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En ny modifikasjon av Trombotest-metoden.
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Il. Nagra erfarenheter av Trombotest utfgrt med
citrat-kapilleerblod.
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|. Trombotest med citrat-kapillaerblod.

Behandling med perorale antikoagulantia bgr kontrolleres med en metode
som tilfredsstiller bade teoretiske og praktiske krav. Etterhvert som pasient-
tallet gker, er det de praktiske krav som trer i forgrunnen: Metoden ma vere
enkel, pélitelig og billig. Dessuten bgr den gi resultater som kan sammenlignes
direkte fra laboratorium til laboratorium. Trombotest-metoden (OwreEN 1959)
ble utarbeidet for & tilfredsstille disse krav.

Opprinnelig ble metoden utarbeidet i to modifikasjoner:

1) Kapillerblod tas uten tilsetning og undersgkes straks. Dette er det
enkleste og ogsd det sikreste, fordi man unngdr den vanskelighet som skyldes
kontakt-aktivering av blodet under henstand. I Norge bruker man derfor denne
metode bade for pasienter som mgter til kontroll ved laboratoriet og i stor
utstrekning ogsd for pasienter som er innlagt i sykechus.



2) Veneblod tas med tilsetning av citrat, oppbevares i plastrgr, og
undersgkes innen 48 timer. Denne metode brukes for pasienter som ma sende
sine blodprgver til laboratoriet i posten.

Erfaringen har vist (Owrex 1960) at man i selve testen kan redusere volu-
met av reagens og blod til det halve, altsa til 0,05 ml blod og 0,25 ml reagens.
Denne teknikk reduserer utgiftene til det halve, Og er nd gjennomfert overalt.

Etter at Trombotest var tatt i bruk ved en del sykehus i Sverige, ble det
behov for en tredje modifikasjon. Det viste seg der & vare uhensiktsmessig 4
laborere ved sykesengen, og man gnsket derfor 4 ta kapillerblod av pasientene,
bringe det til laboratoriet, 0g undersgke det der. Dette problem ble 1gst pa for-
skjellige mater ved 4 sykehus. En av disse modifikasjoner er publisert (BLEEKER
1960). De 4 lgsningene var alle fullt brukbare, men ingen av dem ble ansett som
helt ideell. P4 et mgte i Stockholm i april 1960 fikk derfor Institutt for Trom-
boseforskning i oppdrag 4 samarbeide dem til et forslag. T denne artikkel gjer
vi rede for virt forslag.

Prinsipp.

Kapilleerblod suges opp 1 en pipette som inneholder citrat, blodet blases
ned i et plastrgr og bringes til laboratoriet. Her undersgkes praven i det
samme plastrer ved tilsetning av Trombotest-reagens som inneholder kalsium.

Ultstyr.

1. Kapillerpipetter av glass som er merket ved 0,05 og ved 0,1 ml. Pipettene
bgr méle ca. 10 cm fra spissen til merket 0,1 ml.

2. Antikoagulans: 1 del 3,13 % natriumcitrat dihydrat blandet med 8
deler 0,9 %, natriumklorid.

3. Trombotest reagens for veneblod.

4. Ror av plast eller tilsvarende materiale,

Det gvrige utstyr er det samme som for den tidligere Trombotest for kapil-
leer-blod.

Iremgangsmaite.

Pipetten fylles med antikoagulans til merket 0,05 ml. Huden vaskes, og
innstikk gjgres som tidligere. Pipetten fylles opp til merket 0,1 ml med blod,
og citrat-blodet bldses straks ut i et plastrgr. Blodet kan na sti ved varelse-
temperatur i 1—2 timer (se nedenfor).

Nér blodet skal testes, settes plastrgret i et vannbad som holder 37° C.
Etter 2—3 min. blises 0,25 ml Trombotest reagens ned i rgret, og klokken
startes. Koagulasjonspunktet avleses pa vanlig mite. Trombotest-reagenset ma
vare forvarmet til 37° C. Det ber ikke std ved denne temperatur i over 30 min,
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Kommentarer.

1) Reagensmengde. Prgven utfgres med halvdelen av den opprinnelige
foreslatte reagensmengde, nemlig 0,25 ml. Reagenset ma lgses opp i 3,2 mM
kalsiumklorid og ikke i destillert vann, fordi blodprgven inneholder citrat.

