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ABSTRAKT: Vnéjsi faktory ovliviiujici citlivost Quickova koagula¢niho testu

Cilem mé prace bylo zjistit, jak dlouho jsou hodnoty protrombinového casu (PT)
jinak také zvané¢ho Quickova testu po odbéru stabilni a zda tato doba je zavisla na typu
pouzité reagencie.

Jednotlivé ¢asy jsem méfila do 1 hodiny po odbéru a dale 12, 24, 48 a 72 hodin po
odbéru. K dispozici jsem meéla pét druhii soucasnych reagencii a to v zastoupeni
tkanovych tromboplastinh 1 rekombinantnich tromboplastinti. Z tkanovych
tromboplastini  to byl: Neoplastine CI Plus, PT Quick a Thromborel S,
z rekombinantnich tromboplastini: Neoplastine R a Recombiplastin 2G.

Protrombinovy ¢as (PT) spolu s aktivovanym parcialnim tromboplastinovym casem
(aPTT) dnes patii k zakladnim koagulaénim testim. Tyto metody jsou soucdsti
pfedoperacnich vySetfeni, ale jsou také dilezitym ukazatelem pfi monitoraci
antikoagulacni 1écby. Pokud jsou vysledky patologické a pacient neni zatizen zadnou
antikoagula¢ni 1é¢bou, mohou nam ukazat na poruchu tzv. vné&j$i nebo wvnitini
koagulacéni a tim poukdzat na mozny deficit nékterého z koagulacnich faktort.

Prvni ¢ast své prace jsem vénovala teorii, popisu hemostazy a jejich jednotlivych
slozek. Jsou zde zminény trombocyty a jejich ucast pii zastavé krvaceni a vzniku
primarni hemostatické zatky. Dale jsou zde plazmatické faktory, jejich rozd¢€leni, funkce
a s nimi souvisejici tzv. tfifizovy model koagulacni kaskady, vcetné¢ schématu.
Nasleduji pfirozené inhibitory a fibrinolyticky systém. Dalsi ¢ast se zabyva patologii
hemostazy, jejich jednotlivych slozek. Nasleduji koagulacni testy a jejich rozdéleni
zZ hlediska specifity, kterou ¢ast hemostazy popisuji a jejich jednotlivé principy.

Metodickou cast mé prace jsem provadéla v Laboratofi klinické hematologie
nemocnice Ceské Bud&jovice a.s., kde jsem zaméstnana. Vzorky krve jsem ziskala na
Transfuznim oddéleni Nemocnice Ceské Bud&jovice a.s. na useku darcti krve. Soubor
dat tvofilo 20 "relativné" zdravych darch krve, nezatizenych Zadnou antikoagulaéni
lécbou ani patologii nékterych koagulacnich faktori. Mé&feni jsme provadéla na
automatickém koagulatnim analyzatoru STA-R Evolution® od firmy Diagnostica Stago,
jehoz princip je zalozen na metodé chronometrické a fotometrické. Je zde popsan

analyzator a pipetovaci protokol reagencie Neoplastine CI Plus. Reagencie jsem



uchovavala a ptipravovala dle ndvodli pouziti od vyrobce, stejn¢ tak byly nastaveny
pipetovaci protokoly. Dale je zde zminéna preanalyticka, analyticka a postanalyticka
faze. Pti vlastni praci jsem dodrzovala SOP (standardni operacni postup) Laboratoie
klinické hematologie nemocnice Ceské Budgjovice a.s.

Ve cCtvrté Casti své prace jsem zpracovala vysledky méfeni. VSechny namétené
hodnoty ve vSech ¢asovych intervalech jsem zanesla do tabulky (viz. pfiloha 1 tab. ¢.8).
Z tabulek (tab.1-5) vyplyva, Ze nejnizSich pramérnych ¢asi méfeni  dosahoval
Recombiplastin 2G a to ve vSech méfenych Casech. Naridsty cast u vétSiny reagencii
nejsou velké, ale jsou.

Rozdily mezi jednotlivymi méfenimi ve vztahu k prvnimu méteni jsem vypocetla,
Vv procentuelnim vyjadieni vynesla do grafi (obr. 3-7) a vypocitala smérodatnou
odchylku. Po 12 hodinach byl nejmensi primérny rozdil méfeni pfi pouziti reagencie
Neoplastine R 0,40 % a smérodatna odchylka 1,50. Po 24 hodinach dosahoval nejmensi
pramérny rozdil Neoplastine R 0,80 % se smérodatnou odchylkou 2,10. Po 48 hodinach
Thromborel S nejmensi praméry rozdil 4,70 % se smérodatnou odchylkou 2,90. Po 72
hodinach od prvniho stanoveni nejmensi primérny rozdil u Recombiplastin 2G 9,30 %
se smérodatnou odchylkou 4,10.

Jednotlivé primérné cCasy rozdili jsem porovnavala s aktudlnim validaénim
protokolem Laboratofe klinické hematologie nemocnice Ceské Budgjovice a.s., ktery
udava pro opakovatelnost variacni koeficient pro protrombinovy cas <1,5%
(CV <1,5%). V ¢ase 12 hodin po odebrani vzorki nepiekrocily hodnotu CV < 1,5%
pouze Casy stanovené reagenciemi Neoplastine CI Plus, Neoplastine R
a Recombiplastin 2G. U casu 24 hodin od odbéru nepiesahl tuto hodnotu pouze
Neoplastine R. U c¢asu 48 a 72 hodin po odbéru piekrocily vsSechny reagencie
CV <15%. V tomto jsem se neshodla s Baglinovou studii, ktera posunula moznost
opozdéné analyzy az na 72 hodin od odbéru. Pfi¢ina byla ta, Ze Baglin urcoval stabilitu
dle klinického vyznamu INR (mezinarodni normalizovany pomeér) mezi jednotlivymi
reagenciemi, v mé praci jsem stabilitu urCovala dle pftisngj$iho kriteria, variacniho
koeficientu opakovatelnosti.

V dalsi casti jsem vypocitala primémé vychyleni kazdé reagencie pii vSech



meéfenich. Nejlépe vychazel Thromborel S se 4,8 %. Nejvétsiho primérného vychyleni
dosahoval PT Quick se 8,9 %.

V porovnani tromboplastini Cinilo celkové primémé vychyleni u rekombinantnich
5,6 %. U tkanovych tromboplastinti 6,5 %. Tento rozdil vyrazn€ ovlivnila jedna
reagencie, PT Quick.

Hypotéza, ze protrombinovy cas nebo-li Quicklv test je stabilni podstatné delsi
dobu nez je obvykly 2 hodinovy interval se potvrdila, ale tato stabilita je ovlivnéna

pouzitym tromboplastinem.



ABSTRACT: External factors influencing the sensitivity of coagulation on

prothrombin time - Quick test

The aim of this work was to determine the length of the prothrombin time (PT) also
called Quick test for stable sampling and whether this period has been dependent on the
type of reagent.

Each time | measured within 1 hour of collection and then 12, 24, 48 and 72 hours
after sampling. | had five kinds of existing reagents in the representation of tissue
thromboplastin and recombinant thromboplastin. The following set of tissue
thromboplastin was in study: Neoplastine CI Plus, Quick PT and Thromborel S, the
recombinant thromboplastin: Neoplastine R and Recombiplastin 2G.

Prothrombin time (PT), together with the activated partial thromboplastin time
(@PTT) is today one of the basic coagulation tests. These methods are part of the
preoperative evaluation, but they are also an important indicator for monitoring of
anticoagulant therapy. If the results are pathological and the patient is not burdened with
any anticoagulant therapy, they may show us the failure of the so-called external or
internal coagulation and thus point to a possible deficit of coagulation factors.

The first part of my thesis focuses on the theory, description of hemostasis and its
individual components. Platelets and their involvement in stopping bleeding and the
formation of the primary hemostatic plug have been mentioned. There are also plasma
factors, the types, functions and related so-called three-phase model of the coagulation
cascade, including the schema. The following are natural inhibitors and the fibrinolytic
system. The next part deals with the pathology of hemostasis and its individual
components. The next chapter deals with the coagulation tests and their distribution in
terms of specificity, which part of hemostasis is described together with their individual
principles.

Methodological part of my work has been carried out in the Laboratory of Clinical
Hematology Hospital in Ceske Budejovice, where | am employed. Blood samples have
been received at the Department of Hospital Transfusion in Ceske Budejovice in the
field of blood donors. The data set consisted of 20 "relatively” healthy blood donors,

unburdened by any anticoagulant therapy or pathology of coagulation factors.



Measurements were carried out on an automatic coagulation analyzer STA-R
Evolution® from Diagnostica Stago, which principle is based on the method of
chronometric and photometric. The analyzer and reagent pipetting protocol Neoplastine
ClI Plus has been described. Reagents were kept and prepared according to instructions
of the manufacturer as well as the set protocol sheets have been set. Preanalytical,
analytical and post-analytical phase is also mentioned. During the work | respected SOP
(standard operating procedure) of Laboratory of Clinical Hematology Hospital Ceske
Budejovice.

In the fourth part I compiled the results. All measured values at all time intervals
were entered in the table (see Annex 1 Table 8). From the measured values, I calculated
the average times of measurement values for each of the reagents and the determinant
differences. As we can see from the tables (tab.1-5) Recombiplastin 2G shows the
lowest average measuring values, in all the measured times. Increased time for most
reagents are not large, but they exist.

The differences between the measurements in relation to the first measurement
have been calculated and brought into graphs (Fig. 3-7) together with the standard
deviation. After 12 hours, the lowest average difference measurements using reagents
Neoplastine R 0,40 % and standard deviation of 1,50. After 24 hours, the lowest average
difference was reached with Neoplastine R 0,80 % with a standard deviation of 2,10.
After 48 hours Thromborel with the lowest average difference of 4,70 % with a standard
deviation of 2,90. After 72 hours from the first fixing smallest average difference was in
Recombiplastin 2G 9,30 % with a standard deviation of 4,10.

Individual differences in average times have been compared with the current
validation protocol of Clinical Hematology Hospital Labs Ceske Budejovice as that
given for the repeatability coefficient of variation for prothrombin time <1,5%
(CV <1,5%). In time, 12 hours after sampling did not exceed the value of CV < 1,5 %
only times specified reagents Neoplastine Cl Plus, Neoplastine R and Recombiplastin
2G. At the time 24 hours of collection did not exceed this value Neoplastine R only. At
time 48 and 72 hours after sampling exceeded all reagents CV < 1,5 %. This fact was in

contradiction with Baglin study, which shifted the possibility of delayed analysis of up



to 72 hours of collection. While Baglin determined stability according to the clinical
significance of INR (international normalized ratio) between the reagents, in my work
stability was determined according to more precise stability criteria, the coefficient of
variation of repeatability.

