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КАЛИБРОВКА ПРОТРОМБИНОВОГО ТЕСТА

В зависимости от источника получения раз-

личают тромбопластины из тканей человека,

кроликов или крупного рогатого скота. Созда-

ны также препараты тромбопластинов, содер-

жащие рекомбинантный тканевый фактор че-

ловека. Тромбопластин, состоящий только из

экстракта тканей, с добавлением хлорида каль-

ция, называют «простым». Существуют также

«комбинированные» тромбопластины, кото-

рые помимо тканевого экстракта содержат ад-

сорбированную бычью плазму в качестве ис-

точника дополнительного фактора V и фибри-

ногена. В соответствии с рекомендациями ВОЗ

очень важно корректно прокалибровать каж-

дый используемый тромбопластин. Это необ-

ходимо для того, чтобы результаты определе-
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Несмотря на появление новых оральных антикоагулянтов, антагонисты витамина

К (АВК) продолжают широко использоваться для лечения и профилактики тром-

боэмболических осложнений, а у больных с искусственными клапанами сердца

им пока нет альтернативы. При приеме АВК у больных синтезируются изменен-

ные факторы протромбинового комплекса (протромбин, фактор X, IX и VII, а так-

же два компонента противосвертывающей системы — протеин С и протеин S), ут-

ратившие способность связываться с поверхностью фосфолипидов. В результате

существенно снижается вероятность внутрисосудистого тромбообразования, но

степень антикоагуляции индивидуальна и требует контроля для каждого пациен-

та. Для контроля используется протромбиновый тест (ПТ-тест), в основе которого

лежит определение времени свертывания плазмы пациента после добавления к

ней тромбопластина и хлорида кальция (протромбинового времени). Тромбопла-

стин — это экстракт тканей животных, содержащий тканевой фактор и фосфоли-

пиды. Как показала практика, определение степени антикоагуляции по протром-

биновому времени — непростая задача. Дело в том, что разные препараты тром-

бопластина обладают разной чувствительностью к снижению содержания факто-

ров протромбинового комплекса, время свертывания нормальной и патологичес-

кой плазмы зависит от используемого препарата тромбопластина и отличается да-

же для разных серий тромбопластина одного и того же производителя. Кроме то-

го, протромбиновое время зависит от используемого метода (коагулометра). Спе-

циально для оценки степени антикоагуляции у больных, находящихся на терапии

оральными антикоагулянтами, ВОЗ была принята система представления резуль-

татов ПТ-теста в виде МНО (международного нормализованного отношения).
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ния МНО были воспроизводимы и сопостави-

мы независимо от источника происхождения

и серии тромбопластина. ВОЗ была принята

методика калибровки тромбопластина, осно-

ванная на линейной зависимости между лога-

рифмами протромбинового времени, полу-

ченного на плазме больных, находящихся на

терапии оральными антикоагулянтами, и оп-

ределенного с разными тромбопластинами.

Методика подробно описана в технических

сообщениях ВОЗ [1], а также в русскоязычной

литературе [2]. В соответствии с требованиями

ВОЗ для калибровки тромбопластина необхо-

димо использовать свежую плазму, получен-

ную не менее чем от 20 здоровых доноров, и

патологическую, полученную не менее чем от

60 больных, находящихся в стабильной фазе

терапии антагонистами витамина К [1]. Позд-

нее было показано, что количество патологи-

ческих плазм можно уменьшить до 20. С помо-

щью этого метода определяется важный кали-

бровочный параметр тромбопластина — меж-

дународный индекс чувствительности (МИЧ),

который характеризует чувствительность

тромбопластина к содержанию активируемых

факторов протромбинового комплекса. Чем

выше значение МИЧ, тем менее чувствитель-

ным является тромбопластин. При использо-

вании в работе тромбопластина с известным

МИЧ результаты определения протромбино-

вого времени можно выражать в единой шка-

ле, а именно в виде МНО. Однако в дальней-

шем было показано, что МИЧ тромбопластина

зависит также и от особенностей применяе-

мых в разных коагулометрах методов опреде-

ления времени образования сгустков. Поэтому

величина МНО, определенная с использовани-

ем одного тромбопластина, но на разных коа-

гулометрах, может заметно отличаться. Для

преодоления этой проблемы был предложен

метод локальной калибровки пары «прибор —

тромбопластин», заключающийся в использо-

вании четырех калибровочных плазм: одной

нормальной и трех, полученных от больных,

находящихся на терапии оральными антикоа-

гулянтами, с высокой, средней и низкой степе-

нью антикоагуляции [3]. Другой особенностью

этого метода калибровки является то, что он

позволяет преодолеть проблему вычисления

«среднего нормального протромбинового вре-

мени» (СНПВ).

