

linje er gitt ved  

y=bx + a. 

Der b er stigningstallet for den rette linjen og a er skjæringspunktet med y-aksen(43).  

 

I tillegg beregnes korrelasjonskoeffisienten R, for å finne ut hvor stor andel av punktene er 

tilpasset den rette linjen. Korrelasjonskoeffisienten er alltid et tall mellom -1 og 1. 

Korrelasjonskoeffisienten forteller oss to ting: 

 

1. Korrelasjonskoeffisientens positive eller negative tegn, sier noe om hvordan 

testmetoden (y) oppfører seg i forhold til referansemetoden (x). Når R er positiv, 

øker y-verdiene med de økende x-verdiene. Mens negativ korrelasjonskoeffisient 

R, forteller at metodene beveger seg i motsatt retning, altså y-verdiene minker med 

økende x-verdier og omvendt (44). 

 

2. Det er lineær sammenheng mellom metodene man sammenligner (x og y), når alle 

punktene ligger på regresjonslinjen, og korrelasjonskoeffisienten er lik 1 eller -1. 

Når korrelasjonskoeffisienten R er lik 0, er det absolutt ingen lineær sammenheng 

mellom metodene (44).  

 

- 4.7.2 Differanseplott  

Differanseplott, også kjent som Bland Altman plott benyttes til sammenligning av to 

kvantitative metoder. Differanseplott er scatterplott, der man kvantifiserer metodene, ved å 
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sette inn bias og konfidensintervall(45). Bias er den gjennomsnittlige differansen mellom 

to metoder. Bias hjelper å bedømme hvor høye (positiv bias) eller lave (negativ bias) 

verdiene fra testmetoden er i forhold til referansemetoden(46).  

 

Det brukes 95% (2 SD) konfidensintervall. For å beregne dette må man finne bias og 

standard error of mean(SEM). SEM beregnes også fra differansen mellom to metoder. 

Øvre og nedre konfidensintervall beregnes fra bias og SEM. 

Øvre konfidensintervall: Bias +2SD * SEM 

Nedre konfidensintervall: Bias -2SD * SEM 

 

I differanseplott blir differansen(x-y) plottet mot gjennomsnittet av resultater ((x+y)/2). X 

er referansemetoden og y er testmetoden. Man får en graf som visuelt illustrerer om det er 

sammenheng mellom to metoder. 

 

I denne grafen kan man se om det er: 

- Områder med kvantitativ differanse mellom metodene. 

- Systematiske feil (hvis punktene ikke er jevnt fordelt, både under og over null 

linjen). Systematiske feil oppstår når observerte størrelse blir systematisk for høye 

eller for lave.  

- Endring av differanse med middelverdi 

- Uteligger (punkter som avviker fra konfidensintervall (47,48) 

 

 

- 4.7.3 Passing Bablok metode  

Passing Bablok er en regresjonsmetode til å sammenligne to analytiske metoder. Passing 

Bablok er en ikke-parametrisk metode, som er mindre sensitiv for uteligger. Metoden tar 

hensyn til usikkerhet i både testmetode og referansemetode. For å bruke Passing Bablok 

forventes det at metodene som sammenlignes har en lineær sammenheng med god 

korrelasjon(49).  

 

Det finnes flere dataanalyse programmer, som kan brukes til beregning av Passing Bablok. 

Vi bruker XLSTAT til beregning av Passing Bablok regresjon(50). Analyse av PT-INR i 
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EDTA-plasma kaller vi for testmetode, og analyse av PT-INR i citrat-plasma kaller vi for 

referansemetode.  

 

XLSTAT er et tilleggsprogram som brukes sammen med Excel. Resultater som vi får fra 

den praktiske delen plottes inn i Excel, og deretter velger vi Passing Bablok funksjon i 

XLSTAT til beregning av regresjonsplott. I denne funksjonen plotter man verdier fra 

referansemetoden på x-aksen, og verdier fra testmetoden på y-aksen. Regresjonsplott som 

beregnes er med 95% konfidensintervall. Man får dermed en øvre og nedre grense for både 

stigningstall og skjæringspunkt.  

Konfidensintervall til stigningstall må inkludere 1, og konfidensintervall til skjæringspunkt 

må inkludere 0. Hvis 1 er inkludert i konfidensintervall for stigningstall, kan man ikke 

avvise hypotesen om at stigningstall er lik 1.  

Det samme gjelder for skjæringspunktet. Hvis 0 er inkludert i konfidensintervall til 

skjæringspunktet kan man ikke avvise hypotesen om at skjæringspunkt er lik 0(51). 

 

Skjæringspunkt måler systematisk differanse mellom to metoder, hvorimot stigningstall 

måler proporsjonal differanse mellom to metoder(52).  

 

Stigningstall i Passing Bablok beregnes fra alle mulige linjekombinasjoner mellom to og to 

punkter. Stigningstall (b) til regresjonslinje for alle observasjoner er medianen av alle de 

mulige linjekombinasjonene. Skjæringspunktet beregnes deretter fra medianen eller 

middelverdien av alle observasjonene(53).  

 

- 4.7.5 Relativ økning 

Til holdbarhetsstudien bruker vi relativ økning til å regne ut konsentrasjonsendring for PT-

INR verdi i EDTA- og citrat plasma.  

Relativ økning: sluttverdi - begynnelseverdi   * 100% → Y = Y1 - Y0 * 100% (54) 

                                 begynnelseverdi                                                  Y 

Y0 er konsentrasjonen i nullprøven, og Y1 er konsentrasjonen i prøven oppbevart i timer 

ved romtemperatur eller kaldt temperatur.  

På holdbarhetsstudien blir gjennomsnittlige endring av konsentrasjonen til pasientprøver 

og standard error of mean(SEM) beregnet. Det også blir beregnet 90% konfidensintervall 

for den gjennomsnittlige endringen(55). Gjennomsnittlige endring for PT-INR analysen 
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kan ikke være >10%. Avvik som er >10% gir klinisk signifikant forskjell utfra 

retningslinjer fra CLSI.  

 

- 4.7.6 Konfidensintervall 

Konfidensintervallet blir brukt som statistisk mål, for å vurderer ukjente størrelser som er 

hentet ved datainnsamling av materialet. Med den nedre og øvre grensen er det mulig å 

bestemme hvor god estimatet er. Usikkerheten vil være større når man får et intervall som 

er større, mens når intervallet er mindre vil usikkerheten være mindre. Den nedre og øvre 

grensen kan bli beregnet med for.eks. 90% eller 95% konfidensintervall, som forteller oss 

med 90% eller 95% sikkerhet om metodene. ( 56, 57) 

Vi brukte 90% konfidesintervall til beregning av resultater fra holdbarhetsstudie, og 95% 

konfidensintervall til beregning av resulater fra sammenligningsstudie.  

Formel for beregning av konfidensintervall med tosidig t-test er oppgitt under(43): 
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5.0 Resultat 

Rådata som ble samlet til de 4 ulike delstudiene, ble brukt til presentering av resultatet. 

Videre brukes oppnådd resultat til å svare på de fire del-problemstillingene som ble 

presentert i innledningskapittelet (kapittel 1.0). 

 

5.1 Sammenligningsstudie 

Målet med sammenligningsstudien var å finne ut om EDTA-plasma kan brukes alternativt 

til citrat-plasma ved PT-INR analysen. 

 

- Pasientprøver i normalområde (0,92 - 1,19)  

 

 
Figur 5.1.1a: PT-INR verdier i EDTA-plasma plottet på y-asken mot PT-INR verdier i citrat-plasma 

på x-aksen. 
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Figur 5.1.1b: PT-INR verdier i EDTA-plasma plottet på y-asken mot PT-INR verdier i citrat-plasma 

på x-aksen 

 

                                              

 
Figur 5.1.1c: På x-aksen er det plottet gjennomsnitt verdier til PT-INR for citrat- og EDTA plasma 

mot PT-INR differansen mellom EDTA-og citrat plasma på y-aksen.  

 

Figur 5.1.1a viser regresjonslinjen for PT-INR i normalområde. Ligningen til 

regresjonslinjen er; y = 1,039x + 0,0801. 



 36 

Korrelasjonskoeffisienten R2 er 0,9801. Dette viser at det er god lineær sammenheng 

mellom de to metodene, siden 98,01% av datasett støtter den lineære sammenhengen. 

  

Figur 5.1.1b viser Passing Bablok regresjonsplott for PT-INR i normalområde. 

Regresjonslinjen har stigningstallet 1 og skjæringspunktet -0,045.  På denne grafen er 

det blitt beregnet øvre og nedre grenseverdier med 95% konfidensintervall. 

Grenseverdier for stigningstallet er 0,958 - 1,125, og grenseverdier for skjæringspunktet 

er -0,169 - 0 (vedlegg 3). 1 ligger innenfor grenseverdiene for stigningstallet, slik at vi 

ikke kan avvise hypotesen om at stigningstallet er lik 1. Det samme gjelder for 

skjæringspunktet. 0 ligger innenfor grenseverdiene for skjæringspunktet, slik at vi 

heller ikke kan avvise hypotesen om at skjæringspunktet er lik 0. Metodene har dermed 

ikke noe systematisk eller proporsjonalt avvik. På grafen er det også tegnet en linje y=x. 