In the next section | calculated the average deviation of each reagent for all
measurements. Top Thromborel S based S 4,8%. The largest average deviation
amounted PT Quick PT 8,9 %. Compared thromboplastin average total deflection of the
recombinant 5,6 %. The tissue thromboplastin 6,5 %. This difference was significantly
influenced by one reagent, PT Quick.

The hypothesis that the prothrombin time or the Quick test is stable for much
longer than the usual two-hour interval has been confirmed, but this stability is affected

by the thromboplastin.
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Uvod

Motto:
Zachovani krevniho ob&hu a uchovani krve v tekutém stavu je pro existenci zivého

organismu zcela nezbytné (Pecka et al. 1998).

Hemostéaza je velmi slozity mechanismus, ktery jednak zajist'uje zastaveni krvaceni
a soucasné udrzuje tekutost krve v neporuseném cévnim fecCisti (Kolde 2004). Jeho
naruseni jak vrozené, tak ziskané se mize projevit jednak krvacivymi stavy nebo stavy
trombofilnimi (Pecka et al. 1998).

Vysetieni hemostazy dnes patii k zdkladnim laboratornim vySetfenim, at' uz se
jednéd o zékladni nebo specidlni koagulac¢ni testy. Zakladnim a nejcastéji provadénym
stanovenim je vySetfeni protrombinového ¢asu (PT) nazyvaného také Quicklv test
a aktivovaného parcidlniho tromboplastinového casu (aPTT). Tato stanoveni jsou
nejcastéji soucasti predoperacnich vysetfeni, kdy mohou poukazat na deficit nékterého
Z koagulacnich faktori nebo jako monitorace antikoagulacni 1é¢by, jejimz cilem je
dosazeni co nejrychlejsi ¢inné a stabilni 1écebné hladiny a tim zabranit vzniku tromboz
nebo Krvaceni.

Stanoveni protrombinového Casu respektive pouziti rozdilnych typd soucasnych
reagencii pfi tomto stanoveni je pfedmétem mé bakalaiské prace. Protrombinovy ¢as je
zakladni koagulacni vySetteni, u kterého je obvykly problém dodrZeni predepsaného
intervalu mezi odbérem a stanovenim. Tento interval vychazi ze stability vySetieni,
kterd je ovlivnéna mnohymi vnéjSimi faktory. Zaujala mne Baglinova studie, ktera
sleduje, jak dlouho jsou porovnavané tromboplastinové Casy stabilni v zavislosti na
pouziti rlznych druhli tromboplastinli. Analyzu provadéli denné po dobu péti dnii
S riznymi tromboplastiny.

Srovnavaci studie byla provedena pii opozdéné analyze, az pét dnli po odbéru
vzorkl. Tato studie dochazi k zavéru, ze ,,neexistuje klinicky vyznamna zména v INR
(mezinarodni normalizovany pomér), pokud je analyza opozdéna az o tii dny

s jakoukoli reagencii tromboplastinu. Pokud je analyza opozdéna o vice nez tfi dny, mél
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by byt vybran tromboplastin s vysokou reprodukovatelnosti. Je ztejmé, ze vliv drobnych
rozdili INR kvali zpozdéné analyze by mél byt mensi nez rozdily v INR vzhledem
Kk pouziti riznych tromboplastint a koagula¢nich analyzatoru (Baglin et al. 1997).

V ramci své prace se zaméfuji na pouziti péti riznych druhii tromboplastint, jak
tkanovych, tak tromboplastinii rekombinantnich. Pfi stanoveni protrombinového Casu
sleduji pouze zméieny ¢as. Ostatni podminky eliminuji. Stanoveni provadim v uréitych
casovych intervalech od doby odbéru. Ocekavam, ze rozdil mezi tromboplastiny by
vzhledem ke standardizaci a zkvalitnéni vyroby mél byt podstatné mensi nez
v Baglinové studii.

Veskera stanoveni jsem provadéla v Laboratofi Klinické hematologie Nemocnice
Ceské Budgjovice a.s. na koagulaénim analyzitoru STA-R Evolution® od firmy

Diagnostica Stago.
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1. Teoreticka cast

Koagulace je komplexni enzymaticky dé&j konCici vytvofenim nerozpustné
fibrinové sité. Jde o sérii enzymatickych reakci. Pti téchto reakcich dochazi limitovanou
proteolyzou ke S$té€peni zymogentl, proenzymu piitomnych v krvi na aktivni enzymy
(Penka et al. 1994).

Na hemostaze se podili predevSim sténa cévni, slozka tkanova, trombocyty
a plazmatické faktory. V téchto systémech vsak také hraji dilezitou roli vSechny latky,
které jsou piitomné v krvi a na vnitini sténé cév, tj. erytrocyty, leukocyty, lipidy a dalsi
bilkoviny (Penka et al. 2011).

Za fyziologickych okolnosti jsou vSechny tyto slozky udrzovéany v dokonalé
rovnovaze. Pfi poruse nékteré¢ z nich mize vzniknout intravaskuldrni trombdza nebo
patologické krvaceni (Sakalova et al. 2010). Na udrzovani rovnovéhy se podili fada

pozitivnich 1 negativnich zpétnych vazeb (MatySkova et al. 1999).

1.1. Fyziologie hemostazy - jednotlivé slozky

1.1.1 Cévni sténa

Pii poranéni cévni stény je prvni reakci reflexni vazokonstrikce. Ta napoméha
redukovat krevni ztradty. Na zastaveni krvaceni sama vSak nestac¢i a vyzaduje tedy
ucinnéj$i mechanismy primarni a sekundarni hemostazy. Endotelové buiiky vyznamnou
mérou produkuji hemostaticky aktivni latky, jako je von Willebrandtv faktor (Sakalova

et al. 2010).

1.1.2 Tkaiiové slozky

Hlavnimi tkanovymi slozkami uvoliiovanymi z poranéné tkané je tkanovy faktor
(TF), zpusobujici pfeménu protrombinu na trombin. Dale adenosin difosfat (ADP),

vyvolavajici primarni agregaci (Pecka et al. 1998).

1.1.3 Trombocyty

Dalsi dulezitou slozkou v systému hemostazy jsou trombocyty. Zakladni funkci
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trombocytl je ucast pti zastavé krvaceni a vystavba primarni cévni zatky (Penka et al.
2009). Jde o agregat desti¢ek, ktery tvofi zaklad fibrinové zatky. Jeji vytvofeni je
nezbytné pii zastave krvaceni (Pecka 1996).

Zasadni ulohu maji nejen v primarni hemostaze, ale také se ucastni sekundarni
hemostazy (Sakalové et al. 2010).

Maji dualezity podil na obnové vnitiniho povrchu cévni stény pii poSkozeni ¢i
poranéni aterosklerotickym procesem nebo pii fyziologicky probihajicim odlu¢ovanim
endotelia. Trombocyty maji schopnost fagocytozy, schopnost pienosu latek a pomoci
svych povrchovych receptorii jsou ucastniky procest ruznych reaktivnich systémi
(Penka et al. 2009).

Reaguji na poSkozeni cévni stény nebo na expozici s cizimi povrchy
prostfednictvim nésledné koordinovanych reakci a to zménou tvaru, sekreci, adhezi
a agregaci. To vede k vytvofeni pfesn¢ lokalizované hemostatické zatky (Kroll et al.
1989).

1.1.3.1 Adheze

Adheze trombocyti je proces, pii kterém trombocyty pfilinaji na jiné povrchy.
Trombocyty jsou velmi rychle vazany k povrchim hlubSich vrstev stén predevsim
vetSich cév, tvofené elastinem, svalovymi buiikami, subendotelialnimi mikrofibrilami
a kolagenem. Adheze ke kolagenu a subendotelidlnim strukturdm je zavisld na
destickovém vWF, fibronektinu a &astetnd také na Ca®* a vazba je zprostfedkovana
povrchovymi glykoproteiny. Adheze neprobihd na erytrocytech, leukocytech

a endotelovych bunkéach.

1.1.3.2 Agregace

Agregace je vzajemné shlukovani trombocytd. Vlivem wvnéjSich podnétd pfi
agregaci dochazi nejprve k jejich spojovani (primarni agregace), pii silnéjSich
aktivaénim impulsech k sobé trombocyty pfilinaji t€snéji (sekundarni agregace) pri¢emz

dochdzi v trombocytu k fad¢ nevratnych zmén.
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1.1.3.3 Uvolnovaci reakce

Pfi uvolnovaci reakci dochazi k sekreci obsahu nejprve a granuli a pfi silnéjSim

podnétu i denznich granuli.

1.1.3.4 Retrakce

K retrakci neboli smr§tovani dochézi pisobenim kontraktilniho systému. Retrakce
jsou schopné pouze zivé a funkéné zdatné trombocyty. Tak se obnovuje prichodnost

poranéné cévy uzaviené primarni hemostatickou zatkou (Pecka 1996).

1.1.4 Plazmatické faktory

Jako plazmatické faktory jsou oznaovany proteiny plazmy, které se ptimo ucastni
krevniho srazeni. Podle jejich mista Gi€inku se rozdé€luji na faktory koagulacni, pfirozené
inhibitory krevniho srdZeni a faktory fibrinolyzy (Penka et al. 2011).

Vétsina plazmatickych faktort a jejich inhibitort, s vyjimkou von Willebrandova
faktoru, se syntetizuje jatrech. Proto je selhani jater spojeno se zménami
vV hemostatickém systému (Senzolo et al. 2006).

Koagulac¢ni faktory s vyjimkou fibrinogenu a protrombinu se nachazi v plazmé ve
velmi nizkych koncentracich. Jde o skupinu vysoce glykolysovanych proteinii. VSechny
faktory s vyjimkou na membrany véazaného tkanového faktoru jsou plazmatické
bilkoviny. Ty vyzaduji proteolytické Stépeni. Pfi tomto Stépeni vznika z puavodniho

proenzymu koagulaéné aktivni enzym (Penka et al. 2011).

1.1.4.1 Faktory zavislé na vitaminu K

Do této skupiny patii FII, FVII, FIX a FX. Vitamin K je nezbytny pro karboxylaci
gama glutamového zbytku. Bez karboxylace neni faktor schopen vazby na vapnikové
ionty a fosfolipidy (Kolde 2004).