2) Blodmengde. Vi er blitt staende ved 0,05 ml blod som en passende mengde.
Prgven kan gjgres med bare 0,02 ml blod (WiTH 1960), men vi har funnet at
s& smd mengder gir usikre verdier i et rutine-laboratorium.

3) Antikoagulans. Vi prevet fgrst den vanlige tilsetning av 1/10 volum
3,13 9%, natriumcitrat dihydrat, det vil si 0,005 ml citrat til 0,045 ml blod. Det
var imidlertid upraktisk & pipettere si smd mengder antikoagulans, og vi prgvet

» derfor stgrre volum av tynnere citrat-opplgsninger. Vi har funnet det mest

- praktisk & bruke:
0,05 ml av en spesiell citrat-fortynning: 1 del 3,13 9, citrat 4 8 deler
0,9 9% natrium klorid,

0,05 ml blod.

Dette gir det samme forhold mellom citrat og blod som det er i citrat-
veneblod,

4) Blodprovetagning skjer pd vanlig méte fra gre eller finger. Vi foretrekker
siden av fjerde eller femte finger. Det er viktig & stikke s dypt at man far til-
strekkelig blod uten a «melkes. Den ferste drapen skal brukes, og man skal
ikke bergre saret med bomull eller lignende fgr prgven tas. Det er en fordel
d bruke nye og skarpe blad for hver gang. Blodet suges opp i en pipette som pé
forhdnd inneholder antikoagulans i riktig mengde. Vi har funnet at man kan
bruke en vanlig glass-pipette uten & f& mdlbar kontakt-aktivering.

5) «Tuber. Blodprgven ma straks blases ned i en «non-wetable tube», fordi
man ellers far kontakt-aktivering av blodet under henstanden fgr undersgkelsen,
Teoretiske overveielser skulle tale for at selve koagulasjonen burde foregd i et
vanlig glassrgr. I si fall mitte prgven overfgres til dette like fgr undersgkelsen,
Et slikt system forbyr seg selv, fordi det er for komplisert og tar for lang tid.

Vi har funnet at selve koagulasjonen kan foregd i en «non-wetable tubes
uten at det forlenger koagulasjonstiden. Man kan derfor straks blise blod-
prgven ned i et slikt rgr, og senere utfgre selve testen i samme rgr ved & blse
Trombotest-reagenset nedi. Dette gir maksimal forenkling, og er teknisk ikke
vanskeligere enn den vanlige kapiller-prove.

Vi har undersgkt silikonert glass og forskjellige plasttyper. Alle disse
rgr gir fullt brukbare resultater. Gjennomsiktige plastrgr er mest praktiske.

6) Forandring av blodet under henstand. For 4 undersgke dette, har vi gjort
folgende forsgk. FFem kapiller-pipetter ble fylt med 0,05 ml av citratopplgs-
ningen. Deretter ble 2 ml veneblod tappet i et silikonert glass uten antikoagulans.
Pipettene ble umiddelbart fylt opp med 0,05 ml blod og tgmt ut i hvert sitt
plastrgr. De 5 rgrene ble oppbevart ved vearelsetemperatur, og undersgkt
med mellomrom ved at 0,25 ml Trombotest-reagens ble bldst ned i rgret. Selve
koagulasjonen foregikk ved 37° C. Resultatet av dette forsgk fremgar av fig. 1.
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Fig. 1. Henstand av citratblod ved veerelsetemperatur,
Se teksten for beskrivelse av tekniklken,

Blod fra antikoagulasjonsbehandlede pasienter er stabilt. Blod fra normale
viser derimot aktivering under henstand, men forholdsvis lite i lgpet av forste
time. Dette svarer til det vi har funnet tidligere (OwrEN 1959), og forholdet
beror vesentlig pd at Trombotest er sensitivt for «ntrinsic system». Forsgket i
fig. 1 ble gjort med veneblod, fordi det er vanskelig & fylle en serie pipetter
med kapilleerblod fra samme person. Det er sannsynlig at kapillerblodet opp-
fgrer seg pa samme méte som veneblod under disse forhold. Vi har derfor trukket
den praktiske konklusjon at citrat-kapillerblod fra pasienter under antikoagula-
sjonsbehandling er stabilt iallfall i 2 timer. Senere erfaring har vist at man trygt
kan strekke intervallet til 5 timer for blodpraver fra slike pasienter. Blod fra
pasienter med normal koagulasjonsaktivitet er mindre stabilt, og det bgr derfor
undersgkes innen 1 time. Allikevel ser man av og til aktivering med for hgye verdier.