Denne viser om resultater fra referansemetoden er lik resultater fra testmetoden. Denne 

regresjonslinjen er litt forskjøvet oppover, men den ligger parallelt med Passing Bablok 

regresjonslinjen som indikerer at linjene har veldig likt stigningstall. Men siden EDTA 

plasma gir litt lavere PT-INR resultater enn citrat plasma, får Passing Bablok 

regresjonslinjen litt lavere verdier i forhold til y=x. 

  

Figur 5.1.1c viser differanseplott for PT-INR i normalområde. Differansen til metodene 

varierer fra 0,01 - 0,06. De fleste verdiene ligger innenfor grenseverdien 2SD, unntatt 

en. Verdien som ligger utenfor grenseverdien har differansen på 0,1. 

Bias er på 0,04 og standard error of mean(SEM) er 0,014. Bias på 0,04 indikerer at 

systematisk avvik er lavt. 
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- Pasientprøver i terapeutisk område (1,48 - 9,45) 

 

 
Figur 5.1.2a: PT-INR verdier i EDTA- plasma plottet på y-asken mot PT-INR verdier i citrat-plasma på 

x-aksen. 

 

 
Figur 5.1.2b: PT-INR verdier i EDTA-plasma plottet på y-asken mot PT-INR verdier i citrat-plasma på 

x-aksen. 
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Figur 5.1.2c: På x-aksen er det plottet gjennomsnitt verdier til PT-INR for citrat- og EDTA plasma mot 

PT-INR differansen mellom EDTA- og citrat plasma på y-aksen. 

 

Figur 5.1.2a viser lineær regresjonslinjen for PT-INR i terapeutisk område. Ligningen 

til regresjonslinjen er y= 0,8701x + 0,0943. Korrelasjonskoeffisienten R2 er 0,9987, 

som viser at det er god lineær sammenheng mellom metodene. 

  

Figur 5.1.2b viser Passing Bablok regresjonsplott for PT-INR i terapeutisk område. 

Regresjonslinjen har et stigningstall på 0,846 og et skjæringspunkt på 0,158. På 95% 

konfidensintervallet er grenseverdier for stigningstallet 0,833 - 0,871, og grenseverdier 

for skjæringspunktet er 0,097 - 0,183 (vedlegg3). 1 ligger ikke innenfor grenseverdiene 

for stigningstallet, og 0 ligger ikke innenfor grenseverdiene for skjæringspunktet. Vi 

kan avvise hypotesen om at stigningstallet er lik 1, og skjæringspunktet er lik 0. Det er 

systematisk og proporsjonalt avvik mellom metodene. 

Hvis metodene ikke hadde systematisk og proporsjonalt avvik ville regresjonslinjen til 

Passing Bablok være y=x. Når man sammenligner disse to linjene kan man observere at 

de avviker mer og mer fra hverandre når PT-INR verdien øker. 

  

Figur 5.1.2c viser differanseplott for PT-INR i terapeutisk område. De fleste verdiene 

(unntatt 2 verdier) er innenfor øvre og nedre grenseverdi. Verdiene som er utenfor 

grenseverdier har en differanse på 0,74 og 1,03. Utfra disse resultatene bestemte vi oss 

å dele konsentrasjonsområder for PT-INR analysen, siden differansen blir høy når PT-
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INR øker. Når PT-INR verdier fra citrat plasma er fra 1,48 til 4,41 er differansen 

mellom metodene fra 0,09 -0,56. Og når PT-INR verdier fra citrat plasma er fra 5,95 - 

9,45 er differansen mellom metodene fra 0,74 - 1,03(vedlegg 4). Som sagt så øker 

differansen når PT-INR øker. Bias her er 0,278 og SEM er 0,221. Metodene har 

definitivt systematisk avvik. 

  

 

 

- Pasientprøver i normal og terapeutisk område (0,92 - 9,45) 

Vi ville også undersøke hvordan verdiene vil fordele seg når hele datasettet (n=49) ble 

presentert sammen (PT-INR i normal og terapeutisk område). 

 

 
Figur 5.1.3a: PT-INR verdier i EDTA-plasma plottet på y-asken mot PT-INR verdier i citrat-plasma på 

x-aksen. 
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Figur 5.1.3b: PT-INR verdier i EDTA-plasma plottet på y-asken mot PT-INR verdier i citrat-plasma på 

x-aksen. 

 

 

 
Figur 5.1.3c: På x-aksen er det plottet gjennomsnitt verdier til PT-INR for citrat- og EDTA plasma mot 

PT-INR differansen mellom EDTA- og citrat plasma på y-aksen. 

 

Figur 5.1.3a viser lineær regresjonslinjen for PT-INR i normal og terapeutisk område. 

Ligningen for regresjonslinjen er y=0,8706x+0,0929. Korrelasjonskoeffisienten, R2 er 

0,9991. Dette betyr at 99% av datamaterialet støtter den lineære sammenhengen 

mellom metodene. 
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Figur 5.1.3b viser Passing Bablok regresjonsplott for PT-INR i normal og terapeutisk 

område. Regresjonslinjen har et stigningstall på 0,875 og et skjæringspunkt på 0,085. 

På 95% konfidensintervallet er grenseverdier for stigningstallet 0,861 - 0,889, og 

grenseverdier til skjæringspunktet er 0,064 - 0,103 (vedlegg3). Hypotesen om at 

stigningstallet er lik 1 forkastes, siden 1 ikke ligger innenfor grenseverdiene for 

stigningstallet. Det samme gjelder for skjæringspunktet. Vi forkaster hypotesen om at 

skjæringspunktet er lik 0, siden 0 ikke ligger innenfor grenseverdiene for 

skjæringspunktet. Metodene har systematisk og proporsjonalt avvik. 

Regresjonslinjen avviker fra y=x på samme måte som på figur 5.1.2b for PT-INR i 

terapeutisk område. 

  

Figur 5.1.3c viser differanseplott for PT-INR i normal og terapeutisk område for citrat- 

og EDTA plasma. Differansen øker med gjennomsnittet. Differansen til metodene 

varierer fra 0,01 -1,03. 

Differanseplottet viser at PT-INR verdiene for de fleste prøvene ligger innenfor 2SD, 

unntatt 2 prøver. Disse verdiene er også uteligger på differanseplottet for PT-INR i 

terapeutisk område (figur 5.1.2c). Beregnet bias er 0,171, og SEM er 0,2. Metodene har 

systematisk avvik. 
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5.2 Holdbarhetsstudien 

Holdbarhetsstudien består av to del-problemstillinger: 

- 5.2.1 Sammenligning av holdbarheten til EDTA plasma mot citrat plasma i 

romtemperatur 

I grafene under er det blitt sammenlignet holdbarheten til EDTA plasma mot citrat plasma i 

romtemperatur med hensyn til PT- INR analysen. 

Resultater fra hvert enkelt pasient ble beregnet for relativ endring, slik at denne endringen 

ble plottet mot tid (0 til 50 timer). Tabeller med beregningene er lagt inn som vedlegg 

(vedlegg 5). 

  
                                              Figur 5.2.1a                                                                 Figur 5.2.1b 

 

Figur 5.2.1a og 5.2.1b viser PT-INR analysen i citrat og EDTA plasma analysert i 

romtemperatur for pasientprøve nr. 1 og 2.  X-aksen viser antall timer, og y-aksen viser 

relativ endring i prosent %. 

Grafen for pasientprøven nr. 1(figur 5.2.1a) viser at verdiene for både citrat- og EDTA 

plasma holder seg nesten likt under de 5 første timene. Relativ endring for citrat plasma 

er rundt -2,8% og relativ endring for EDTA plasma er rundt -3,0%. Etter 5 timer blir 

holdbarheten i citrat plasma forskjellige fra EDTA plasma. I citrat plasma synker 

verdiene frem til 25 timer (- 7,6%) og EDTA plasma får også synkende verdier frem til 

20 timer (-7,9%). Deretter øker kurvene gradvis oppover fram til 50 timer. Relativ 

endring for EDTA plasma er fra -3,1% til -7,9%, og relativ endring for citrat plasma er 
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fra -2,8% til -7,6%. Vi observerte at alle verdiene ligger innenfor 10% avvik, dette er 

viktig fordi et avvik på 10% regnes å være av klinisk interesse.  

  

For pasientprøven nr. 2 (figur 5.2.1b) viser grafen at verdiene for EDTA plasma avviker 

mye mer enn for citrat plasma. Relativ endring etter 5 timer er -5% i citrat plasma og -

7,8% i EDTA plasma. Man kan se en tydelig differans mellom citrat- og EDTA plasma 

over tidsintervallene. 

Relative endring (-10,3%) er høyest i EDTA plasma ved analysering av PT-INR etter 30 

timer og 50 timer. Dette viser at EDTA plasma oppfyller ikke krav om å ha et avvik 

<10%. Citrat plasma har derimot høyest relativ endring (-6,8% og -5,9%) etter 15 timer 

og 40 timer. Relativ endring for citrat plasma er ikke større enn 10%. 