Pokud dojde ke sniZeni vitaminu K pfi jaternich poruchéch nebo pfti antikoagulacni
1é¢be preparaty kumarinového typu, ke karboxylaci nedochazi (Pecka 2004). Faktory
zustavaji koagulaéné neaktivni a nazyvaji se tzv. PIVKA (Protein induced by vitamin
K absence) faktory (Senzolo et al. 2006).
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Faktor 11 neboli protrombin je pomérné stabilni faktor s dlouhym polocasem, ktery
je tvofen v jatrech. Jeho aktivni forma trombin mé vedle enzymatické funkce také
funkci neenzymatickou, vaze se na trombomodulin a reaguje s fibrinem. V koagulaci
ma trombin klicovou roli, podle potieby pusobi jak prokoagula¢né, tak antikoagulacné.
Vedle Stépeni fibrinogenu na fibrin aktivuje limitovanou proteolyzou kofaktory FV
aFVIII, pfi vétsSim mnozstvi trombin naopak tyto faktory degraduje. Je mohutny
induktor aktivace krevnich desticek, aktivuje FIX a FXIII. Po vazbé na trombomodulin
aktivuje protein C na aktivni enzym APC a neni jiz schopen zasahnout do procesu
srazeni krve — negativni zpétna vazba (MatySkova et al. 1999).

Faktor VIl je faktor s velmi kratkym biologickym polocasem. Je syntetizovan
V jatrech, pfitomen je také v séru. Jeho dilezitym zdrojem jsou 1 aktivované
monocyty/makrofagy. Faktor VII ma 1 sdm proteolytickou aktivitu a je schopen §tépit
faktor X. Aktivity faktoru VII se zvySuji s vékem a v téhotenstvi. Je aktivovan FXa,
FXIla, FXIa, FIXa a také komplexem TF-FVIla (Penka et al. 1994). F Vlla je slabou
serinovou proteazou (Waxman et al. 1992).

Faktor IX je také ptitomen v séru. Aktivni forma F IXa je enzymaticky aktivni
v komplexu zvaném tenaza (FIXa + FVIlla+Pl + Ca®"), ta aktivuje FX na Xa (Penka et
al. 1994).

Faktor X je pritomen i v séru. Aktivovan je tzv. tenazou (FIXa + FVIlla+ Pl + Ca")
nebo komplexem FVI1la-TF (Penka et al. 1994).

1.1.4.2 Faktory citlivé k trombinu

Fibrinogen nebo-l1i faktor I je faktor s nejvyssi koncentraci v plazmé. Je pfitomen
vplazm¢ i1 v granulich trombocytd (MatySkova et al. 1999). Jeho minimalni
hemostaticka koncentrace je pod 0,6 g/l. Fibrinogen je St€pen trombinem na fibrin nebo
plazminem. Miize by také St€pen tzv. trombinu podobnymi enzymy, napt. hadimi jedy
(Penka et al. 1994). Pro stabilitu a zachovani jeho struktury jsou dilezité Ca** ionty
(Matyskova et al. 1999). Jeho nedostatek miize vést ke krvacivym komplikacim (Kolde
2004).

Faktor XIII nebo-li fibrin stabilizujici faktor. Sklada se ze dvou pard rozdilnych
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polypeptida. Tvofen je v jatrech nebo krevnich destickach. V zavislosti na misté tvorby
se lisi struktura faktoru (Penka et al. 1994). Pisobenim aktivovaného F XIII je
nestabilni, solubilni fibrin stabilizovan (Kolde 2004). Pisobenim F XIII vznikaji mezi
fibrinovymi vldkny velmi pevné kovalentni vazby, které¢ v organismu nejsou Stépitelné
(Penka et al. 2003).

Faktor V je kofaktorem krevniho srazeni, pfitomen v plazmé a a granulich krevnich
desticek, je aktivovan limitovanou proteolyzou trombinem a FXa za pfitomnosti Ca®*
iontd. Muize byt aktivovan také plazminem, elastazou neutrofill, jedem Russelovy
zmije. Inhibitorem FVa je aktivovany protein C (APC).

Faktor VIII cirkuluje v plazmé navazan na von Willebrandiv faktor (vWF).
Kontaktem s fosfolipidy nebo trombinem se uvoliluje z vazby na vWF. Je syntetizovan
pfedev§im v jatrech, ale také v uzlinach, ledvinach, slinivce. Pisobenim trombinu
dochdzi k jeho limitovanému stépeni (Penka et al. 2011). F VIIla funguje jako kofaktor
ve vnifni cesté¢ aktivace protrombinu a pii tvorbé koagulacné aktivniho komplexu
tenazy (VIla+IXa+PL+ Ca2+). Ta je nezbytna k aktivaci FX (Vehar et al. 1984). Dlouhé
pusobeni vétsiho mnozstvi trombinu naopak FVIIla inaktivuje. DalSim inhibitorem je

APC za pritomnosti PL, Ca?*, FV a proteinu S (Penka et al. 2011).

1.1.4.3 Faktory faze kontaktu

Faktor XlIl je aktivovan kontaktem napf. se subendotelovymi strukturami pfi
poranéni nebo proteazami. FXII aktivuje FXI a také prekalikrein (Penka et al. 1994).

Faktor XI cirkuluje v plazmé v komplexu s vysokomolekularnim kininogenem.
Aktivovan je proteolyzou FXIla, FVIla a trombinem v pfitomnosti negativné nabitych
¢astic (Penka et al. 2011).

Prekalikrein (PKa) je gamaglobulin, v plazmé cirkuluje navazan na HMWK. Je
aktivovan faktorem XlIla na kallikrein a ten zpétné aktivuje F XII (Penka et al. 2011).

1.1.4.4 Tkanovy faktor

Tkanovy faktor (TF) je bunéénym kofaktorem, nachézi se v organismu na bunikéch,

které se fyziologicky nedostanou do kontaktu s krvi, tedy bézné¢ neni pfitomen na
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cévnich endoteliich, krevnich elementech ani jeho ¢ast necirkuluje v plazmé jako tzv.
solubilni TF. Syntetizovan je plné funk¢ni, nepotiebuje k plnéni své funkce
proteolytickou modifikaci. Jeho prokoagulacni aktivita je spojend s vazbou
s fosfolipidy. Pasobi jako bunéény receptor pro FVII a tvorba komplexu s FVII nebo
FVIIa zahajuje koagulaci. Tvorba komplexu vyzaduje pfitomnost Ca** (Penka et al.
2011).

1.1.4.5 Fosfolipidy

Fosfolipidy jsou estery glycerolu a kyseliny fosfore¢né, které jsou integralni
soucasti bunécnych membran (Penka 2011). Tvofi negativné nabité povrchy, na nichz

probiha aktivace koagulac¢nich faktorti (Penka et al. 1994).
1.1.4.6 lonty mineralu
Vépnikové ionty hraji ditlezitou ulohu pfi rekcich faktort zavislych na vitaminu K,
ty jsou pomoci vapnikovych iontii navazany na fosfolipidy (Penka et al. 1994).
1.1.4.7 Adhezivni proteiny

Adhezivni proteiny zajiStuji mezibunéény kontakt. Tyto kontakty jsou zaloZeny na
vzajemnych interakcich mezi mnoha pary adhezivnich molekul (Hofejsi et al. 2009).
Je pritomen na o granulich trombocytli, plazmé a subendotelu. Syntetizovan je
v megakaryocytech a endotelidlnich bunkach. Zprosttedkovava adhezi trombocytl
Vv primarni hemostaze. V koagulaci vWT{ jako nosi¢ vaze a stabilizuje FVIIL. Dal§imi

adhezivnimi proteiny jsou napf. vitronektin (VN) a fibronektin (FN) (Penka et al. 2011).

1.2 Funkce hemostazy

1.2.1 Systém koagulacni

Vytvoteni fibrinového vlakna je cilem koagulace. K tomu dochazi prostiednictvim
vysoce regulované a koordinované kaskadovité reakce. T¢é se ucastni faktory, jeZ jsou

Vv krvi pfitomny v neaktivni formé jako proenzymy a $t€peny jsou enzymy na aktivni
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formu. Tyto faktory se nazyvaji koagula¢ni faktory, znaceny jsou ,,F* a fimskou ¢islici.

Aktivovanym formam se pridava ,,a“ (Matyskova et al. 1999).

1.2.1.1 Koagulacni kaskada

Koagula¢ni kaskadu popisuje tzv. tfifdzovy model hemostazy, ktery rozdcluje
hemostatické pochody do tfi dynamicky se rozvijejicich fazi a to do faze iniciace, faze
amplifikace a tfeti faze propagace (Penka et al. 2009).

Féaze iniciace je zahdjena expresi tkanového faktoru (TF) v misté poranéni i
zanétem. Na molekuly TF se navazi molekuly FVIIa (Nemerson, 1998). Tento komlex
dale aktivuje FIX na FIXa a FX na FXa. FXa aktivuje dalsi molekuly FVII na FVIIa,
ktery plisobi na protrombin a tim vznikd malé mnozstvi trombinu. To vSak jest¢ nestaci
ke vzniku fibrinového koagula.

Ve fazi amplifikace aktivuje trombin FXI na Xla, dale FVIII na FVIlla a FV na
FVa. FXIa aktivuje dalsi molekuly FIX na FIXa. Trombin aktivuje také krevni desticky
a leukocyty a tim jsou na povrchu jejich membran exprimovany negativné nabité
molekuly fosfolipidli a na ty se navazou aktivované faktory IXa, VIIla a Va. Dale
trombin aktivuje také endotelie v nejbliz§im okoli poranéni a tim zapfic¢inuje jejich
pieladéni do tzv.prokoagulacni faze. Kone€nym vysledkem amplifika¢ni faze vznika
vétsi mnozstvi trombinu.