Henstand ved forskjellig temperatur viser at det ikke er noen fordel &
lagre prgvene ved lav temperatur. De bgr derfor sti ved varelsetemperatur
inntil de blir undersgkt.

Normalpersonene 13 i dette forsgk i omradet 70—90 %. Etter var erfaring
er dette et vanlig funn hos kvinnelig laboratoriepersonale.

7) Standardkurve. Citrat-kapilleerblod-metoden arbeider med 0,05 ml blod,
det vil si samme mengde som i den vanlige kapillerprgve. Resultatet skulle
derfor leses av etter kurven for kapillerblod (tiltross for at man bruker reagenset
for veneblod). P& den annen side utfgres koagulasjonen i en «on-wetable tubey,
blodet inneholder citrat, og volumet av koagulasjonsblandingen er noe stgrre
enn i den vanlige kapillerprgve (0,35 ml mot 0,30 ml).

Det var umulig & forutsi hvilken virkning alt dette ville ha PA resultatet,
og standard-kurven métte derfor bestemmes empirisk. Dette ble gjort pi fal-
gende mate. P4 100 fortlgpende pasienter under antikoagulasjonsbehandling ble
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Two methods of capillary Thrombotest,

<«
o
—————

parallel tests in 100 patients on anticoagulant therapy

[=2]
s 3

o
=]

@ I~
< (=]

)
(=]

Capillary Thrombotest, per cent of normal

=

10 20 30 40 50 60 70 80
Citrate-capillary Thrombotest, per cent of normal

Fig. 2. Sammenligning av Trombotest utfort i kapilleerblod og i
citrat-kapilleerblod. Se teksten for beskrivelse av tekniklken.

det gjort Trombotest i vanlig kapilleerblod og i citrat-kapillerblod. De to pravene
ble tatt fra samme stikk, men rekkefglgen vekslet. Begge praver ble underspkt
umiddelbart, men av to forskjellige teknikere. Koagulasjonstidene ble oversatt
til 9% ut fra kurven for kapiller-blod. Fig. 2 viser at de to metoder ga samme
resultat, slik at det ikke trenges noen omregningsfaktor. Vi valgte pasienter
under antikoagulasjonsbehandling til dette forsgk, fordi deres blod er stabilt.
Prgver i normalomrédet viste prinsipielt samme funn, men noe stgrre spredning.

Konklusjon.

1. Det er utarbeidet en enkel og praktisk metode til undersgkelse av citrat-
kapillzerblod med Trombotest.

2. Metoden gir palitelige resultater for blod fra pasienter under antikoa-
gulasjonsbehandling, og blodet kan std i 5 timer fgr det undersgkes.

3. Metoden gir brukbare resultater for blod fra normalpersoner, sifremt
blodet undersgkes innen 1 time.

Thrombotest with citrated capillary blood

by Peter F. Hjort and Solveig Mikkelsen.
Summary.

Thrombotest is ordinarily performed with citrated venous blood or with
capillary blood. In some hospitals, a modification using citrated capillary blood
is more convenient. A practical method has been developed in cooperation with
Swedish hospitals.



The following technique is used: aspirate 0.05 ml. anticoagulant (1 part
3.13. 9% sodium citrate dihydrate + 8 parts of 0.9 9, sodium chloride) into
a capillary pipette, then aspirate an additional 0.05 ml. of capillary blood, empty
the pipette into a non-wetable tube, and place the tube in a waterbath at 37° C.
After 2-3 minutes, add 0.25 ml. of Thrombotest reagent for venous blood, deter-
mine the clotting time, and read the result from the correlation curve marked
“capillary blood”. Citrated capillary blood from patients on anticoagulant treat-
ment may be stored for at least 5 hours before testing, while normal blood
should be tested within one hour. Before testing, the blood sample should be
stored at room temperature.
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OWREN, P. A.: Trombotest-metoden. Modifikasjon med

Il. Négra erfarenheter av Trombotest utfort med
citrat-kapillarblod.