  

Resultater for pasientprøver nr. 3, 4 og 5 er lagt inn som vedlegg (vedlegg 6).Figur 5.2.1c 

viser resultatet for pasientprøve nr. 3. I de 5 første timene er relativ endring -4,7% i citrat 

plasma og -6,8% i EDTA plasma. Gjennom tidsintervallene kan vi se at PT- INR 

verdiene holder seg mer stabil i citrat plasma, og relativ endring varierer fra -4,7% til -

2,9%. PT- INR i EDTA plasma derimot hadde store svingninger mellom tidsintervallene. 

Relativ endring i EDTA plasma synker fram til 25 timer (-9,8%), og etter 30 timer er 

relativ endring i EDTA plasma økt til -3,4%. Relativ endring for både EDTA plasma og 

citrat plasma overstiger ikke 10% avvik. 

  

Tendensen til at citrat plasma verdiene holder seg mer stabil i forhold til EDTA plasma 

verdiene kan vi også se i figur 5.2.1d og 5.2.1e (pasientprøver nr. 4 og 5). 

Figuren til pasientprøve nr. 4 (figur 5.2.1d) viser at PT-INR verdier i citrat plasma har 

relativ endring som er mindre i forhold til relativ endring for PT-INR verdier i EDTA 

plasma. Relativ endring til citrat plasma varierer fra -1% til -4,1%, mens i EDTA plasma 

er det relativ endring fra -4,4% til -8,3%. PT-INR verdier i EDTA plasma avviker en god 

del fra verdiene i citrat plasma. Kurven til EDTA plasma ligger lavere i forhold til kurven 

for citrat plasma. 

  

Fra figuren til pasientprøve nr. 5(figur 5.2.1e) ser vi også at PT-INR verdier i citrat 

plasma holder seg litt mer stabil enn i EDTA plasma. Verdier i citrat plasma har relativ 

endring fra -1,3% til -9,2%, og verdier i EDTA plasma har relativ endring fra -1,15% til -

13,6%. Relativ endring til EDTA plasma overstiger tillatt avvik på >10% etter 20 timer. 
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Begge kurvene synker fram til 10-15 timer. Kurven for citrat plasma øker etter 15 timer, 

og mellom 25 og 45 timer er kurven stabil. Kurven for EDTA-plasma derimot synker 

mellom 0-10 timer, 20-25 timer og 30-40 timer. 

 

- 5.2.2 Sammenligning av holdbarheten til EDTA og citrat plasma oppbevart i 

romtemperatur mot kjøleskap 

I denne delen sammenlignes citrat plasma oppbevart i romtemperatur mot citrat plasma 

oppbevart i kjøleskap, og EDTA plasma oppbevart i romtemperatur mot EDTA plasma 

oppbevart i kjøleskap. Resultatet til pasientprøve nr.1 (figur 5.2.2) og pasientprøve nr.5 

(figur 5.2.6) er presentert under, mens resultatene til pasientprøver nr. 2, 3 og 4 er lagt 

inn som vedlegg (vedlegg 7). 

X-aksen viser antall timer fra 0-50, og y-aksen viser relativ endring i prosent %. 

 

    
                      Figur 5.2.2a                                                            Figur 5.2.2b 

 

Figur 5.2.2a viser at endringer i PT-INR verdier fra citrat plasma er mindre når prøven 

oppbevares i kjøleskap enn i romtemperatur. Citrat plasma som er oppbevart i 

romtemperatur har relativ endring fra -2,8% til -7,6%, mens citrat plasma som er 

oppbevart i kjøleskap har relativ endring fra -1,2% til 1,6%. Relativ endring for citrat 

plasma i kjøleskap er mindre enn for citrat plasma i romtemperatur. Citrat plasma i 

romtemperatur har en kurve som synker fram til 25 timer (-7,6%), mens kurven for 
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citrat plasma i kjøleskap er mer stabil over tidsintervallene. Relativ endring for citrat 

plasma i kjøleskap og romtemperatur overstiger ikke 10% avvik. 

På samme måte viser figuren 5.2.2b at holdbarheten for EDTA plasma er bedre i 

kjøleskap enn i romtemperatur til PT-INR analysen. Relativ endring for EDTA plasma 

oppbevart i romtemperatur er fra -3,1% til -7,9%, mens relativ endring for EDTA 

plasma oppbevart i kjøleskap er fra 0,4% til -3,9%. Kurven til EDTA plasmaet 

oppbevart i kjøleskap synker gradvis nedover, mens kurven til EDTA plasma 

oppbevart i romtemperatur synker brattere fram til 25 timer. Her er relativ endring 

heller ikke større enn 10%. 

 

 

               
                                      Figur 5.2.6a                                                           Figur 5.2.6b 

 

Figur 5.2.6a til pasientprøve nr. 5 viser at citrat plasma i kjøleskap og i romtemperatur 

har verdier som avviker en god del fra nullprøven. Mellom 5 og 10 timer ser det ut til 

at begge kurvene synker, og mellom 25 til 45 timer ser begge kurvene delvis stabil ut. 

Kurvene for citrat plasma i kjøleskap og romtemperatur følger nesten samme 

mønsteret. Relativ endring for citrat plasma i romtemperatur er fra -9,2% til 4,2%, og 

relativ endring for citrat plasma i kjøleskap er fra -8,8% til -0,7%. Verdier for citrat 

plasma i romtemperatur og kjøleskap har ikke avvik som er større enn 10%. 

Figur 5.2.6b viser relativ endring for EDTA plasma oppbevart i romtemperatur og 

kjøleskap til pasientprøve nr.5. Relativ endring for EDTA plasma i romtemperatur er 

fra -1,2% til -13,6%, og relativ endring for EDTA plasma i kjøleskap er fra -0,9% til -

13,2%. I denne grafen er det store avvik i både EDTA plasma oppbevart i kjøleskap 
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og romtemperatur. Mellom 25 og 45 timer får EDTA plasma i romtemperatur og 

kjøleskap et avvik som er større enn 10%. 

  

Resultater for pasientprøver nr. 2, 3 og 4 er presentert i vedlegg 7. Resultatet for 

pasientprøve nr. 2 (figur 5.2.3a) viser at citrat plasma oppbevart i kjøleskap har relativ 

endring fra 0% til -5%. Mens for citrat plasma oppbevart i romtemperatur er det en 

relativ endring fra 0% til -6,8%. Analysering som er gjort etter 5 timer viser 0% 

relativ endring for citrat plasma oppbevart i kjøleskap, mens citrat plasma oppbevart i 

romtemperatur har relativ endring på -5%. 

EDTA plasma oppbevart i kjøleskap (figur 5.2.3b til høyre) ser ut til å være mer 

holdbart enn EDTA plasma oppbevart i romtemperatur. På figuren kan vi se at kurven 

for EDTA plasma i kjøleskap synker gradvis. Mens kurven for EDTA plasma i 

romtemperatur synker brattere fram til 5-10 timer, og deretter synker gradvis fram til 

30 timer. Relativ endring for EDTA plasma oppbevart i romtemperatur er fra -6,4% til 

-10%, og relativ endring for EDTA plasma oppbevart i kjøleskap er fra -0,99% til -

8%. Relativ endring for EDTA plasma i kjøleskap overstiger 10% avvik etter 20 

timer. 

  

Figuren (5.2.4a) til pasientprøve nr. 3 viser at citrat plasma oppbevart i romtemperatur 

er mer stabilt enn citrat plasma oppbevart i kjøleskap, dette har ikke blitt observert på 

de andre grafene. Relativ endring for citrat plasma i romtemperatur er fra -2,9% til -

4,7%, og relativ endring for citrat plasma i kjøleskap er fra -3,7% til 4,4%. I de første 

5 timer ser det ut som citrat plasma oppbevart i romtemperatur (-4,74%) får større 

relativ endring enn citrat plasma i kjøleskap (-2,19%). Kurven for citrat plasma i 

romtemperatur blir etter det mye mer stabil fra 20 til 50 timer. I citrat plasma som er 

oppbevart i kjøleskap er høyest relativ endring mellom 30 og 45 timer, hvor relative 

endring går fra 4,39% til -3,66%. 

Figuren 5.2.4b viser at EDTA plasma i både kjøleskap og romtemperatur er lite stabil 

over tid med tanke på PT-INR analysen. Kurven for både EDTA plasma oppbevart i 

romtemperatur og kjøleskap har store relativ endring. Relativ endring for EDTA 

plasma oppbevart i romtemperatur er fra -3,4% til -9,8%, og relativ endring for EDTA 

plasma oppbevart i kjøleskap er fra -1,3% til -9,96%. Det første som man merker er at 

kurven for EDTA plasma i romtemperatur synker fram til 25 timer (-9,8%), mens 

kurven for EDTA plasma i kjøleskap synker brattere fra 30 til 45 timer. Her er relativ 
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endring for EDTA plasma i kjøleskap og romtemperatur et avvik som er tilnærmet 

10%. 

  

Figur 5.2.5a til pasientprøve nr.4 viser at citrat plasma i kjøleskap har lavere relativ 

endring enn citrat plasma i romtemperatur. Relativ endring for citrat plasma i 

kjøleskap er fra -1,0% til 2,5%, mens relativ endring for citrat plasma i romtemperatur 

er fra -1,0% til -4,1%. Kurven for citrat plasma i romtemperatur synker gradvis fram 

til 15 timer, mens kurven for citrat plasma i kjøleskap øker gradvis fram til 25 timer. 