Faze propagace: v této fazi dochazi k vazb& FX na komplex FIXa a FVIIla (vnitini
tenaza). Aktivovany faktor Xa vytvoii s FVa komplex protrombindzy, ten po navazani
molekuly protrombinu z ni odstépi aktivani fragmenty F1+2 a tim zapfiCini jeji
aktivaci na trombin. K pfeméné fibrinogenu na fibrin je mnozZstvi takto vzniklého
trombinu dostacujici. Trombin je stabilizovan aktivovanym fibrin stabilizujicim

faktorem Xllla (Penka et al. 2009).
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Obr. 1: Model aktivace hemostazy Zdroj: Sakalové et al. 2010

Rozdilné je slozeni arteridlniho a zilniho trombu. Arteridlni trombus je tvoien
agregovanymi trombocyty a leukocyty, které jsou spojeny fibrinogenem. Trombus
v zilach je tvofen siti fibrinu (fibrin rich), v némz jsou zachyceny erytrocyty, leukocyty
a nésledovné i trombocyty. Ty v cerveném (fibrinovém) trombu mezi sebou jiz
nereaguji, protoZze k dispozici nemaji volny fibrinogen. Mohou uvoliovat dalsi
prokoagulac¢ni faktory a ty pfispivaji k rstu trombu. Nasledné¢ podléhaji nekroze
(Kvasnicka et al. 2003).

1.2.2 Piirozené inhibitory

Proces krevniho sraZeni je regulovan, vétSinou zpétnou vazbou, inhibitory
koagulace. Jejich ukolem je fidit proces krevniho sraZeni, aby se neSifil dal a prob¢hl
jenom v mist¢ poranéni cévy (Kvasnicka et al. 2003). Udrzuji dynamickou
hemokoagulacni rovnovéhu, zabranuji nekontrolovanému sraZzeni krve. Jejich deficit
predstavuje vyrazné riziko vzniku trombozy (Pecka 2004).

Inhibitory se rozdéluji podle rtznych kritérii dle ptivodu, specifity a systémd.
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Plazmatické proteiny: antitrombin, protein C, protein S aj. Déle jsou to inhibitory
pusobici na povrchu endotelu: inhibitor cesty tkanového faktoru (TFPI-tissue factor

pathway inhibitor) a trombomodulin (Kvasnicka et al. 2003).

1.2.2.1 Antitrombin 111

vvvvvv

v

I11 je koagula¢né nejucinnéjsi latkou, ktera neutralizuje ucinky trombinu (Lechner et al.
1995). Syntetizovany je v jatrech, nezavisly na vitaminu K (Senzolo et al. 2006).
V plazmé je obsazen v pomérné vysoké koncentraci a spoleéné s kofaktorem heparinu 11
odpovida za 80% inhibi¢ni koagula¢ni aktivity. ATIII inhibuje koagula¢ni proces tak, ze
vyvazuje trombin a jiné plazmatické proteinazy a tim vznika irreverzibilni komplex.
Navazanim heparinu mize byt tato rychlost mnohondsobné zvySena. Dale vyvazuje
FXa a nékteré dalsi slozky koagulacniho systému, se kterymi stejné jako s trombinem
tvofi inaktivni komplexy.

Protein C je klicovou slozkou pfirozené antikoagulaéni cesty, aktivovana je na
povrchu endotelidlnich bunc¢k trombinem navdzanym k trombomodulinu. Vznika
V jatrech za spolutcasti vitaminu K (Pecka et al. 1998). Reguluje tvorbu trombinu tim,
ze inaktivuje nékteré koagula¢ni faktory, to vede k potlaceni aktivované¢ho koagula¢niho
procesu (Debize et al. 1995).

Protein S vznika v jatrech za ucasti vitaminu K, ale také na megakaryocytech
a endotelialnich bunikach. Je kofaktorem PC. Spolu s nim tvoii dilezZity komplex, jenz

zajist'uje netvoreni trombtll na endotelidlnich povrSich (Pecka et al. 1998).

1.2.2.2 Ziskané inhibitory

Ziskané inhibitory jsou autoprotilatky proti faktorim hemostazy (Bulikova et al.
2008). Oproti ptirozenym inhibitorim, které jsou dulezitou soucasti koagula¢niho
systému, inhibitory ziskané neptiznivé zasahujici do koagulace, jejich pfitomnost je
patologicka (Cines et al. 1995). Jejich pfitomnost je nejcastéji doprovazena krvacivymi
projevy, mén¢ casto trombotickymi. Nejvyznamngj$i Ulohu hraji nespecifické

antifosfolipidové protilatky, lupus antikoagulans a antikardiolipinové protilatky. Mezi
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specifické inhibitory fadime autoprotilatky namifené proti jednotlivym koagula¢nim

faktortm, proti vVWF, proteinu S (Bulikova et al. 2008).

1.2.3 Fibrinolyticky systém

Za fyziologickych stavi je fybrinolyticky systém udrzovan s koagula¢nim
syst¢émem ve vzajemné rovnovaze (Colman et al. 2001). Pokud dochazi ke zvyseni
fibrinolytickych vlastnosti, miize nastat krvaceni, naopak jejich snizeni muze vyvolat
trombotické stavy (Pecka et al. 1998). Tento systém je zajistovan souhrou aktivatora
plasminogenu a inhibitory aktivatorti (Vanasek et al. 1992). Je zodpovédny za lyzu
srazenin fibrinu, ale také je zapojen do degradace kolagenu, angiogeneze, metastazovani
nadord aj. Z tohoto diivodu je fibrinolyticky systém spojen také s apoptoézou (Kolde
2004).

Pii poruSeni endotelu tedy dochdzi soucasné s aktivaci primarni hemostazy
a koagulacni kaskady i k aktivaci fibrinolyzy. Formace trombu je primarnim stimulem
k aktivaci fibrinolyzy. Fibrinolyza probiha pomaleji, tj. 48-72 hodin i déle, dokud
nedojde k fadnému zhojeni rdny. Jejim hlavnim ukolem je rozpusténi vytvotené
srazeniny a tim opétovné zprichodnéni cévy. Je to odpovéd organismu na tvorbu
fibrinovych deposit. Jejich rozpusténi zajiStuje enzym plazmin, ktery vznika aktivaci
plazminogenu (PLG) plisobenim tzv. aktivatori plazminogenu. Mezi aktivatory
plazminogenu patii tkanovy aktivator plazminogenu (tPA) a urokindza (uPA). Vedle
toho mlze byt plazminogen aktivovan cestou krevni a to predevsim kalikreinem, FXIa,

FXIIa, ale také trombinem, tripsinem i plazminem (MatySkova et al. 1999).

1.3 Patologie hemostazy

Patologii hemostazy nebo-li poruchami krevniho srdzeni jsou oznacovany stavy,
kdy v dusledku chybéni nebo nedostate¢né funkce néckterych latek dochazi ke
krvacivym projevim nebo trombotickym piihodam (Penka et al. 1994). Tyto stavy

mohou byt vrozené nebo ziskané (Stary et al. 2005).
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1.3.1 Patologie cévni stény

Pro normalni funkci cévni stény v hemostdze je dilezita jednak neporusSena
struktura cévni stény a metabolické aktivity, pii kterych se tvofi velké mnozstvi
hemostaticky aktivnich latek. Alergické a zanétlivé zmény mohou byt pficinou zvySené
propustnosti cévnich stén (Pecka et al. 1998). Pfi takovych poruchich dochazi ke
krvacivym projevim. Tyto stavy vétSinou postihuji cely organismus. Jednd se napf.
0 purpuru, kdy na kiizi a sliznicich nachazime petechie az sufize (Matyskova et al.

1999).

1.3.2 Patologie trombocytii

V hemostdze je uloha trombocytli mnohostranni. Nezbytné jsou pro normalni
funkci cévni stény, klicovou ulohu maji v primdrni hemostaze a dilezitou roli také hraji
v plazmatické koagulaci. Dle poctu trombocyti rozd¢€lujeme poruchy na
trombocytopénii, tedy snizeni poctu trombocytl. Trombocytéza nebo trombocytémie
znamena zvySeni poctu trombocytii. Trombocytopatie hovoii o funkéni nedostatecnosti
trombocytil (Pecka 2004). Jak poruchy poctu trombocytd, tak poruchy z funkéni
nedostate¢nosti se mohou navzijem prolinat, fada funkcnich poruch je doprovazena

trombocytopénii (Vanasek et al. 1992).

1.3.3 Patologie koagulacnich faktori

Pfi nedostate¢né funkci nebo chybéni nékterého z koagulacnich faktorti krevniho
srazeni muze dochézet ke krvacivym stavim. Tyto koagulopatie mohou byt vrozené
a ziskané, ve vzacnych piipadech se muzeme setkat i s kombinovanymi defekty.
Nejcastéjsi vrozenou koagulopatii je hemofilie (Matyskova et al. 1999). Hemofilie A je
krvaciva porucha zplsobena snizenim nebo chybénim koagulaéniho faktoru VIII
(Makris 2012). Dédi¢nost je vazana na pohlavni chromozom X, je recesivni. V populaci
udrzuji nemoc zeny-pienasecky.

Pfi snizeni nebo nedostatku faktoru FIX hovotime o hemofilii B. Dé&di¢nost
I projevy jsou u obou hemofilii stejné. Pfi laboratornim vysetfeni je zakladnim

stanovenim hodnota aPTT. Klinickymi projevy jsou krvacivé stavy, spontanni, ¢asto bez
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pfi¢iny. Hemofilie je nevylécitelna a pacienti jsou odkazani na dozivotni substitucni
1é¢bu (Penka et al. 1994).

Von Willebrandova choroba je dalsi vrozené krvacivé onemocnéni (Matyskova et
al. 1999). Funk¢ni defekt nebo nedostatek vWF vede k poruse piilnavosti a agregaci
krevnich destic¢ek a poruse schopnosti vazat F VIII (Luo et al. 2012). Nemoc postihuje
ob¢ pohlavi, je autozomaln¢ dédicna. Pti laboratornich vysetfenich nachdzime u tézSich
forem prodlouzené aPTT a dlouhou dobu krvaceni. Dle tize postizeni se klinicky
projevuje slizni¢nim a koznim krvacenim, obtizn¢ tiSitelnym krvacenim pii poranéni
(Matyskova et al. 1999).

Ziskané koagulopatie se vyznacuji snizenim ne jednoho, ale obvykle celé skupiny
koagula¢nich faktorti. Casto doprovézi poruchy stievni resorpce, poruchy funkce jater,

stavy pii nékterych otravach (Pecka et al. 1998).

1.4 Koagulaéni testy

Vysetieni hemostazy patii mezi zakladni laboratorni vysetieni.

1.4.1 Typy koagulacnich stanoveni

V dnes$ni dobé se manudlni koagulacni stanoveni prakticky nepouziva. Princip
stanoveni spo¢iva v detekci prvniho fibrinového vladkna po pfidani startovaci reagencie,
za pomoci hacku v temperované vodni lazni (Pecka et al. 2004).