Вычисление МНО заключается в возведении

в степень МИЧ протромбинового отношения

(ПО), которое определяется путем деления

протромбинового времени (ПВ) плазмы боль-

ного на СНПВ:

МНО = 
[ ПВ больного ]  

МИЧ
СНПВ

По рекомендованной ВОЗ методике для оп-

ределения СНПВ необходимо измерить ПВ

плазм 20 доноров и вычислить среднее геоме-

трическое для полученного массива данных.

Выполнение этой рекомендации в лаборато-

рии клиники сопряжено с определенными

трудностями, особенно если учесть, что это

придется повторять при переходе к новой се-

рии тромбопластина. Упрощенными, но тем

не менее позволяющими в ряде случаев полу-

чать удовлетворительное качество определе-

ния, являются замена показателя СНПВ на ПВ

пула плазм доноров, содержание факторов

протромбинового комплекса в котором при-

нимается за 100%, или вычисление соответст-

вующего значения из калибровочного графи-

ка по Квику. Последнее представляется более

реальным, т. к. для качественного приготовле-

ния пула плазм доноров необходимы условия

для мгновенной заморозки аликвот и их хра-

нения при температуре ≤-70 °С.

Для построения калибровки по Квику необ-

ходима плазма-калибратор с известным значе-

нием %-ПТ. Универсальных, т. е. приемлемых

для любой пары «реактив — прибор», калибра-
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торов для протромбинового теста не сущест-

вует. Проблема в том, что консерванты и ста-

билизаторы, добавляемые к плазме перед лио-

филизацией, могут по-разному влиять на ПВ,

определяемое с разными тромбопластинами и

на разных приборах [4—7]. Поэтому этот под-

ход к вычислению знаменателя формулы

МНО, а также и %-ПТ по Квику приемлем толь-

ко для указанных в паспорте калибратора ре-

активов и приборов.

К сожалению, некоторые отечественные

производители тромбопластинов проигнори-

ровали эту особенность ПТ-теста и в инструк-

циях по его выполнению предлагают очень

простой способ вычисления эквивалента

СНПВ, заключающийся в умножении изме-

ренного в лаборатории ПВ контрольной

(нормальной) плазмы на некий коэффициент

(k, ПОпк). В действительности такой способ

коррекции был бы возможен, если бы: 1) зави-

симость времени свертывания от содержа-

ния факторов описывалась бы линейным

уравнением у = ах, т. е. графически выглядела

бы как прямая, выходящая из начала коорди-

нат; 2) понятия «контрольная плазма» и «кали-

братор» были бы синонимами.

ПРИМЕР ИЗ ПРАКТИКИ

Приведем пример проблемы, возникшей

при построении калибровки ПТ-теста на им-

портном коагулометре с использованием оте-

чественного тромбопластина (МИЧ = 1,2) и

контрольной плазмы (рис.). По рекомендуе-

мой производителем методике в лаборатории

определили в дублях ПВ контрольной плазмы

и трех ее разведений. Как видно из таблицы,

параллельные измерения показали хорошее

совпадение. Прибор выдал уравнение: у =

0,0006х + 0,0061, R2 = 0,973 и калибровку при-

нял, хотя линейность графика оставляла же-

лать лучшего (рис.). Действительно, из уравне-

ния следует, что ПВ
100%

равно 6,5 сек, что мно-

го ниже, чем фактически измеренное на кон-

трольной нормальной плазме в процессе ка-

либровки, и 14,9 сек, рассчитанных по предло-

женному производителем k для определения

МНО. По полученной калибровке 14,9 сек со-

ответствует 66,5% ПТ по Квику. Естественно,

что с контролем качества у лаборатории воз-

никли проблемы.

На наш взгляд, одним из источников про-

блемы было использование 8-кратного разве-

дения контрольной плазмы. Судя по видимому

загибу калибровочного графика для данной

пары «прибор — реактив», оно было явно из-

быточным. Действительно, при построении

графика только по трем первым парам цифр

его линейность повышается, и значение

ПВ
100% 

= 12,7 сек, вычисленное по новой фор-

муле, выглядит уже более правдоподобно. Тем

не менее оно остается значительно ниже, чем

«скорректированное» по предложенному про-

изводителем тромбопластина k, которому со-

ответствует 82,6% ПТ по новой калибровке.