Etter 25 timer synker kurven for citrat plasma i kjøleskap mens kurven for citrat 

plasma i romtemperatur stiger. Etter 45 timer synker begge kurvene i samme 

retningen. 

For EDTA plasma (figur 5.2.5b til høyre) er relativ endring i romtemperatur fra -4,4% 

til -8,3%, og i kjøleskap er relativ endring fra -3,9% til -0,6%. Kurven for EDTA 

plasma i romtemperatur synker fram til 25 timer, og stiger igjen etter det. Mens 

kurven for EDTA plasma i kjøleskap synker gradvis fram til 50 timer. 

  

Det er blitt beregnet 90% konfidensintervall utfra biologiske variasjon til prøvene. 

Dersom konfidensintervallet ligger utenfor tillatt avvik er holdbarheten til analytten 

ikke godkjent(55). Tillatt avvik skal ikke overstige 10%. 10% avvik betraktes som 

klinisk relevant. Utfra tabell 1 kan vi se at konfidensintervall for EDTA plasma i 

romtemperatur for pasientprøve nr. 5 ligger utenfor tillatt avvik, slik at holdbarheten 

til prøven er definitivt ikke godkjent. 

Konfidensintervall til citrat plasma har mindre spredning enn konfidensintervall for 

EDTA plasma, dette er på grunn av at standardavviket i citrat plasma er alltid lavere 

enn standardavviket i EDTA plasma (tabell 1). 

Konfidensintervall for plasma oppbevart i kjøleskap har også mindre spredning enn 

konfidensintervall for plasma i romtemperatur. Dette indikerer at avviket er mindre i 

plasma oppbevart i kjøleskap enn i romtemperatur. 
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Tabell 1: viser holdbarheten med 90% konfidensintervall for pasientprøver fra EDTA og 

citrat plasma. 

  90% 

konfidensinterval

l 

Citrat plasma 

oppbevart i 

romtemperatur 

Citrat 

plasma 

oppbevart i 

kjøleskap 

EDTA plasma 

oppbevart i 

romtemperatur 

EDTA 

plasma 

oppbevart i 

kjøleskap 

Pasientprøve 

nr.1 

Nedre grense -5,71% 0,14% -6,49%  -2,24% 

Øvre grense -3,30% 1,01% -4,01%  -0,72% 

Pasientprøve 

nr.2 

Nedre grense  -5,40% -2,87%  -9,29% -4,19% 

Øvre grense  -3,45% -0,98%  -6,22% -1,78% 

Pasientprøve 

nr.3 

Nedre grense  -4,40% -1,48%  -8,42%  -6,73% 

Øvre grense  -2,97% 0,88%  -5,25%  -3,35% 

Pasientprøve 

nr.4 

Nedre grense  -2,92%  0,04%  -6,67%  -2,39% 

Øvre grense  -1,67% 1,07%  -4,34%  -0,84% 

Pasientprøve 

nr. 5 

Nedre grense  -6,34% -7,24%  -11,34%  -9,68% 

Øvre grense -2,18% -3,61% -6,31%  -4,93% 
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5.3 Kalibreringskurven for EDTA plasma 

I denne delstudien er det laget en ny kalibreringskurve rettet mot EDTA plasma til 

analysering av PT-INR. Vi bestemte oss å henvise til den nye kalibreringskurven som 

testmetode og den tradisjonelle kalibreringskurven som er rettet mot citrat plasma som 

referansemetode. For testmetoden er EDTA plasma analysert med den nye 

kalibreringskurven, mens citrat plasma er analysert med den tradisjonelle 

kalibreringskurven. For referansemetoden er både citrat- og EDTA plasma analysert med 

den tradisjonelle kalibreringskurven. Vi ville finne ut om PT-INR analysen i EDTA 

plasma ved bruk av testmetoden er bedre enn ved bruk av referansemetoden. 

 

 

- 5.3.1 Referansemetode  

 
Figur 5.3.1a: PT-INR verdier i EDTA plasma plottet på y-asken mot PT-INR verdier i citrat-plasma på x-

aksen. 
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Figur 5.3.1b: PT-INR verdier i EDTA plasma plottet på y-asken mot PT-INR verdier i citrat-plasma på x-

aksen. 

 

 

         

 
Figur 5.3.1c: På x-aksen er det plottet gjennomsnitt verdier til PT-INR for citrat- og EDTA plasma mot 

PT-INR differansen mellom EDTA- og citrat plasma på y-aksen. 

 

Figur 5.3.1a viser lineær regresjonslinjen til PT- INR analysen for referansemetoden. 

Ligningen til regresjonslinjen er y = 0,8448x + 0,1448, hvor stigningstallet er 0,8448 
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og skjæringspunktet er 0,1448. Korrelasjonskoeffisienten, R2 er 0,9984, som betyr at 

metodene støtter den lineære sammenhengen. 

  

Figur 5.3.1b viser Passing Bablok regresjonsplott for referansemetoden. 

Regresjonslinjen har et stigningstall på 0,847 og et skjæringspunkt på 0,133. På 95% 

konfidensintervall har stigningstallet grenseverdier 0,836 - 0,858, og skjæringspunktet 

har grenseverdier 0,105 - 0,167 (vedlegg 8). Hypotesen om at stigningstallet er lik 1 

og skjæringspunktet er lik 0 forkastes. Dette er fordi 1 ikke ligger innenfor 

grenseverdiene for stigningstallet, og 0 ikke ligger innenfor grenseverdiene for 

skjæringspunktet. Metodene har systematisk og proporsjonalt avvik. Regresjonslinjen 

til Passing Bablok avviker fra regresjonslinjen y=x med økende PT-INR verdi. 

  

Figur 5.3.1c viser differanseplott til PT- INR analysen for referansemetoden. To 

verdier ligger utenfor øvre og nedre grenseverdi. De to verdiene har høy PT-INR 

verdi, slik at differansen også blir høy. På grafen kan det observeres at differansen 

forandrer seg med økende gjennomsnitt. 

Bias for differanseplott er 0,302 og SEM er 0,176. 

 

- 5.3.2 Testmetode  

 
Figur 5.3.2a: PT-INR verdier i EDTA plasma plottet på y-asken mot PT-INR verdier i citrat plasma på 

x-aksen 
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Figur 5.3.2b: PT-INR verdier i EDTA plasma plottet på y-asken mot PT-INR verdier i citrat plasma på 

x-aksen 

 

           

 
Figur 5.3.2c: På x-aksen er det plottet gjennomsnitt verdier til PT-INR for citrat- og EDTA plasma mot 

PT-INR differansen mellom EDTA- og citrat plasma på y-aksen 

 

 



 53 

Figur 5.3.2a viser regresjonsplott til PT- INR analysen for testmetoden. Ligningen til 

regresjonslinjen er y= 1,0493x + 0,0205. Korrelasjonskoeffisienten er 0,998, som 

viser at metodene har god lineær sammenheng. 

  

Figur 5.3.2b viser regresjonsplott for Passing Bablok. Regresjonslinjen har 

stigningstallet 1,053 og skjæringspunktet -0,029. På 95% konfidensintervall har 

stigningstallet grenseverdier 1,035-1,073, og skjæringspunktet har grenseverdier -

0,072 - 0,017 (vedlegg 8). Hypotesen om at stigningstallet er lik 1 forkastes, siden 1 

ikke ligger innenfor grenseverdiene for stigningstallet. Mens hypotesen om at 

skjæringspunktet er lik 0 beholdes, fordi 0 ligger innenfor grenseverdiene for 

skjæringspunktet. Utfra Passing Bablok har metodene ikke systematisk avvik, men 

proporsjonalt avvik. Regresjonslinjen til Passing Bablok avviker litt fra 

regresjonslinjen y=x når PT-INR verdier øker. Figuren viser at EDTA PT-INR gir litt 

høyere PT-INR verdi enn citrat PT-INR. 

  

Figur 5.3.2c viser differanseplott for testmetoden. Verdiene er jevnt fordelt både under 

og over bias, og differansen forandrer seg ikke med gjennomsnittet. Verdiene fra 

testmetoden er derimot ikke fordelt både under og over null linjen, flere av verdiene 

ligger under null linjen siden den nye kalibreringskurven gir litt høyere PT-INR 

verdier enn den tradisjonelle kalibreringskurven. Differansen til testmetoden er 

negativ, slik at bias også blir negativ. Bias er -0,121 og SEM er 0,076. 
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6.0 Diskusjon  

Denne oppgaven besto av 4 del-problemstillinger. Det ble utført en studie for hver 

problemstilling.  Antall prøver som ble brukt varierte fra studie til studie. For å kunne 

si noe om metodene som sammenlignes, måtte vi samle et stort antall med prøver. Vi 

samlet 64 prøver tilsammen. Prøvene var fra pasienter som brukte marevan (n=42) og 

pasienter som ikke brukte marevan (n=22). Før analysering av PT-INR ble 

kvalitetskontroller analysert. Kvalitetskontroller som ble analysert var innenfor 

akseptområde, slik at prøvesvarene kunne godkjennes og brukes.  