Automatické koagulac¢ni analyzatory jsou zaloZeny na mechanickych principech, za
pouziti kuli¢ek, nebo na principech fotooptickych, zalozenych na nefelometrii ¢i

turbidimetrii (Matyskova et al. 1999).

1.4.1.1 Optické metody

Principem turbidimetrie je stanoveni zmény prichodnosti svétla testovanym
vzorkem. Stejné jako nefelometrie zaznamenava turbidimetrie zakaleni zkoumaného
vzorku.

Fotometrické metody stanovuji intenzitu absorbance. K t¢ dochazi disledkem

Stépeni specifického chromogenniho substratu (Matyskova et al. 1999).
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1.4.1.2 Imunologické metody

Imunologické metody jsou zaloZzené na reakci antigenu s protilatkou (Matyskova et

al. 1999).

1.4.1.3 Porovnani metod

Muizeme vysetiovat jednak funkéni aktivitu a jednak antigen, at’ uz vysetiujeme
protein koagulac¢nich faktorti, systému primarni hemostazy ¢i ptirozenych inhibitort. Pti
vysSetiovani funkéni aktivity vyuzivime metody koagulacni a fotometrické. Pii

vySetfeni antigenu metody imunologické (Matyskova et al. 1999).

1.4.1.4 POCT (Point-of-care testing)

Diive pouzivané manudlni metody dnes nahradily automatizované koagulacni
analyzatory pracujici na riznych principech. Novinkou v koagulaénich stanovenich je
POCT testovani, kdy za pouziti pfenosného koagulometru Coagu Chek XS je mozné
monitorovat INR mimo laboratot (Bereznicki et al. 2007).

Antikoagula¢ni 1écbou antagonisty vitaminu K je 1éceno stale vice pacientti. Tato
1écba musi byt pravidelné kontrolovana méfenim protrombinového ¢asu, vyjadieného
v INR. Proces pravidelnych laboratornich kontrol je pro mnoho pacientii zdlouhavy
a naro¢ny piedevsim z divodi spravného dodrzeni preanalytické faze. Z téchto divodu
je pro n¢ piinosné zatazeni prenosnych piistroji ke stanoveni INR mimo laboratof.

POCT jsou laboratorni diagnostické testy, které se mohou provadét u ltizka pacienta
nebo v domaci péci (Nichols 2007). Cilem POCT testovani je poskytnuti rychlého
a presné¢ho vysledku tak, aby odpovidajici 1é€ba mohla byt zahajena nebo zménéna. To
vede ke zlepSeni klinického stavu pacienta (Bereznicki et al. 2007).

Coagu Chek XS je pfistroj vhodny pro ambulantni sledovani INR pfi
antikoagulacni 1é¢b¢ (Sobieraj et al. 2009).

Ptistroj Coagu Chek XS je pfenosny koagulometr, métici INR z plné krve, ziskané
jednoduchym vpichem do prstu pomoci testovacich prouzki. Testovaci prouzek
obsahuje rekombinantni lidsky tromboplastin s hodnotou ISI blizké 1. Prouzek se vlozi

se do monitoru, které vyuzivd elektrochemickou metodu pro stanoveni
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protrombinového Casu po aktivaci srazeni tromboplastinu. Pomoci ISI je protrombinovy
Cas preveden na INR. Vysledek je stanoven do minuty. Jeho pouziti je jednoduché i pro

nekvalifikované pracovniky (Bereznicki et al. 2007).

1.4.2 Metody popisujici hemostdizu

Z hlediska specifity vySetieni popisujici hemostazu, rozdélujeme typy stanoveni na
globalni, které popisuji cely srazeci proces. Skupinové, monitorujici urcitou C¢ast
koagula¢niho déje a specifické, které stanovuji jen jeden z koagulacnich ¢initelt (Pecka

et al. 1998).

1.4.2.1 Globalni testy

Globalni testy srazlivosti mohou odrazet individualni hemostatickou rovnovahu
atim pfispét k posouzeni krvacivych nebo trombotickych stavii (Goldenberg et al.
2005). Poskytuji zakladni a ptedbéZznou informaci o stavu hemostdzy (Hrubisko et al.
1983).

Mezi nejstarSi koagulaéni testy na vySetfeni primarni hemostazy patiéi vysetfeni
doby krvdcivosti dle Dukeho (Vojacek et al. 2004). Doba krvdceni nas informuje o stavu
primarni hemostatické zatky, o primarni hemostatické funkci trombocytl. ProdlouZena
doba krvaceni miize poukazovat nejen na sniZené mnoZzstvi nebo poruchu funkce
trombocytu, ale také na snizeni hladiny vWF, ktery se na né vaze (Hrubisko et al. 1983).

Rumpel-Leedeho test nas informuje o poruchach funkce trombocytd a kapilar.
Sledujeme vznik petechii po zatazeni paze na piedepsanou dobu (Sakalova et al. 2010).

Test konzumpce protrombinu — po vysrazeni krve za standardnich podminek se
stanovuje mnozstvi protrombinu v séru. Pi1 nékterych poruchach vazne tvorba vnitiniho
aktivacniho komplexu protrombinu, zna¢nd c¢ast protrombinu tedy zlstavd v séru
nespotiebovana (Pecka et al. 1998).

Retrakce koagula monitoruje funkci trombocytd. Principem metody je stanoveni
zmény objemu koagula, kterou zapfticinuje plisobeni intaktnich trombocytl (Pecka et al.
1998). Retrakeni schopnost trombocytl se projevi na mnozstvi séra uvolnéného z krevni

srazeniny (Hrubisko et al. 1983).
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Euglobulinova lyza je stanoveni, kdy bilkovinna frakce, kterou ziskame specialnim
postupem, obsahujici hlavné plazminogen, se kalciem srazi. Pomoci plazminu dochézi k
jejimu samovolnému rozpusténi. Mirou fibrinolytické aktivity je Cas, jenz uplyne od
okamziku rekalcifikace plazmy, do doby, kdy je bilkovinna frakce rozpusténa (Pecka et
al. 1998). Euglobulinova lyza odrazi lytickou schopnost euglobulinové frakce (Collen
1999).

1.4.2.2 Skupinové testy

Protrombinovy cas (PT) zvany také tromboplastinovy test nebo-li Quicktv test —
piedstavil Armand Quick v roce 1935 (Poller,2004).

Jde o zakladni koagula¢ni test, ktery nds informuje o vnéj$i a spole¢né cesté
koagula¢nich faktord (Sakalova et al. 2010). Po piidani tkanového tromboplastinu
aCa* iontd k vySetfované plazmé zavisi rychlost vytvofeni fibrinového vldkna na
faktorech zevniho koagula¢niho systému, tedy faktord FII, FV, FVII, FX a fibrinogenu
(Penka et al. 2003).

Jako reagencie se pouZivaji: tkanovy tromboplastin, obsahujici extrakt z tkéani
bohaty na tkanovy faktor, nejcastéji z lidské placenty ¢i kraliciho mozku a Ca’* ionty.
Nebo rekombinantni PT reagencie, obsahujici rekombinantni tkanovy faktor, Ca* ionty,
fosfolipidy, stabilizatory a pufr (Pecka 2004).

Vysledky tohoto stanoveni se vyjadiuji v sekundéch, jako pomér Casti, v procentech
nebo v jednotkdch INR. Pfi vyjadfeni v sekundach se udavéd ¢as denniho normaélu.
Referen¢ni meze se pohybuji dle typu pouzité reagencie v rozmezi 10-17 sekund. Pti
udani vysledki jako pomér Casti, se R = ¢as testované plazmy/Cas normalu. R = 0,8-1,2.
Pii vyjadieni vysledki v % normalni koagulaéni aktivity je vysledek odecitan
z kalibracni kiivky. V soucasnosti se pouzivani t€chto hodnot nedoporucuje. Referencni
meze jsou 70-120 % (Penka et al. 2009).

INR je mezinarodni normalizovany pomér (Penka et al. 2009). INR je odvozeno od
ISI, INR=R"™' (Poller 2004). ISI je mezinarodni index citlivosti, vyjadiuje citlivost
dané¢ho tromboplastinu ku mezindrodnimu standardnimu tromboplastinu. Pro kazdy

tromboplastin musi byt ur¢ovana hodnota ISI. Ide4lni hodnota je ISI=1,0 (MatySkova et
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al. 1999). Hodnota INR vyjadiuje vysledky protrombinového ¢asu u pacientt s 1écbou
antagonisty vitaminu K. Terapeutické rozmezi INR= 2,0-4,0 (Penka et al. 2009).
Hodnota INR je dulezitd pro porovnani vysledki z jednotlivych laboratofi, kde jsou
pouzivané rizné tromboplastiny (Horsti et al. 2005). K prodlouzeni ¢ast dochazi
u nedostatku faktort FII, FV, FVII, FX, fibrinogenu. Dale u jaternich onemocnéni,
nedostatku vitaminu K nebo 1écbé jeho antagonisty, v pfitomnosti inhibitort.
Fyziologicky u novorozenct (Penka et al. 2009).

Protrombinovy Cas je jednim z testi urcenych k monitorovani antikoagula¢ni 1éCby
(Testa et al. 2002). Kumarinova antikoagulancia snizuji krevni srazlivost nepiimo
blokadou vitaminu K, jenz je kofaktorem karboxylace zbytkli glutamové kyseliny, ktera
je zabudovand do struktury faktord FII, FVIL, FIX, FX, proteini C a S, tedy
K dependentnich faktort (Kessler et al. 2010). Pro mnoho pacientli je antikoagulacni
lécba celozivotni a tim je chrani pfed tromboembolickymi komplikacemi (Skalicka
2007). Trombdza a embolie patii mezi zavazné stavy, které Casto ohrozuji zivot
pacientli, mnohdy vedou k umrti (Coufal 2012).

Aktivovany parcialni tromboplastinovy cas (aPTT) informuje o vnitini cesté
koagulacénich faktort - FXII, FXI, FIX, FVIII, ale zasahuji do n¢j také faktory spole¢né
cesty FX, FV, protrombin a fibrinogen (Sakalova et al. 2010).

Po pfidani parcidlniho tromboplastinu a Ca®" jontii dochazi k aktivaci koagula¢niho
systému tzv. vnitini cestou. Koncentrace faktorii vnitiniho systému tedy ovliviiuji
rychlost tvorby fibrinového vlakna. Hodnoty vysledkii se vyjadiuji v sekundach nebo
jako pomér Casti: R=¢as testované plazmy/Cas normalu.