Den av OwreN 1959 introducerade Trombotest-metoden (TT) har till-
dragit sig stort intresse, dd den angetts vara kinslig, enkel och personalbespa-
rande. Metoden var ursprungligen utarbetad fér citrat-venblod samt f6r kapilldr-
blod utan tillsats. Vid kapillirprov medférde detta att bestdimningen maste
utforas i omedelbar anslutning till provtagningen. Vid en konferens i april 1960
ansags detta forfarande mindre limpat for svensk sjukhusrutin. Onskemal fram-
fordes fran flera hill, att metoden borde modifieras for citrat-kapillirblod for
att mojliggora analys inom stérre tidsintervall.

Pa grundval av de forslag som framlades vid denna konferens har HjogrT
och MIKKELSEN (1961) utarbetat en Trombotest-metodik for citrat-kapillirblod.
Négra erfarenheter med denna metodik redovisas hir.

Metod.

Reagens: Utspidd natriumcitratlosning: 1 del 0,1 M natriumcitratlosning
+ 8 delar fys. koksalt-16sning. Trombotest-l6sning: Trombotest-reagens 16st
1 3,2 mM kalciumkloridlésning.

Provtagning: En 0,1 ml kapillirpipett fylles till 0,05 ml med utspiddd
natrium-citratlsning och direfter med kapillirblod till 0,1 ml. Blod-citrat-
blandingen nedbldses i plastrér,

Bestamning: Trombotestlosning samt rér med prov forvirmes i vattenbad
till 37°. 0,25 ml Trombotest-losning nedbldses i roren. Proven fir sti



30 sek. i vattenbadet, varefter de vaggas. Tiden mellan tillsats av Trombo-
test-losning och koagulation avlises. Koagulationsaktiviteten erhalles ur den
korrelationskurva, som medfsljer varje Trombotest-férpackning.

Resultat och diskussion.

En liten serie parallellbestimningar har utforts for jamforelse mellan den
ursprungliga TT-kapillir-metoden och TT-citrat-kapillir-metoden. Resultatet
redovisas i tabell 1. Den goda korrelationen &r i 6vereasstimmelse med HjorTs
och MIKKELSENS resultat, Vidare har bestimningar for jimforelse mellan TT-

':E‘hrombotes‘t _ 'l‘hrc?mbotest . PP G L.
caplllaryl technllq'ue mtrate-ca.pllllary te.ch.nlque . prothrombin
coagulation activity coagulation activity 5 :

o, o, % index
<5 LD “h 29
53 5.3 6.5 43
52 5,6 7 43
8,2 8,8 10 50
11,5 11 12 53
16 14 17 57
17,2 18 20 69
23 22 27 i2
37 33 40 79
64 60 64 82

Tabell 1: Jamfcrelse mellan Trombotest kapillirmetod och Trombotest citrat-kapillirmetod,

citrat-kapillir-metoden och P-P-metoden (protrombin-proconvertin-bestimning
enl. OWREN & Aas 1951) utférts pi patienter med antikoagulantiabehandling
samt pd ett mindre antal normalpersoner.

Med bida metoderna har dubbelprov utforts. DA korrelationskurvan for
Trombotest férst nyligen férlingts till 5 9, har en del av bestdmningarna med
koagulationsaktivitet understigande 10 9/ ej inritats i diagrammet. Resultaten
frin 3 laboratorier har sammanfirts i fig. 1.

Metoderna visar tillfredsstillande overensstimmelse, dock med tendens till
nagot hogre vérden for P-P-metoden. En forklaring dirtill kan vara att olika
referensplasma anvints fér metoderna. Samma tendens har emellertid iakt-
tagits vid de olika laboratorierna, varfir en liten men verklig skillnad i koagula-
tionsaktivitetsnivd hos metoderna ej kan uteslutas.

Spridningen i diagrammet forefaller vara stérre vid héga koagulations-
aktiviteter. Detta har iakttagits vid tidigare redovisade undersokningar av
Trombotest och belyses ytterligare av foljande exempel. Tolv prov pa ett blod
med koagulationsaktivitet 31 9, gav en standarddeviation av 1,5, medan stan-
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Iig. 1: Jamiorelse mellan
P-P-metoden enl. Owrin
och Trombotest citrat-
kapillarmetod.
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darddeviationen for samma antal prov pa ett blod med koagulationsaktivitet
84 9, var 5,5. Vid anvindande av reducerad blodmingd i det senare fallet d.v.s.
0,01 ml, vilket rekommenderats vid hég koagulationsaktivitet, sjénk standard-
deviationen till 3.