 

Under ble resultatet fra hvert enkelt delstudie diskutert ved hjelp av de statistiske 

metodene som ble presentert i resultatet (kapittel 5.0).   

 6.1 Sammenligningsstudien 

Målet med sammenligningsstudien var å finne ut om EDTA plasma kunne brukes som 

alternativt til citrat plasma til PT-INR analysen. Det ville vært en fordel å kunne bruke 

EDTA-plasma til analysering av PT-INR, spesielt i situasjoner hvor det var vanskelig 

med prøvetaking. 

For at man skal kunne presentere et resultat som gav en god oversikt over avviket 

mellom de to metodene, var det viktig at det ble brukt et stort datasett. Til denne delen 

ble det brukt 49 pasientprøver totalt. Underveis i studien ble vi oppmerksom på at 

differansen ble større når PT-INR verdien økte. Dermed bestemte vi oss å dele opp i 

områder for PT-INR analysen, siden høyere PT-INR verdier gav større avvik. Vi ville 

finne ut om PT-INR i normalområde og terapeutisk område gav forskjell i differansen, 

og om differansen førte til klinisk relevant avvik for pasienter. Det var derfor veldig 

viktig at prøver som ble brukt hadde ulike PT-INR verdier, slik at vi kunne få 

resultater med gode konsentrasjonsområder. PT-INR verdiene fra citrat- og EDTA 

plasma til de 49 pasientene ble presentert med lineær regresjon, differanseplott og 

Passing Bablok. 

 

Pasientprøver med PT-INR i normalområde og i terapeutisk område hadde god lineær 

sammenheng (figur 5.1.1a, 5.1.2a og 5.1.3a) utfra korrelasjonskoeffisienten R2. 

Korrelasjonskoeffisienten til pasientprøver i terapeutisk område (0,9987) var litt 

høyere i forhold til korrelasjonskoeffisienten til pasientprøver i normalområde 

(0,9801), men pasientprøver i terapeutisk område hadde fortsatt større avvik enn 
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pasientprøver i normalområde. Dette ble ikke vist godt nok i regresjonslinjen. 

Regresjonslinjen i terapeutisk område hadde bedre linearitet enn regresjonslinjen i 

normalområde. Denne måten å kvantifisere metodene på var derfor svært begrenset, 

siden regresjonslinjen bare oppgir retningen og lineær sammenhengen med metodene.  

Siden R2 til pasientprøver i normalområde og terapeutisk område (figur 5.1.3a) hadde 

positiv verdi, indikerte dette på at y-verdier økte med økende x-verdier.  

 

Stigningstallet (1,039) og skjæringspunktet (0,0801) til PT-INR i normalområde (figur 

5.1.1a) var litt nærmere 1 og 0 enn stigningstallet(0,8701) og 

skjæringspunktet(0,0943) i terapeutisk område (Figur 5.1.2a). Når pasientprøver fra 

normal og terapeutisk område (Figur 5.1.3a) ble presentert i lag, var regresjonslinjen 

nesten den samme som regresjonslinjen i terapeutisk område. 

Korrelasjonskoeffisienten viste at det var god linearitet mellom metodene, og 

stigningstallet (0,8706) og skjæringspunktet(0,0929) var ikke så forskjellige fra 

pasientprøver i terapeutisk område. 

 

Ved lineær regresjon kunne vi ikke bedømme avviket mellom PT-INR i EDTA 

plasma og citrat plasma. Vi brukte derfor Passing Bablok regresjonsplott med 95% 

konfidensintervall for å finne ut om det var noe avvik mellom metodene. Passing 

Bablok tok hensyn til usikkerhet i både testmetoden(y-verdier) og 

referansemetoden(x-verdier). Dette førte til at stigningstallet og skjæringspunktet fra 

Passing Bablok ble litt lavere i forhold til stigningstallet og skjæringspunktet fra 

lineær regresjon. I dette regresjonsplottet kunne vi også se hvordan regresjonslinjen lå 

i forhold til den ideelle linjen, y=x. Stigningstallet og skjæringspunktet ble presentert i 

tabell 2 (se under), med sammendrag på hvilket type avvik som hadde oppstått med 

pasientprøver i normalområde og terapeutisk område.  
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Tabell 2: Viser sammendrag av resultater fra Passing Bablok regresjonsplott. 

 
Utfra tabell 2 kunne vi se at når PT-INR verdi lå i normalområde var det ikke 

systematisk eller proporsjonalt avvik mellom metodene, men når PT-INR verdi lå i 

terapeutisk område var det både systematisk og proporsjonalt avvik. På 95% 

konfidensintervall kunne stigningstallets og skjæringspunktets nedre og øvre grense 

hjelpe oss å vurdere om det var systematisk og/eller proporsjonalt avvik mellom 

metodene(kap.4.7.3). Stigningstallet og skjæringspunktet til PT-INR i normalområde 

var mye nærmere 1 og 0 enn stigningstallet og skjæringspunktet til PT-INR i 

terapeutisk område.  

Når resultater fra pasientprøver i normalområde og terapeutisk område ble lagt 

sammen i Passing Bablok viste det seg at metodene også hadde systematisk og 

proporsjonalt avvik. Når man vil sammenligne to metoder for analysering av PT-INR, 

vil det derfor vært lurt å gruppere PT-INR verdier etter resultater (normal og 

terapeutisk). Pasientprøver i normalområde gav ikke stort avvik, men når de ble 

presentert i lag med pasientprøver i terapeutisk område, fikk pasientprøver i 

normalområde avvik i likhet med pasientprøver i terapeutisk område.   

 

For å kvantifisere metodene brukte vi også differanseplott. Ved hjelp av 

differanseplott kunne vi visuelt bedømme sammenhengen mellom metodene. På figur 

5.1.1c(PT-INR i normalområde) var verdiene jevnt fordelt, og bias var 4%. 

Differansen mellom metodene (1%-6%) var lav og gav ikke klinisk relevant avvik.  



 57 

På figur 5.1.2c (PT-INR i terapeutisk område) observerte vi at differansen økte med 

middelverdier, slik at verdiene trakk seg oppover når middelverdier økte. Verdiene 

som ble plottet var ujevnt fordelt, siden sammenhengen mellom metodene var 

avhengig av differansen. Pasientprøver med PT-INR fra 1,48 til 4,41 hadde differanse 

fra 9% - 56%. Differansen var stor slik at avvek vi fikk var av betydning for 

behandling av pasienter. Bias ble også høy og ble beregnet til å være 27,8%. Bias til 

PT-INR i normalområde (4%) var lavere i forhold til bias i terapeutisk område 

(27,8%). Dette betyr at systematisk avvik mellom metodene i normalområde var mye 

lavere enn i terapeutisk område. Det samme avviket ble observert på figur 5.1.3c (PT-

INR i normal- og terapeutisk område). Her ble bias 17,1%.  

 

I differanseplottene ble det også beregnet øvre og nedre grense på 95% 

konfidensintervall (2 SD). I differanseplott for PT-INR i normalområde (figur 5.1.1c) 

var det en verdi som lå utenfor nedre og øvre grense. Denne verdien tilhørte prøve 

nr.11 (vedlegg 4), som hadde en lav differanse på 1%. 

 

I differanseplott for PT-INR i terapeutisk område (figur 5.1.2c) var det to verdier som 

havnet utenfor grenseverdiene. Dette ble også observert i figur 5.1.3c. Det var de 

samme verdier i begge figurene som lå utenfor nedre og øvre grense. Disse verdiene 

hadde differansen på 0,74 og 1,03 (prøve nr. 38 og 40 fra vedlegg 4). Differansen til 

pasientprøvene var høy, fordi PT-INR verdier til pasientene var høyere enn normalt.  

 

Resultatene som vi fikk i denne studien viste at PT-INR i EDTA plasma alltid var 

lavere enn PT-INR i citrat plasma. Differansen mellom metodene økte med økende 

PT-INR verdier. Vi fant ut at når PT-INR var i normalområde (0,92-1,19) kunne 

EDTA plasma brukes til analysering av PT-INR, siden avvik ikke var av klinisk 

betydning for pasienter. Men PT-INR analysen brukes på pasienter som har stor risiko 

for blødning, og disse pasienter har høy PT-INR verdi. I terapeutisk område var avvik 

stort når PT-INR ble analysert i EDTA plasma. Det er ikke forsvarlig å bruke EDTA 

plasma ved behandling av pasienter.  

Tidligere studier har bekreftet dette funnet. Sammenligningsstudier gjort av studenter 

ved høgskolene i Bergen og Ålesund, fikk samme funn som oss (2,3). PT- INR verdi i 

EDTA plasma avviker fra PT-INR verdi i citrat plasma. Avvik ble større med økende 

PT-INR verdi.   
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6.2 Holbarhetsstudien 

Holdbarhetsstudien besto av to del-problemstillinger: 

- Sammenligne holdbarheten til PT-INR analysen i EDTA plasma mot citrat 

plasma oppbevart i romtemperatur.  

- Finne ut om EDTA- og citrat plasma fikk bedre holdbarhet når de ble 

oppbevart i romtemperatur eller i kjøleskap.  