Normalni hodnoty aPTT se li§i dle pouzité reagencie, pohybuji se v rozmezi
25-45 sekund (Matyskova et al. 1999).

Trombinovy cas (TT) je jednoduchy test, pfi némz méfime rychlost premény
fibrinogenu na fibrin po pfidani trombinu (Sakalova et al. 2010). Normalni hodnoty TT
jsou do 18 sekund (Penka et al. 1994). Prodlouzené hodnoty nachazime u deficitu
fibrinogenu a dysfibrinogenémii. Test byva prodlouZeny pii 1é€bé nefrakciovanym
heparinem (Sakalova et al. 2010).

Reptilazovy cas Test podobny trombinovému casu. Misto trombinu se piidava
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reptilaza, coz je hadi jed (hada Bothrops atrox). Narozdil od trombinu vsak reptilaza
neni inhibovana heparinem (Sakalova et al. 2010). Normalni hodnoty jsou do 18 sekund
(Matyskova et al. 1999).

Korekcni testy se pouzivaji, pokud jsou prodlouzené hodnoty PT, aPTT, TT.
Rozliduji deficit koagulaénich faktord a piitomnost inhibitoru. Redi se plazma pacienta

s normalni fyziologickou plasmou v urcitych pfedepsanych pomérech (Sakalova et al.

2010).

1.4.2.3 Specificke testy

Specifickymi testy stanovujeme funkce jednotlivych systému (Penka et al. 2011).
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2. Cil prace a predpokladané hypotézy

2.1 Cil prace
Cilem této prace bylo zjistit, jak dlouho po odbéru jsou hodnoty Quickova testu

stabilni a zjistit, zda tato doba je zavisla na pouzité reagencii.

2.2 Predpokladané hypotézy
Hypotéza 1: Quick je relativné stabilni podstatné delsi dobu nez obvykly dvouhodinovy

interval.

Hypotéza 2: Délka stability je ovlivnéna metodikou analyzy, zejména pouZzitym

tromboplastinem.

Hypotéza 3: Rozdily v pouzitych reagenciich budou podstatné mensi nez v praci

Baglina.
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3. Metodika

Vysetieni jsem provadéla v Laboratoti klinické hematologie nemocnice v Ceskych
Bud¢jovicich a.s. M¢fila jsem vzorky 20 darct krve, tedy relativné zdravych lidi,
nezatizenych zadnou antikoagulac¢ni 1écbou. U vSech vzorkd jsem méfila hodnotu
protrombinového casu v urcitych cCasovych intervalech za pouziti péti raznych
reagencii. VSechny vzorky byly nabrany za stejnych standardnich podminek. Mezi
jednotlivymi meéfenimi jsem vzorky uchovavala v temnu pii pokojové teploté. V
jednotlivych sériich jsem provadéla kontrolu spravnosti s komercéné vyrabénymi

kontrolnimi materialy.

3.1 Preanalyticka fize

Preanalyticka faze zahrnuje kroky a postupy od doby, kdy je analyza pozadovana,
do té doby, nez je vzorek vlozen do analyzatoru. Tyto kroky mohou vyrazné ovlivnit
vysledek stanoveni. Jedna se o kroky provadéné mimo laboratoft, tedy ptipravu pacienta,
odbér vzorku a jeho transport. Kroky laboratorni zahrnuji pfijem materialu, identifikace
zkumavky a zadanky, uchovani vzorku pted analyzou, centrifugaci a pfipravu reagencii
a vzorku ke zpracovani.

Mezi béZné preanalytické faktory, které vedou k odmitnuti vzorkd a provedeni
analyzy patfi odbér do nespravné vakuety, dlouhy ¢as od odbéru po dodéani do
laboratofe a nedodrzeni piedepsané transportni teploty (Kazmierczak et al. 2000).

Nedodrzeni spravného postupu muize vysledek vyrazné zkreslit. Pacient by pred
odbérem mél byt na la¢no. Krev by méla byt odebrana pokud mozno bez zatazeni paze.
Odebira se Zilni krev, uzavienym systémem do pfedem oznacené vakuety s 0,109M
citratem sodnym v poméru 1dil citratu a 9 dila krve. Po odbéru se vakueta kyvavym
pohybem promichd, aby nedoslo ke vzniku srazeniny. Pti prudkém promichani miize
nastat hemolyza (MatySkova et al. 1999).

Nemocnice Ceské Budg&jovice a.s. pouziva odbérovy systém Becton Dickinson
Vacutainer. Vakuety uréené pro koagulacni stanoveni maji modry uzavér. Odebrana krev
se 1 s fadn€ vyplnénou Zadankou expeduje do laboratotfe. Transport by mél byt co

nejSetrnéj$i a nejrychlejsi za dodrzeni predepsané teploty a svételnych podminek.
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Pracovnik pfijimajici materidl zkontroluje veskeré pozadované udaje na zadance
i vakueté a zddanku i vakuetu oznaci stejnym Ciselnym kodem. Pod timto Cislem je
vzorek dale zpracovavan. Udaje na zaddance se zadaji do laboratorniho informacniho

systému.

3.1.1 PouZité reagencie

Tkanové tromboplastiny jsou komplexni smési, obsahujici extrakt z tkani bohaty na
tkatiovy faktor, nejCastdji z lidské placenty & krali¢iho mozku a Ca®* ionty (Pecka
2004). Rekombinantni tromboplastiny obsahujici rekombinantni tkanovy faktor, Ca?t

ionty, fosfolipidy, stabilizatory a pufr (Smith et al. 2006).

3.1.1.1 STA neoplastine CI Plus

STA neoplastine Cl Plus vyrabi firma Stago. Jde o pfedkalibrovany, lyofilizovany
tromboplastin, ktery se pfipravuje z Cerstvé krali¢i mozkové tkané. Obsahuje inhibitor
heparinu. Prodlouzeny protrombinovy cas odpovida redlnému snizeni koagulacnich
faktora 11, V, VII, X nebo fibrinogenu (Diagnostica Stago, 2011).
3.1.1.2 STA neoplastine R

STA neoplastine R vyrabi firma Stago. Lyofilizovany tromboplastin pfipraveny
Z lidského rekombinantniho tkdnového faktoru a fosfolipidii. Obsahuje inhibitor
heparinu. Prodlouzeni protrombinového €asu odpovida skute€nému snizeni faktort

protrombinového komlexu (Diagnostica Stago, 2006).

3.1.1.3 PT Quick

PT Quick vyrabi firma Medirox. Tkanovy tromboplastin, obsahujici chlorid
vapenaty. Vhodny k monitorovani antikoagulaéni terapie (Medirox, 2011).

3.1.1.4 Thromborel S

Thromborel S vyrabi firma Siemens. Piipraven z lidské placenty (Siemens, 2010).
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3.1.1.5 Recombiplastin 2G Hemosil

Recombiplastin 2G Hemosil vyrabi firma Instrumentation Laboratory. Obsahuje
lidsky rekombinantni tkanovy faktor v syntetické smési fosfolipidi v kombinaci
s chloridem vapenatym a pufry neni citlivy na heparin. Vysokou citlivost vykazuje ke
snizenym hodnotam faktortd II, V, VII, a X (Instrumentation Laboratory, 2011).

Veskeré reagencie vyrabéné z lidskych tkani nebo lidskych télnich tekutin
prochazeji béhem vyroby vSemi kroky, které vedou k odstranéni virh a po vyrobé
nalezitou kontrolou. I pfesto bychom m¢éli s reagenciemi zachazet jako s biologickym

materialem, tedy dodrzovat vSechna bezpecnostni opatieni (Siemens, 2010).

3.1.2 Skladovani a pFiprava reagencii
STA neoplastine CI Plus

Nenafedény roztok se uchovavd v monitorované chladnicce pfi teploté 2-8 °C dle
doby expirace. Pfed nafedénim se inkubuje 10min pii pokojové teploté. Po smichani se
roztok necha rozpoustét po dobu 30min pii pokojové teploté, aby doslo k dikladnému
rozpu$téni lyofilyzovaného materialu. Stabilita nafedéného roztoku v analyzatoru je
48 hodin (SOP).

Ostatni reagencie jsem nafedila a uchovavala stejnym zplsobem, piesn¢ dle
navodi pouziti od vyrobce.

Pro hemokoagula¢ni vySetfeni se pouziva krevni plazma, proto musi byt vzorek
odstfedén. Na oddéleni Laboratofe klinické hematologie nemocnice v Ceskych
Budé&jovicich a.s. se krevni vzorky na stanoveni protrombinového Casu centrifuguji v
odstfedivce Jouan B4i, 2 minuty pti 3200 ot./min (SOP).

Po odstfedéni jsem zhodnotila, zda je dodrZen ptfedepsany pomér protisrazlivého
¢inidla a krve a zda neni pfitomna sraZenina. Dale jsem zkontrolovala, zda plazma neni
hemolytickd, chylozni ¢i ikterickda. U optickych koagulometri miize tento stav materialu

ovlivnit naméfenou hodnotu.

3.2 Analyticka faze

Zahrnuje veskeré faktory, které mohou ovlivnit vlastni méfeni v analyzétoru.
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Vsechny pfipravy reagencii, kontroly kvality, kalibrace a vlastni méfeni jsou zahrnuty
v standardnich operacnich postupech (SOP), kter¢ ma kazdd laboratof podrobné
vypracované.

Spravnost laboratornich vySetfeni a systém kontroly je jiz po desetileti stale
aktudlni téma (Horsti et al. 2008). Z hlediska vlastni analyzy musi laboratorni metody
splnovat urcité pozadavky. Ty musi byt znamy a jejich plnéni pravidelné kontrolovano,
pro zajisténi co nejvyssi spolehlivosti laboratornich vysledkt (Racek et al. 2006).
Dosazeni kvality neni véci stalou, musi se pravidelné sledovat a zlepSovat (Dastych et
al. 2008). Znamena to pravidelné provadéni analyz kontrolnich vzorkd, jejich hodnoceni
a v pfipad¢ chyby vcéasna reakce laboratoie. Podle toho, kym je kontrola provadéna,

rozliSujeme externi kontrolu kvality a interni kontrolu kvality (Racek et al. 2006).