Det kan vara av intresse att jimféra protrombinindex enl. QUICK-LEHMANN
med koagulationsaktivitet vid antikoagulantiabehandling. Sidana jimforelser
har publicerats av LuND & SuNDBLAD 1956, BJORNESTS & KARLSTROM 1958
samt BLEEKER 1900. I fig. 2 redovisas en jimférelse mellan protombinindex enl,
Quick-LEHMANN  (mikrometod) och koagulationsaktivitet bestimd med TT-
citrat-kapillir-metod pa ett hundratal prov. TT-virden under 10 9% har samlats
omkring en godtycklig linje. Med Trombotest har gjorts enkelprov, med Quick
dubbelprov.,

Den stora spridningen visar, att man knappast kan utnyttja enstaka jim-
forelser mellan TT-vdrden och Quick-virden. Vi har dven iakttagit, hur hos
ndgra patienter under antikoagulantiabehandling en hojning av TT-virdet har
motsvarats av en sidnkning av Quick-virdet och vice versa. I det stora hela
tycks dock koagulationsaktivitet och protrombinindex enl. QuICK-LEHMANN
féljas at inom intervallet upp til ca 30 9, koagulationsaktivitet.

Vid férvaring av blodprov finnes risk for férindring av den ursprungliga
koagulationsaktiviteten hos provet pa grund av aktiveringsprocesser m. m. Man
har anledning att vinta sig att kontaktaktivering skall ha stérre betydelse vid
ifrigavarande sméd provmingder, dir kontaktytan #r stor i férhallande till
provets volym. Vi har undersokt férindringar i koagulationsaktiviteten vid
forvaring av citrat-kapillirblod i plastrér. Resultatet redovisas i fig. 3. Den
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lingsamma forhdjningen av Trombotest-virdena vid lag koagulationsaktivitet
torde sakna praktisk betydelse. Vid virden mellan 50 %, och 100 9% fir man
ddremot en f6rhéjning, som varierar och gér det nédviindigt att utféra bestim-
ningen relativt kort tid efter provtagningen. P4 ett storre sjukhus kan detta
bereda vissa praktiska svarigheter.

Vid TT-citrat-kapillir-metoden som vid alla koagulationsanalyser bér man
utfora bestimningarna under standardiserade férhillanden och med si konstant
teknik som mojligt. — Vi har funnit genomskinliga plastror limpliga att

®
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anvinda och billiga i inkdp. Som diskmedel har sodalésning rekommenderats.
Aven diskmedlet Teepool av sulfonattyp har undersskts. Ingen skillnad erhlls
mellan bestimningar som gjorts parallellt med utensilier rengjorda med de
olika diskmedlen.

Ur laboratorieteknisk synpunkt dr Trombotest-citrat-kapillir-metoden lika
enkel att utféra som den tidigare provade Trombotest-kapilldr-metoden (NOREN &
SWEDIN 1960) och innebir liksom denna en forenkling jimfsrt med P-P-metoden.
Dessutom har Trombotest den firdelen, att reagenset dr kalibrerat av till-
verkaren, si att lokal standardisering, med de variationer som dirav kan fér-
anledas, blir éverflodig.

Vid bestdmning av normal eller litt sinkt koagulationsaktivitet, t. ex. vid
leverdiagnostik innebidr TT-citrat-kapillir-metoden ingen férdel framfér P-P-
metoden, eftersom inverkan av kontaktaktivering och andra metodfel blir allt-
for kinnbar. Metoden torde diremot vara vil limpad for kontroll av anti-
koagulantiabehandling. Den har sedan ett halvir tillbaka anvints vid kontrollen
av ca 150 patienter, som behandlats polikliniskt, och den har dirvid visat sig
fungera tillfredsstillande.

Some experiences with Thrombotest performed with
citrated capillary blood.

By Gunvor Lilienberg, Ingrid Norén and Ann-Catrine Teger-Nilsson,

Summary.

A modification of the Thrombotest method for determination of blood
coagulability in citrated capillary bleod has been investigated.

The method gives a good correlation with the Thrombotest capillary
technique and a satisfactory correlation with the P & P method, but less gocd
correlation with the Quick-LEHMANK prothrombin index.

The conservation of the blood sample in plastic tubes is good at low coagu-
lation values, while at high values a certain contact activation cannot be avoided.

The methed must be regarded as suitable for the control of anticoagulant
treatment.
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