Другой причиной расхождения ПВ
100%

, рас-

считанных из калибровки по Квику и по «по-

правочным» коэффициентам, является то, что

в первом случае расчет основан на хорошо из-

вестной зависимости времени свертывания от

содержания факторов ПТ-комплекса, а в дру-

гом — на линейной.

Нам могут возразить, что описан уникаль-

ный случай. Насколько это так, могут опреде-

лить лаборатории, использующие столь ориги-

нальный метод вычисления СНПВ (ПВ
100%

).

Данные циклов ФСВОК, в которых анализиро-

вались результаты определения в патологичес-

ких плазмах (МНО > 2), свидетельствуют о том,

что этот случай вряд ли является уникальным.

Косвенным признаком ошибки в определе-

нии ПВ
100%

(СНПВ) может служить характер

распределения результатов ПТ-теста. У доно-

ров, сотрудников, проходящих профосмотр, и
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даже у большинства нетяжелых больных зна-

чения %-ПТ и МНО должны не просто попа-

дать в диапазон нормальных значений, а рас-

пределяться примерно пополам выше и ниже

100% и 1 соответственно. Значительное сме-

щение в одну или другую сторону является се-

рьезным основанием для проверки правиль-

ности определения ПВ
100%

(СНПВ), даже если

результаты контроля качества в области нор-

мы являются удовлетворительными.

Особенностью ПТ-теста является то, что ве-

роятность выявления ошибки в определении

СНПВ или МИЧ возрастает с увеличением

МНО. Поэтому контроль качества теста должен

обязательно включать образцы со значениями

вблизи верхней и нижней границ терапевтиче-

ской области (40—20%-ПТ, МНО 2—3,5).

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПРОТРОМБИНА 

В КАПИЛЛЯРНОЙ КРОВИ

Использование капиллярной крови для ана-

лиза представляется привлекательным, т. к. не

требует пункции вены и центрифугирования

крови, однако при кажущейся простоте в дей-

ствительности сопряжено с рядом проблем.

Первая и главная заключается в большей ве-

роятности активации свертывания при заборе

капиллярной крови. Кровь, проходя через по-

врежденную ткань, контактирует с тромбоген-

ной поверхностью и может активироваться.

Это увеличивает вероятность преаналитичес-

кой ошибки. Быстро и аккуратно собрать даже

50 мкл крови — минимум, который необходим

для одного определения с обычным тромбо-

пластином при рабочем объеме кюветы коагу-

лометра 150 мкл, —удается не всегда. В капил-

ляре кровь с антикоагулянтом практически не

перемешивается, поэтому предварительный за-

бор цитрата в капилляр проблему не решает, а

только усложняет процедуру определения, т. к.

требует использования стерильного цитрата.

Вторая проблема связана со сложностью ка-

либровки и отсутствием адекватной системы

контроля качества для предлагаемых отечест-

венными производителями тромбопластинов

методик выполнения ПТ-теста, предполагаю-

щих использование цельной крови и обычно-

го тромбопластина. Более высокая вязкость и

плотность крови по сравнению с плазмой сни-

жает эффективность перемешивания реакци-

онной смеси в кювете коагулометра, что мо-

жет отразиться на результате анализа быстро

протекающих реакций, к которым относится

ПТ-тест.

Определение протромбина в капиллярной

крови возможно с применением комбиниро-

ванных реактивов, в состав которых кроме

тромбопластина входят фибриноген и фактор

V. Наличие этих добавок позволяет выполнять

определение с использованием всего 10—20

мкл капиллярной крови, что составляет 1/20

от конечного объема среды реакции. Тест мо-

жет выполняться вручную или на механичес-

ких коагулометрах. Высокое разведение крови

реактивом позволяет использовать для кон-

троля качества лиофилизированные плазмы,

которые вносятся в объеме 1/
2

от объема кро-

ви. Влиянием клеток крови (<3% от объема ре-

акционной среды) в этом случае можно прене-

бречь. Однако на ПВ цельной крови величина

гематокрита оказывает значительное влияние.

Поэтому калибровка реактива для определе-

ния ПВ цельной крови должна включать также

и построение номограммы, позволяющей

скорректировать влияние гематокрита.