Målet med holdbarhetsstudien var å finne ut hvor lang tid etter prøvetaking EDTA- og 

citrat plasma kunne brukes til analysering av PT-INR, og om forskjellige 

temperaturforhold påvirket holdbarhetstid. Holdbarheten til en analyse blir sett på som 

en preanalytisk feilkilde som kan påvirke resultater. Medisinsk laboratorier mottar 

vanligvis blodprøver fra eksterne rekvirenter (f.eks. legekontorer). Blodprøver 

ankommer laboratoriet flere timer etter prøvetaking og oppbevares i romtemperatur 

før analysering. Blodprøver (citrat plasma) til PT-INR analysen betraktes som 

holdbare fram til 48 timer i romtemperatur.  

 

Siden hovedproblemstilling i studien vår gikk ut på å vurdere om EDTA plasma 

kunne brukes til PT-INR analysen, var det aktuelt for oss å vurdere om EDTA plasma 

har oppfylt kriterier på holdbarhet i likhet med citrat plasma. Ved å sammenligne PT-

INR i EDTA- og citrat plasma i romtemperatur kunne vi bedømme om EDTA plasma 

hadde like god holdbarhet som citrat plasma. På sykehusene blir ofte PT-INR 

etterrekvirert, slik at prøverør som brukes må være egnet til å gi prøvematerialet 

lengre holdbarhet.  

Lignende studie har blitt utført tidligere (3), og resultatet bekrefter at holdbarhet i 

citrat plasma er lengre enn i EDTA plasma.  

 

Det har også blitt undersøkt om holdbarheten til citrat plasma kunne blitt påvirket av 

temperaturen. Resultater fra tidligere studier antydet at oppbevaring av prøver i 

kjøleskap (2-til 8 grader) gav god holdbarhet(58). Derfor undersøkte vi om EDTA- og 

citrat plasma fikk god holdbarhet i kjøleskap enn i romtemperatur.   

  

Under er resultatet fra hver holdbarhetsstudie diskutert.  
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- 6.2.1 Hvordan er holdbarheten til PT-INR analysen i EDTA plasma 

sammenlignet med citrat plasma oppbevart i romtemperatur? 

Til fremstilling av resultatet i denne delstudien ble det brukt grafer, der vi plottet inn 

relativ endring for citrat plasma og EDTA plasma mot tid (antall timer). Ved å bruke 

relativ endring kunne vi estimere størrelsen på avviket. Tillat avvik har i tidligere 

studier vært bestemt å ikke kunne overstige 10%(59,60,61). Avvik som var større enn 

10% ble sett som avgjørende for pasientbehandlingen.   

 

Resultatene fra studien viste at PT- INR analysen i citrat plasma holdt seg mer stabilt 

enn PT-INR i EDTA-plasma. Relativ endring i EDTA plasma var alltid høyere enn 

relativ endring for citrat plasma. Dette kan observeres på grafene til pasientprøvene. 

Man kan se at kurvene for citrat plasma har mindre variasjon enn kurvene for EDTA 

plasma. Relativ endring i EDTA plasma hadde som følge av det større avvik og større 

spredning enn relativ endring i citrat plasma. Holdbarheten til citrat plasma har blitt 

undersøkt før, og funnet er i samsvar med vårt funn. Tidligere studier har vurdert citrat 

plasma til å være holdbart fram til 48 timer(58,59). I vår studie fant vi ut at citrat 

plasma kan være holdbart frem til 50 timer ved romtemperatur. For at resultater skulle 

være klinisk relevant, måtte de ikke overstige 10% avvik utfra retningslinjer som er 

satt av CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute). Relativ endring for citrat 

plasma til pasientprøver i holdbarhetsstudien hadde <10% avvik.  

Mens i EDTA plasma hadde pasientprøver nr.2 og 5 en relativ endring som var større 

enn 10% avvik. Dette indikerte at citrat plasma i romtemperatur var mer holdbart enn 

EDTA plasma.  

 

Holdbarheten til EDTA plasma varierte i pasientprøver, slik at verdier fra EDTA 

plasma ikke alltid kunne brukes etter 45- 50 timer. Vi observerte at de fleste PT-INR 

verdiene fra EDTA plasma begynte å nærme et avvik på 10% etter 25 timer. EDTA 

plasma fra pasientprøver i holdbarhetsstudien hadde høy relativ endring etter 25 timer, 

og for pasientprøver 4 og 5 oversteg relativ endring 10% avvik etter 25-30 timer. 

Siden de fleste verdier indikerte at avvik i EDTA plasma nærmet seg tillatt avvik etter 

25 timer, vurderte vi at EDTA plasma kunne kanskje være holdbart fram til 24 timer 

før avviket muligens ble større enn 10%. Pasientprøver som ble brukt i 

holdbarhetsstudien var veldig få, slik at resultatene ble ikke omfattende nok til å 

kunne tolkes som helt sikre. 
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Det må tas i betraktning at prøver som ble brukt i studien, hadde PT-INR  i terapeutisk 

område og ikke i normalområde. Vi vet ikke om PT-INR i normalområde ville gitt 

samme endring som PT-INR i terapeutisk område. For å kunne angi med god 

sikkerhet holdbarhetstiden til en analyse må studien inkluderer plasma med PT-INR 

verdi i både normal og terapeutisk område.  

 

6.2.2 Er det bedre holdbarhet på citrat og EDTA plasma oppbevart i romtemperatur 

enn i kjøleskap? 

Pasientprøver fra forrige holdbarhetsstudie (kapitel 6.2.1) ble også brukt i denne 

delen. Etter sentrifugering ble plasma fra pasienter delt i to, slik at plasma kunne 

oppbevares på to forskjellige måter (romtemperatur og kjøleskap). Ved oppbevaring 

av plasma i både romtemperatur og kjøleskap, observerte vi at prøvene som var 

oppbevart i kjøleskap(2-8°C), hadde mye lavere relativ endring enn prøver som ble 

oppbevart i romtemperatur. Dette var et overraskende resultat for citrat plasma, siden 

det var forventet at prøvene skulle holdt seg bedre ved romtemperatur enn i kjøleskap. 

Det er holdbarhet i romtemperatur som oppgis av de fleste laboratorier(1). 

                                                               

Citrat plasma oppbevart i kjøleskap og i romtemperatur hadde avvik som var <10%. 

Relativ endring i citrat plasma fra pasientprøver 1,2,3, og 4 var lavere når prøvene var 

oppbevart i kjøleskap enn i romtemperatur. Pasientprøven nr. 5 hadde lavere relativ 

endring i romtemperatur enn i kjøleskap. Så vi kunne på en måte si at verdier fra citrat 

plasma oppbevart i kjøleskap hadde litt lavere endring i forhold til citrat plasma 

oppbevart i romtemperatur. Kurvene for både citrat plasma i kjøleskap og 

romtemperatur hadde mye variasjoner, slik at det var vanskelig å bestemme hvis 

stabiliteten til PT-INR var bedre i romtemperatur enn i kjøleskap. Men vi kunne 

vurdere at holdbarheten til PT-INR analysen kunne hatt mindre avvik når citrat plasma 

oppbevares i kjøleskap. 

 

For EDTA plasma kom vi til samme resultat, altså EDTA plasma oppbevart i 

kjøleskap hadde mindre endring enn EDTA plasma oppbevart i romtemperatur. Vi 

kunne observere at kurvene til EDTA plasma for pasientprøver 1,2 og 4 var litt mer 

stabil når prøvene var oppbevart i kjøleskap enn i romtemperatur. Kurvene til EDTA 
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plasma for pasientprøver 3 og 5 hadde drastisk forandring i både romtemperatur og 

kjøleskap. Vi kunne derfor ikke si med sikkerhet at EDTA plasma oppbevart i 

kjøleskap hadde bedre stabilitet enn EDTA plasma oppbevart i romtemperatur. Dette 

må undersøkes nærmere, og med flere pasientprøver før man konkludere.  

Pasientprøve nr. 3 og 5 hadde de høyeste PT-INR verdi i studien, slik at det kunne 

være en av årsaken for at holdbarheten til disse prøvene varierte mye.  

 

Pasientprøvene fra EDTA plasma i romtemperatur hadde et avvik som var større enn 

10% over tid. EDTA plasma til pasientprøver nr. 2 og 5 hadde et avvik som var større 

enn 10% i romtemperatur, men når disse samme prøvene var oppbevart i kjøleskap var 

avvik stort på bare pasientprøve nr. 5. Pasientprøve nr. 2 oppbevart i kjøleskap hadde 

ikke avvik som var større enn 10%. En mulig forklaring for denne forskjell kan være 

at pasientprøve nr. 5 hadde høyere PT-INR verdi enn pasientprøve nr. 2 (vedlegg 5).  

 

Det foretrekkes at prøver til PT-INR analysen oppbevares i romtemperatur, fordi en 

ved romtemperatur forventer at verdiene blir mer stabile enn i kjøleskap. Dette har 

blitt undersøkt før (62,63), og det viste seg at PT-INR verdiene i kjøleskap hadde en 

tendens til å bli ustabile over tid. Dette er fordi faktor VII aktiveres, og medfører til 

falsk for lave PT-INR svar. I tillegg ville krav om lagring i kjøleskap vanskeliggjøre 

forsendelse av prøver i posten til laboratoriet.    