3.2.1 Interni kontrola kvality

Interni kontrolou kvality sledujeme analytickd méfeni pomoci kontrolnich
materiali. Ta se provadéji v urcitych sériich. Tim ziskame informace o kazdé metode,
tedy o pfesnosti (reprodukovatelnost a opakovatelnost), spravnosti a porovnatelnosti
ptistrojii. Kazda laboratof mé4 podminky interni kontroly kvality zaneseny ve
standardnich operacnich postupech. Kontrolni vzorky pro kontrolu kvality jsou
komeréné vyrabéné a pohybuji se v referencnich mezich a mimo referenéni meze
(Pecka et al. 2006). Pro kontrolu spravnosti se pouzivaji dvé nezavislé komerc¢né
atestované materidly. Kontrola se provadi vzdy po kalibraci nebo zméné Sarzi.
U rutinnich vySetfeni je tuto kontrolu vhodné provadét 1x za mésic. Kontrolu presnosti
je mozné provadét s pouzitim komercnich neatestovanych vzorkl. Tyto kontroly se
provadéji soucasné s métenim vzorku pacientd, minimalné 1-2 x denné. Porovnatelnost
pristrojii se provadi v rutinnim provozu, pokud se pro danou metodu pouZziva vice
pfistrojii, minimalné 1 x denné. Zaroven pifi zméné Sarze a po kalibraci (Pecka et al.

2006).

3.2.1.1 Validace

Validace znamena ovétovani, ze specifikované pozadavky pro zamyslené pouziti
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jsou pfimétené. Potvrzuje, ze méfici systém a postup je schopen plnit pozadavky, jenz
jsou na n¢j kladené, méteni jsou korektni s pfesné¢ provedenou kalibraci. V klinické
laboratoii se provadéji pouze metody validované. Proces validace se provadi pouze
v piipadé, dojde-li k modifikaci metod validovanych vyrobcem, nebo pokud je pouzito
metod jiného typu (Friedecky et al. 2010).

3.2.1.2 Verifikace

Verifikace nebo-li ovéfeni ndm poskytuje objektivni dikaz o tom, Ze metoda
spliiuje specifikované pozadavky. Jde o proces ovéfovani, Ze je laboratotf schopna pfi
zavadéni metod, které jsou validované, dosahnout uvadéné vykonnosti metody.
Poukazuje na zpusobilost laboratorniho persondlu a zpusobilost zafizeni a prostiedi
vzhledem k provadéni daného méticiho postupu. Méfici postup by mél byt v konkrétni
laboratofi plné¢ funkéni. V klinické laboratofi se verifikuji vSechny postupy meéfeni
a metody (Friedecky et al. 2010). Vysledky méfeni maji v klinické laboratofi silny
dopad na praxi. Mohou byt faktorem, ktery ovlivni zdravi, ale nékdy zivot pacienta.

Validaci a verifikaci si laboratof zajiSt'uje pfi rutinnim provozu kvalitu dat (Friedecky et

al. 2010).

3.2.1.3 Kalibrace

Kalibrace urcuje vztah mezi méfenym signalem a mnozstvim, nejcastéji
koncentraci, zjiStovaného analytu. Déle zajiStuje pfenos hodnot z referencnich
materiali nejvyssi metrologické tfidy na referencni materidly niZSich tfid, postupné az
na kalibratory pracovni, které se pouzivaji v rutinnich laboratofich. Pod pojmem
kalibrator rozumime material, ktery je ke kalibraci pouzity. Zavislost méfeného signalu
na meéfené vlastnosti analytu graficky zndzornuje kalibra¢ni kiivka (Dastych et al.
2008). Kalibraéni kiivka musi byt minimalné tftibodova (Matyskova et al. 1999).

Kalibraci kontrolujeme zpracovanim kontrolniho materialu. Jeji stabilitu a stabilitu
celého meéticiho systému pravidelné kontrolujeme systémem vnitini kontroly. Pokud
jsou pii vyméné reagencii hodnoty kontrolnich vzorkii mimo povolené rozmezi,

provadime rekalibraci (Dastych et al. 2008).
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3.2.1.4 Chyba

Chyba je mirou nespravnosti. Ukazuje nesoulad mezi analyzovanym vysledkem
a skutecnou hodnotou stanovované veli¢iny ve vzorku. Vyjadiuje se jako chyba relativni
nebo absolutni. Absolutni chyba znamena rozdil mezi vysledkem méfeni a skute¢nou-
spravnou-hodnotou. Jeji velicina mize byt kladnd i zéporna. Relativni chyba je
absolutni chyba se vztahem ke skute¢né hodnoté. Chyby mohou byt systematické nebo
nahodné. Systematické chyby zkresluji vysledky vzdy v urCitém sméru, maji staly
charakter. Vysledky jsou soustavné nizsi nebo vyssi. Vyjadiuji se hodnotami vychyleni
nebo-li Bias. Nahodné chyby nejsou pravidelné, pii opakovanych méfeni se vysledky
lisi. Jsou rovnomérné rozptyleny kolem primérné hodnoty, cetnost jednotlivych

vysledkd vykazuje normalni rozlozeni - Gaussova kiivka (Dastych et al. 2008).

3.2.1.5 Presnost

Presnost znamena tésnou shodu mezi vysledky opakovanych analyz téhoz vzorku.
Ciseln¢ se vyjadiuje smérodatnou odchylkou (SD) nebo variatnim koeficientem
opakovanych méfeni - nepfesnosti. Po zjisténi piesnosti se zafazuji po kazdé analytické

sérii vzorku pacienti vzorky kontrolniho materialu (Matyskova et al. 1999).

3.2.1.6 Spravnost

Spravnost piedstavuje tésnost shody mezi tzv. pravou hodnotou a hodnotou
naméfenou. Rozdil mezi vysledkem méteni, tedy mezi primérem opakovanych méteni
a spravnou hodnotou je ¢iselnym vyjadienim spravnosti. K jeji zjisténi se pouZivaji
kontrolni materidly, v nichz jsou uvedeny odchylky, které nesmi byt piekroCeny
(Matyskova et al. 1999). Nespravnost je zpusobena systematickou analytickou chybou

a vysledek vzdy odchyluje jednim smérem (Racek et al. 2006).

3.2.1.7 Opakovatelnost

Opakovatelnost je vlastnosti metody, ne vysledku. Podminkou opakovatelnosti je
stejny postup meéfeni, stejny méfici systém, stejné misto, stejné pracovni podminky

a opakované méfeni na stejnych objektech v kratkém casovém useku (SEKK, 2009).
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3.2.1.8 Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost zahrnuje riznd mista, obsluhujici personal pii méfeni na

stejnych nebo podobnych objektech (SEKK, 2009).

3.2.2 Externi kontrola kvality

Hemokoagulaéni laboratofe se ucastni externi kontroly kvality v pravidelnych
intervalech. Z dodanych kontrolnich materidli, v normalnim a patologickém rozmezi,
provadéji pozadované analyzy. Ty se zaznamenaji do specialniho pfilozeného formulaie
a ten se odesila k vyhodnoceni. Firma provad¢jici externi kontrolu kvality vystavi
vysledkovy list a na zaklad¢ tispéSnosti vystavi laboratofi certifikat. Laboratot klinické
hematologie nemocnice Ceské Bud&jovice a.s. se u¢astni 2x roéné externiho hodnocenti

kvality u firmy SEKK, spol. s r.0. se sidlem v Pardubicich.

3.2.3 Automaticky koagulacni analyzdtor STA-R Evolution®

Mgfeni jsem provadéla na analyzatoru STA-R Evolution™ od firmy Diagnostica
Stago. Tento pfistroj je zalozen na metodé chronometrické a fotometrické. Princip
chronometrické metody spoc¢iva v méfeni odchylky oscilaéni amplitudy kulicky.

Diky dvéma zahnutym kolejnickdm na dné kyvety a pfitomnému
elektromagnetickému poli dochazi pti stalé viskozité k pohybu kulicky. Velkou citlivost
tohoto syst¢tmu umoziiuje frekvence tohoto pole, ktera se blizi oscila¢ni frekvenci
kulicky. Magnetické pole vytvareji 2 motorové civky, které jsou softwarem automaticky
nastavovany v zavislosti na viskozit¢ prostiedi a druhu testu. Oscilacni amplituda
kulicky je pii stalé viskozité stald, pokud se viskozita zvétSuje — pii sraZeni — oscilacni
amplituda kulicky se zmenSuje. Zménu amplitudy vyuziva algoritmus, jenz stanovuje
dobu srazeni.

Chronometricky méfici princip plati pro koagulaéni metody, jenZ jsou pouzity pfi
stanoveni PT, aPTT, FBG, TT, deficitu jednotlivych faktori vnéj$i i1 vnitini cesty
koagulace (Diagnostica Stago, 2005).

Fotometrické méfeni je zaloZeno na absorbanci monochromatického zdroje svétla

0 vlnové délce 405 nm nebo 540 nm, které prochazi kyvetou v dobé, kdy probiha
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barevna reakce. Kyvetou prochdzejici svétlo je pii prichodu casteéné pohlcovano
reakénim prostfedim. Pienesené svétlo se zméfi a prfevede na absorbanci. Pokud jsou
soucasti reagencie protilatky, pii reakci protilatky s antigenem vznikd produkt, jenz
intenzitu svétla zméni. Toto je imunologickd metoda. Zdrojem dopadajiciho
jednobarevného svétla je wolframhalogenova lampa a filtr.

Fotometricky méfici princip plati pro chromogenni metody, které jsou pouzivané
pii stanoveni ATIII a proteinu C a pro imunologické metody, které jsou pouzity pii

stanoveni D dimeru a vWF (Diagnostica Stago, 2005).

NEVYHAZOVAT
MICHADLA 1

NEVYHAZOVAT
LAVICKY on
Cat

Obr. 2: analyzator STA-R Evolution® Zdroj: vlastni foto
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3.2.4 Pipetovaci protokol protrombinového casu Neoplastin CI

- 50ul plazma + 50ul fedici pufr Owren-koller
- inkubace 240 sekund
- 100l Neoplastine CI Plus

Pipetovaci protokoly ostatnich reagencii byly nastaveny dle navodi doporuceni od

vyrobce.

3.2.5 Viastni méieni

Vzorky nastavené ve stojancich se v nakladaci oblasti vkladaji do analyzatoru, kde
jsou automaticky zasouvany do pfistroje ke ¢teéce ¢arovych koda. Po nacteni kodi je
stojanek presunut k mistu aspirace. Analyzator si sam z laboratorniho pocitacového
systému pfenese pozadované informace k vysetfeni. Kyveta s kulickou je automaticky
naplnéna stanovenym mnozstvim plazmy spolu s pfesnym mnozstvim fediciho roztoku.
Tato smés se pozadovanou dobu inkubuje. Nékolik vtefin pied uplynutim inkubacni
doby je kyveta automaticky pfenesena do meéfici zony, kde je k ni pfidana startovaci
reagencie a méfeni je provedeno. Po ukonceni analyzy je kyveta pienesena do
odpadniho koSe, pouzité jehly jsou automaticky promyty.