Многие из перечисленных выше проблем

были решены разработкой экспресс-анализа-

торов МНО, в которых применяются прекали-

брованные тест-полоски, содержащие реком-

бинантный тромбопластин. Такая технология

обеспечивает возможность определения МНО

в течение ~1 мин с использованием малых

объемов (~8 мкл) капиллярной крови. Это
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представляется особенно важным при необхо-

димости выполнения анализов у новорожден-

ных, в экстренных ситуациях, а также непо-

средственно в кабинете врача, который на-

блюдает больных, принимающих антагонисты

витамина К [9-11]. Согласно Приказу МЗ РФ от

15 ноября 2012 г. №918н «Об утверждении по-

рядка оказания медицинской помощи боль-

ным с сердечно-сосудистыми заболеваниями»,

в стандарт оснащения кардиологического ка-

бинета входит портативный аппарат для экс-

пресс-определения МНО.

САМОКОНТРОЛЬ МНО

Основной проблемой лечения АВК является

необходимость регулярного контроля уровня

антикоагуляции. Особую проблему это создает

для пожилых, проживающих вдали от крупных

городов, а также тех, чья работа связана с дли-

тельными командировками. Преодолеть эти

трудности можно с помощью портативных ко-

агулометров для самостоятельного определе-

ния МНО. Кроме того, по данным ряда иссле-

дований, самостоятельное мониторирование

МНО уменьшает риск осложнений терапии и

существенно облегчает подбор, а при необхо-

димости и коррекцию дозы антикоагулянта.

Для оценки качества терапии АВК обычно

учитывают продолжительность времени, при

котором значение МНО находится в терапевти-

ческой области (ВТО), и частоту критических

значений МНО, т. е. значений меньше 1,5 или

больше 5, при которых существенно возрастает

вероятность развития осложнений. Результаты

мета-анализа 53 исследований больных ТГВ/ТЭ-

ЛА, находящихся на терапии АВК, показали, что

58% от всех случаев тромбоэмболий пришлись

на период (25% времени), когда уровень антико-

агуляции был ниже, а 48% больших кровотече-

ний — соответственно на период (15% време-

ни), когда уровень антикоагуляции был выше те-

рапевтического [8]. По данным этого анализа,

среднее ВТО составило ~61%, а в больших тща-

РИСУНОК. Влияние разведения 

контрольной плазмы на измеряемое протромбиновое время
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тельно контролируемых исследованиях, в кото-

рых сравнивалась эффективность варфарина с

новыми оральными антикоагулянтами, ВТО ва-

рьировало в пределах 55—68% [11].

Результаты большого ретроспективного ис-

следования STABLE, в котором был проведен

анализ более 29 000 больных из рутинной кли-

нической практики, показали, что при само-

контроле МНО с помощью портативных коа-

гулометров ВТО составило 69,7%. Анализ раз-

ных возрастных групп показал, что даже у па-

циентов старше 75 лет самоконтроль позволя-

ет достичь такого уровня стабильности анти-

коагуляции [12]. В другом исследовании, в ко-

тором сравнивали результаты самоконтроля

МНО с использованием двух портативных ко-

агулометров CoaguChek XS и INRatio2, ВТО со-

ставило 68,9% для стандартного диапазона

МНО 2—3 и 87,9% для расширенного диапазо-

на МНО 2—3,5. Частота выявления критичес-

ких значений МНО (<1,5 или >5) составила

всего 2,4% [13].

Обеспечение более высокой эффективнос-

ти и безопасности терапии АВК при самокон-

троле уровня антикоагуляции подтверждают

данные мета-анализов о снижении риска

смерти на 26—42%, тромбоэмболических ос-

ложнений на 50%, а больших кровотечений на

35% [14.

В целом можно сделать заключение, что оп-

ределение МНО с помощью портативных коа-

гулометров значительно облегчает больным

процедуру контроля терапии АВК. При нала-

женной системе обучения пациентов и кон-

троля со стороны специалистов этот метод

позволяет также снизить количество неблаго-

приятных исходов терапии.

Сравнение результатов определения МНО

на двух портативных мониторах CoaguChek

XS (для самоконтроля МНО пациентом дома)

и CoaguChek XS Plus (профессиональная вер-

сия для врача или экспресс-лаборатории) с

полученными при параллельном определени-

ем лабораторным эталонным методом пока-

зало хорошее совпадение данных. В терапев-

тическом диапазоне коэффициенты вариа-

ции (CV) были <4,5% для капиллярной и

<3,5% для венозной крови [15–17].
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