 

Det er mange faktorer som kunne ha virket inn på prøvesvarene som vi fikk. Totalt 

analytisk og biologisk variasjon er nesten på 10% ifølge St.Olavs Hospital sin 

labhåndbok, og ved lagring over tid blir total analytisk og biologisk variasjon større 

enn dette (1), siden biologisk variasjon forandrer seg etter hvert.  

 

 

Feilkilder: 

Mulige feil som kan ha oppstått mellom analysene, kan være at prøvene ikke ble kjørt 

til riktig tidspunkt. Dette var da prøver som ble kjørt av kvelds- og nattvakter som 

muligens ikke analyserte prøvene til riktig tidspunkt pga.tidspress på laboratoriet. 

Dette betyr at pasientprøvene kunne ha stått lengre før analysering, og medførte at PT-

INR verdien også endret seg mer over tid. Det var flere pasientprøver til 

holdbarhetsstudien som vi måtte forkaste, siden tidspunkter avvek mye fra 
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tidsskjemaet. Hovedgrunnen til dette var at det hadde oppstått problemer med STA-R 

Evolution maskinen, slik at pasientprøvene ikke kunne bli kjørt etter tidsskjemaet.  

 

I studien ble prøvene sentrifugert, og plasma avpipettert til et mikrorør. Dette ble gjort 

for å ha nok prøvemateriale til å analysere PT-INR hver femte time i et tidsintervall på 

50 timer.  

Siden vi brukte avpipettert plasma til studien, kunne vi ikke si noe om resultatene ville 

ha blitt annerledes hvis plasma ble værende i prøvetakingsrøret. Blodprøver til PT-

INR fra eksterne rekvirenter sendes som fullblod, derfor har tidligere studier fokusert 

på holdbarhet i fullblod. Det er flere artikler som har foreslått at holdbarheten til PT-

INR var bedre når plasma ble lagret i prøvetakingsrøret, og ikke avpipettert til et 

sekundært rør. Resultater som de presenterte viste at forandringen til prøvene 

oppbevart i romtemperatur i originalglasset var mindre enn ved andre 

oppbevaringsmåter(62). Forskjellige oppbevaringsmåter kunne gi mindre konsistent 

funn. PT-INR verdiene i vår studie gikk opp og ned over tid og hadde ikke et fast 

endringsmønster.  

 

6.3 Ny kalibreringsmetode 

Formålet med å lage en ny kalibreringskurve som var beregnet for EDTA plasma, var 

for å få PT-INR verdier som var mer samsvarende med PT-INR verdier fra citrat 

plasma. Før utføring av studien visste vi at PT-INR verdier i EDTA plasma som oftest 

var lavere enn PT-INR verdier i citrat plasma. Dette har blitt beskrevet i mange 

forskjellige artikler fra tidligere studier. Flere studier har oppgitt forskjellige måter å 

løse dette problemet på, men å lage en ny kalibreringskurve for EDTA plasma har 

aldri blitt gjort før. Det var derimot blitt foreslått i noen få artikler som et alternativt 

for å minimalisere avviket på(64).  

 

Kalibrering av PT-INR analyse utføres ved hjelp av kalibratorer er beregnet for citrat 

plasma. Kalibreringskurven som lages gir ikke nødvendigvis samme resultater når 

EDTA plasma brukes, siden kalibreringskurven egner seg bedre til analysering av PT-

INR i citrat plasma. Grunnen til dette kan være at kalibrator som brukes har samme 

fortynningsforhold som citrat plasma, slik at ved bruk av EDTA plasma blir det avvik 

i resultatene.  
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For å kunne bruke EDTA plasma til analysering av PT-INR vil det være nødvendig å 

bruke en kalibrator som har samme fortynningsforhold som EDTA plasma(64). 

Dermed ble det foreslått av fagveilederen vår at vi brukte EDTA plasma fra 

pasientprøver med kjente PT-INR verdier som kalibrator, for å lage en 

kalibreringskurve som var egnet til analysering av PT-INR i EDTA plasma.  

 

Resultatene fra den nye kalibreringskurven og referanse kalibreringskurven ble 

presentert med regresjonslinje, differanseplott og Passing Bablok. Vi analyserte totalt 

30 pasientprøver. Prøvene ble analysert på følgende måte: 

1. Testmetode - EDTA plasma ble analysert med den ny kalibreringskurven og 

sammenlignet med citrat plasma analysert i referanse kalibreringskurven.  

2. Referansemetode - EDTA- og citrat plasma fra de samme pasientprøvene ble 

analysert med referanse kalibreringskurven. 

 

Vi brukte resultatene vi fikk til å vurdere om avvik i EDTA plasma ble mindre når den 

nye kalibreringskurven var brukt. Ved å bruke lineær regresjon kunne vi finne ut om 

verdiene fra testmetoden og referansemetoden hadde en god lineær sammenheng. 

Ligningen til regresjonslinjen for referansemetoden (figur 5.3.1a) var y=0,8448x + 

0,1448, og korrelasjonskoeffisienten ble 0,9984.  

 

På samme måte ble det laget regresjonslinje for testmetoden (figur 5.3.2a). Ligningen 

for regresjonslinjen ble beregnet til å være y= 1,0493x - 0,0205, og 

korrelasjonskoeffisienten for testmetoden var 0,998. Korrelasjonskoffesienten for 

både testmetoden og referansemetoden så ut til å være nesten like og tilnærmet 1. 

Dette tydet på at punktene var godt tilpasset den rette linje i begge metodene. 

Stigningstallet og skjæringspunktet til testmetoden var mye nærmere 1 og 0 enn 

stigningstallet og skjæringspunktet til referansemetoden. Det samme ble også 

observert i Passing Bablok regresjonsplott.  

 

For å se hvis det var avvik mellom metodene brukte vi Passing Bablok med 95% 

konfidensintervall.  
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Tabell 3: Viser sammendrag av resultater fra Passing Bablok regresjonsplott. 

 
 

Passing Bablok regresjonsplott for referansemetoden (figur 5.3.1b) hadde både 

systematisk og proporsjonalt avvik. Siden 1 ikke var innenfor grenseverdiene for 

stigningstallet, og 0 var heller ikke innenfor grenseverdiene for skjæringspunktet. 

Systematisk avvik indikerte at avvik var tilstedet i alle prøvene. Testmetoden (figur 

5.3.2b) hadde derimot proporsjonalt avvik, men ikke systematisk avvik. 0 var innenfor 

grenseverdiene for skjæringspunktet, mens 1 var ikke innenfor grenseverdiene for 

stigningstallet. Proporsjonalt avvik indikerte at avvik som forekom var avhengig av 

mengden av endring i en bestemt variabel(65). I vårt tilfellet var det endring/økning av 

x verdier førte til endring i y-verdier. Når PT-INR verdiene økte var det også større 

endring mellom metodene. Dette kunne observeres i grafen, ved at ideell linjen y=x 

avvek mer fra regresjonslinjen når PT-INR verdier økte. Proporsjonalt avvik som var 

tilstede i begge metodene bekrefter at avvik mellom metodene økte med økende PT-

INR.  

 

Referansemetoden hadde systematisk avvik, mens testmetoden hadde ikke systematisk 

avvik. Systematisk avvik kunne ha oppstått i referansemetoden pga. feil 

fortynningsforholdet i EDTA plasma, slik at resultatene som vi fikk avviker fra citrat 

plasma. Men siden vi brukte en ny kalibreringskurve som har samme 

fortynningsforholdet som EDTA plasma var det ikke systematisk avvik i 

testemetoden.   

 

Differanseplott for referansemetoden (figur 5.3.1c) viste at de fleste prøvene (unntatt 

to prøver) var innenfor 2SD. De to prøvene som var uteliggere var over den øvre 

grensen pga. høy PT-INR verdi. Pasientprøvene nr. 58 og 38 (vedlegg 9) hadde PT-

INR verdi som var >5,5 i citrat plasma, slik at differansen mellom metodene ble også 

stor. Siden differansen mellom metodene økte med økende PT-INR verdier, kunne 
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man dermed observere at punktene lå tett i forhold til hverandre og var ujevnt fordelt 

over null linjen. Bias for referansemetoden var 30,2%, som var indikasjon på et veldig 

høyt systematisk avvik.  

 

Differanseplott for testmetoden (figur 5.3.2c) viste at alle verdiene lå spredt og jevnt 

fordelt over og under bias. Det ble ikke observert at differansen økte med 

gjennomsnittet til PT-INR verdier, slik at alle verdiene lå innenfor 2SD. Verdiene fra 

testmetoden var litt høyere i forhold til verdiene fra referansemetoden, dette førte til 

differansen mellom metodene alltid ble negativ. Beregnet bias til PT-INR i 

differanseplott for testmetoden var -12,1%. Bias til testmetoden var mye lavere enn 

beregnet bias for referansemetoden (30,2%). Systematisk avvik fra testmetoden var 

dermed mye lavere i motsetning til systematisk avvik fra referansemetoden. 

 

På vedlegg 9 var pasientprøven nr. 40 streket over. Dette var en pasientprøve med PT-

INR på 9,45 i citrat plasma. Årsaken til at denne prøven ikke ble tatt med i resultatet 

(kap. 5.3), var at den lå som uteligger på grunn av den høye PT-INR verdien. Vi hadde 

bestemt at områder for PT-INR analysen i den nye kalibreringskurven skulle være 

mellom 1,1 - 6. Denne verdien var utenfor grensen (PT-INR <6,0), og ble ikke tatt 

med i resultatet.  

 

Mesteparten av pasientprøver som vi fikk testet med den nye kalibreringskurven 

hadde PT-INR i det terapeutisk område. For å sjekke om kalibreringskurven fungerte 

for pasientprøver i normalområde testet vi også to prøver med PT-INR i 

normalområde. Differansen mellom metodene var lavere for pasientprøver i 

normalområde enn i terapeutisk område. Differansen fra pasientprøver i 

normalområde utgjorde ikke klinisk forskjell, mens differansen fra pasientprøver i 

terapeutisk område kunne utgjøre stor klinisk forskjell. 

Ved å sammenligne verdiene fra testmetoden og referansemetoden var avvik mindre 

når den nye kalibreringskurven ble brukt til analysering av PT-INR i EDTA plasma. 

Systematisk avvik i testmetoden var betydelig mindre, enn systematisk avvik i 

referansemetoden. Dette bekreftet at testemetoden kunne være mer riktig enn 

referansemetoden. Noen ulemper som ble observert med testmetoden var at økende 

PT-INR verdi førte til større differanse, slik at det var proporsjonalt avvik med 

metoden.  
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7.0 Konklusjon 

 

Resultatet fra sammenligningsstudien viste at PT-INR verdier i EDTA plasma lå alltid 

noe lavere enn i citrat plasma. Differansen mellom EDTA- og citrat plasma var lav 

når PT-INR verdien var i normalområde, mens differansen var høy når PT-INR 

verdien lå i terapeutisk område. Differansen for PT-INR i normalområde var ikke stor 

nok til å gi relevant klinisk forskjell. Av den grunn konkluderte vi med at EDTA 

plasma kunne brukes til PT-INR analysen, så lenge PT-INR verdien man fikk var i 

normalområde(<1,2). 

 

PT-INR verdier fra terapeutisk område hadde differanse som hadde stor medisinsk 

betydning for pasienter, derfor anbefales det ikke å bruke EDTA plasma til 

analysering av PT-INR i terapeutisk område. PT-INR fra EDTA plasma kunne brukes 

i nødstilfeller for å angi hvilket område pasienten har PT-INR verdi. Dersom EDTA 

plasma brukes må rekvirenten varsles om dette på forhånd. Pasientprøven bør tas på 

nytt i citrat rør så snart det er mulig, slik at rekvirenten får et mer nøyaktig resultat. 

Dette er viktig med tanke på dosering av blodfortynnende medisiner.  

 

I holdbarhetsstudiene kom vi fram til at PT-INR i citrat plasma var holdbart frem til 

50 timer i romtemperatur og kjøleskap. Holdbarheten til citrat plasma kan være bedre 

når det ble oppbevart i kjøleskap enn i romtemperatur. Dette er noe som må 

undersøkes mer og med flere prøver, før man konkluderer med sikkerhet. Men selv 

om citrat plasma holdt seg bedre over tid, er det selvfølgelig best om PT-INR 

analyseres så fort som mulig etter prøvetaking. 

 

EDTA plasma var holdbart frem til 24 timer i romtemperatur og kjøleskap utfra 

resultatet. Etter 24 timer var avvik klinisk signifikant. EDTA plasma som var 

oppbevart i kjøleskap var litt mer stabil og hadde mindre avvik enn EDTA plasma 

oppbevart i romtemperatur. Det tydet på at holdbarhet til EDTA plasma ble bedre når 

det var oppbevart i kjøleskap. Siden verdiene fra EDTA plasma avviker fra citrat 

plasma fra før, vil utsettelse av PT-INR analysering i EDTA plasma føre til enda 

større avvik. Derfor bør PT-INR i EDTA plasma analyseres så raskt som mulig.   
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Ved bruk av den nye kalibreringskurven til analysering av PT-INR, var verdiene i 

EDTA plasma alltid noe høyere enn i citrat plasma. Men differansen mellom EDTA- 

og citrat plasma var lavere i testmetoden enn i referansemetoden. Vi kom frem til at 

EDTA spesifikk kalibreringskurven var bedre å bruke, når EDTA plasma brukes til 

analysering av PT-INR. Siden det gav en verdi som var mye nærmere PT-INR verdien 

i citrat plasma.  

 

Vi måtte bruke EDTA plasma til pasientprøver til kalibrering, siden det ikke finnes 

kommersielle kalibrator for PT-INR i EDTA plasma. Men resultatene fra den nye 

kalibreringskurven likevel var god korrelert mot den tradisjonelle kalibreringskurven.  
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9.0 Vedlegg 

 
Vedlegg 1  
Oversikt over reagenser og kontroll til analysering av PT-INR i STA-R Evolution: 

Position 
i STA-
R 

Navn  Analyser  Oppløses  Holdbarhet  

R0 Scandipath Kontroll til INR 
og APTT 

Løses ved å tilsette 1,0 ml 
dest. vann. Må sto i rom 
temperatur i minst 30 min. 
Blandes godt før den settes 
i maskinen 

48 t (eller 
egentlig 8) 

R0 Scandinorm Kontroll til 
INR,fibrinogen 
og APTT 

Løses ved å tilsette 1,0 ml 
dest. vann. Må sto i rom 
temperatur i minst 30 min. 
Blandes godt før den settes 
i maskinen 

48 t (eller 
egentlig 8) 

R0 OWREN-KOLLER Fortynningsbuf
fer fibrinogen 
og PT-INR 

Ferdig oppløst 72 timer 

R0,R1,
R2 

STA-DESORB U Skylleløsning  Ferdig oppløst  120 timer 

R2 STA-SPA + Reagens til 
analyse av INR 

Består av 
rekonstitueringsvæsker og 
frysetørket SPA+. 
Rekonstitueringsvæske 
helles over i det frysetørket 
glass med SPA+. Reagens 
står i rom temp i 30 min, og 
blandes godt før den settes 
inn i maskinen. Legg en 
blandemagnet i flaske, og 
sett inn en maxireduser.  

72 timer i 
instrument 
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Vedlegg 2 

Eks. på tidsskjema som viser når en prøve må analyseres for PT-INR i citrat-og EDTA-plasma 

ved romtemperatur og kjøleskap
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Vedlegg 3 
Sammenligningsstudie 
Tabell viser sammendrag av grenseverdier for stigningstall og skjæringspunkt fra 
Passing Bablok regresjonsplott. 
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Vedlegg 4 
Sammenligningsstudie 
Tabellen viser målte PT-INR verdier i normal og terapeutisk område. 
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Vedlegg 5 
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Vedlegg 6 
 
Resultat fra holdbarhetsstudie nr.1 (kapittel 5.2.1) 
X-aksen viser antall timer (0-50t), og y-aksen viser relativ endring i prosent %.  

    
              Figur 5.2.1c                                                  Figur 5.2.1d 
 

                                   
                                                                      Figur 5.2.1e 
 
Figur 5.2.1c Viser PT-INR i citrat og EDTA plasma analysert i romtemperatur for pasientprøven nr. 3 
Figur 5.2.1 d viser PT-INR i citrat og EDTA plasma analysert i romtemperatur for pasientprøven nr. 4.  
Figur 5.2.1e viser PT-INR i citrat og EDTA plasma analysert i romtemperatur for pasientprøven nr.  5.  
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Vedlegg 7 
Resultat fra holdbarhetsstudie nr.2 (kapittel 5.2.2) 
 

    
Figur 5.2.3 Til venstre: holdbarhetstid for citrat-plasma i romtemperatur mot kjøleskap for 
pasientprøven nr.2. Til høyre: viser figuren holdbarhetstid for EDTA-plasma i 
romtemperatur mot kjøleskap for pasientprøven nr.2.  
 
 

    
Figur 5.2.4 Til venstre: holdbarhetstid for citrat-plasma i romtemperatur mot kjøleskap for 
pasient nr.3. Til høyre: viser figuren holdbarhetstid for EDTA-plasma i romtemperatur 
mot kjøleskap for pasientprøven nr.3. 
 
 

     
Figur 5.2.5 Til venstre: holdbarhetstid for citrat-plasma i romtemperatur mot kjøleskap for 
pasient nr.4. Til høyre: viser figuren holdbarhetstid for EDTA-plasma i romtemperatur 
mot kjøleskap for pasient nr.4.  
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Vedlegg 8  
Tabell viser sammendrag av grenseverdier for stigningstall og skjæringspunkt fra 
Passing Bablok regresjonsplott . 
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Vedlegg 9  
Tabell viser målte PT-INR i referansemetoden og testmetoden.  
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Vedlegg 10  
Oversikt over kontroller og reagenser for koagulasjonsanalyser. 
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Vedlegg 11 
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Vedlegg 12 
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Vedlegg 13 
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