Vsechny reagencie od firmy Diagnostica Stago maji ¢arovy kod, ktery se nacitd na
CteGee Carovych koda pro reagencie. Po nacteni reagencie se vlozi do uréené pozice
v zasobniku, ktery ma stilou teplotu. Veskeré pozadované analyzy jsou pienaSeny
z hlavniho pocitaCe, kde je zadano ID pacienta, ¢islo vzorku a pozadované¢ metody.
Analyzator je vybaven systémen Cap Piercer, zkumavky neni tfeba zbavovat vicek,
pracuje v uzavieném systému, ¢imZ se minimalizuje kontakt laboranta s biologickym

materidlem. Analyzator ma databazi vzorki a samostatnou tiskarnu.

3.3 Postanalyticka faze
Ke S$patné interpretaci vysledki mize dojit v postanalytické fazi v dusledku

neodpovidajiciho analytického rozmezi ¢i z divodu nedostatecnych nebo zkreslenych
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informacich o vzorku (Ward-Cook et al. 2003).
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4. Vysledky

4.1 Naméiené a statisticky zhodnocené hodnoty

V dob¢ od 16.-19.4.2012 jsem provadéla méfeni v laboratoti Klinické hematologie
Nemocnice Ceské Budg&ovice a.s. Viechny analyzované vzorky byly nabrany za
stejnych standardnich podminek. Ihned po odbéru transportovany do laboratofie,
piipraveny k analyze a stanoveny. Prvni casy jsem zméfila do 1 hodiny po odbéru.
Druhé méfeni 12 hodin po odbéru. Dalsi 24, 48 a 72 hodin po odbéru. Méteni jsem
U kazdé hodnoty provadéla jednou, pokazdé na stejném analyzatoru. Mezi jednotlivymi
stanovenimi jsem vzorky uchovévala v temnu pii pokojové teploté. Pred vlastnim
méfenim jsem se vSemi reagenciemi provedla kontrolu kvality s komeréné vyrabénymi
kontrolnimi materialy. V referen¢nich mezich s ,,normalnimi“ - N, mimo referenc¢ni
meze s ,,patologickymi - P, s pfesnou hladinou testovaného parametru a povolenymi
odchylkami. Dle valida¢niho protokolu Laboratotfe klinické hematologiec Nemocnice
Ceské Budgjovice a.s. je variaéni koeficient (CV) opakovatelnosti, tzn. nepiesnost
U protrombinového ¢asu u normalni plazmy CV < 1,5 %. U abnormalni plazmy, tedy
patologické je CV <2,0 %.

Sledovala jsem pouze naméfené Gasy. Casy jednotlivych méfenych sérii uvadim
v piiloze, tabulka €. 8. U jednotlivych reagencii jsem spocitala primér casii zméfenych

v daném case a smérodatnou odchylku. VSe uvadim v nésledujicich tabulkach.

4.2 Primérny ¢as namérenych hodnot a smérodatna odchylka

Tabulka 1: Primérny ¢as a smérodatna odchylka Neoplastine CI Plus

] ¢as od odebrani vzorku(sec)
Neoplastine Cl Plus
1h 12h 24h 48h 72h
pramér 13,8 13,9 14,1 14,9 15,5
sm. odchylka 0,5 0,5 0,5 0,6 0,7
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Tabulka 2: Primérny ¢as a smérodatna odchylka Neoplastine R

Neoplastine R

¢as od odebrani vzorku(sec)

1h 12h 24h 48h 72h
pramér 13,5 13,5 13,6 14,7 15,6
sm. odchylka 0,7 0,7 0,7 0,8 1,0

Tabulka 3: Primérny ¢as a smérodatna odchylka PT Quick

, ¢as od odebrani vzorku(sec)

PT Quick

1h 12h 24h 48h 72h
pramér 15,5 15,9 16,2 17,1 18,2
smeérodatna odchylka 0,9 0,9 0,9 1,0 1,2

Tabulka 4: Primérny ¢as a smérodatna odchylka Thromborel S

Thromborel S

¢as od odebrani vzorku(sec)

1h 12h 24h 48h 72h
pramér 13,9 13,5 13,6 14,5 15,2
smérodatna odchylka 0,6 0,7 0,6 0,7 0,8

Tabulka 5: Primérny ¢as a smérodatna odchylka Recombiplastin 2G

Recombiplastin 2G

¢as od odebrani vzorku(sec)

1h 12h 24h 48h 72h
pramér 11,7 11,9 12,1 12,6 12,8
smérodatna odchylka 0,6 0,7 0,6 0,6 0,8

4.3 Rozdily vychyleni (%) a smérodatna odchylka

JelikoZ mne zajimaly rozdily mezi jednotlivymi méfenimi u konkrétni reagencie
v danych casovych intervalech, do nasledujicich grafi, provedenych v pocitacovém

programu Microsoft Office Excel jsem zaznamenala procentuelni rozdily a smérodatnou

odchylku.
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Obr. 3: Rozdil vychyleni (%) méfeni v zavislosti na ¢asu stanoveni pii pouZziti

Neoplastine CI Plus. Chybova usecka je 1 smérodatna odchylka.
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Obr. 4: Rozdil vychyleni (%) méfeni v zavislosti na ¢asu stanoveni pfi pouziti

Neoplastine R.
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Obr. 5: Rozdil vychyleni (%) méfeni v zavislosti na Casu stanoveni pii pouziti PT
Quick.
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Obr. 6: Rozdil vychyleni (%) méfeni v zavislosti na Casu stanoveni pii pouziti
Thromborel S.
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Obr. 7: Rozdil vychyleni (%) méfeni v zavislosti na ¢asu stanoveni pii pouziti

Recombiplastin 2G.

4.4 Celkové primérné vychyleni
V této tabulce shrnuji celkové primérné vychyleni (%) pii méfeni protrombinového

Casu U kazdé reagencie ve vSech ¢asech (obr. 3-7).

Tabulka 6: Celkové primérné vychyleni u jednotlivych reagencii (%)

Pramér vychyleni %
Neoplastine CI Plus 5,8
Neoplastine R 6,2
PT Quick 8,9
Thromborel S 4,8
Recombiplastin 2G 53

4.5 Porovnani priumérnych rozdili tkanovych a rekombinantnich tromboplastini
V grafu je zndzornéno porovnani vychyleni skupiny tkanovych tromboplastini a

skupiny rekombinantnich tromboplastini v danych ¢asovych obdobich.
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Obr. 8: Porovnani vychyleni (%) skupiny tkanovych a rekombinantnich

tromboplastint

4.6 Celkové primérné vychyleni skupin pouZzitych tromboplastini
V zéavéretné tabulce mezi sebou porovnavam celkové primérné vychyleni skupiny

tkanovych tromboplastinti a rekombinantnich tromboplastind.

Tabulka 7: Celkové pramémé vychyleni mezi tromboplastiny tkanovymi

a rekombinantnimi (%)

Neoplastine ClI Plus

Tkanové tromboplastiny PT Quick 6,5

Thromborel S

Neoplastine R
Rekombinantni tromboplastiny P 5,6

Recombiplastin 2G
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5. Diskuze

Cilem této prace bylo zjistit, jak dlouho po odbéru jsou hodnoty protrombinového
Casu, jinak zvaného Quickova testu stabilni a zjistit, zda tato doba je zavisla na druhu
pouzité reagencie. Zaméfila jsem se na pouziti riznych druhl soucasnych reagencii pfi
méfeni ¢asu. Pouzila jsem jak tkanové tromboplastiny — Neoplastine CI Plus, PT Quick,
Thromborel S, tak tromboplastiny rekombinantni — Neoplastine R a Recombiplastin 2G.
Casy jsem méfila v intervalu do 1 hodiny po odbéru, 12 hodin, 24 hodin, 48 hodin
a 72 hodin po odbéru.

Jelikoz je antikoagulacni lécba pro mnoho pacienti nezbytnou, mnohdy
i celozivotni 1é¢bou, je dulezita jeji pravidelna a spolehliva kontrola. Proto je uzce
spojena s laboratornimi testy. Samotnému stanoveni vSak ptredchazi odbér vzorku, tedy
preanalyticka faze. Ta je velmi diilezita, ale laboboratofi velmi mélo ovlivnitelna.

Jelikoz sloZky vySetfované v koagulaci jsou pomérné labilni, je fadny odbér
hlavnim pfedpokladem k vydani spravnych vysledka (Penka et al. 2009).

V preanalytické fazi mize byt zdrojem chyb nevhodné naplanovany ¢i provedeny
odbér nebo odbér ze Spatného mista, nevhodny antikoagulacni roztok, chybny export
vzorku, jeho skladovani a pfiprava pted vlastni analyzou (Ward-Cook et al. 2003).

Pro stanoveni protrombinového casu, ale i ostatnich koagulacnich test je vhodné
pouziti jednorazovych plastovych zkumavek (Raijmakers et al. 2010). Po odbéru je
dulezité Setrné promichani krve ve zkumavce (Penka et al. 2009).

Export materidlu pro hemokoagula¢ni vySetieni by mél byt co nejrychlejsi,
zpracovani vzorku by mélo byt provedeno do dvou hodin po odbéru, jinak by mohl byt
vysledek nehodnotitelny (Penka et al. 1994). Oproti tomuto tvrzeni existuji studie, které
dobu mezi odbérem a analyzovanim prodluzuji: ,,Doba mezi odbérem a stanovenim
protrombinového ¢asu mize byt do 6 hodin po odbéru a to pokud je vzorek uchovavan
jak pii teploté¢ pokojové, pti 4-8 °C i pii 37 °C* (van Geest-Daalderop et al. 2005).
Cilem této studie bylo zjistit vliv teplotnich podminek a doby uchovavani pro stanoveni
protrombinového Casu. Krev byla okamzité odstfedéna, plazma byla uchovana pfi
pokojové teploté, pii teplot¢ 4 °C a zmrazena na -20 °C. Vzorky byly analyzovany

ihned po uskladnéni a opakovany po 6 hodinach, 12 hodinach a 24 hodinach. Zavérem
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lze konstatovat, Ze vzorky transportované pii pokojové teploté i pii 4°C jsou
akceptovany u hodnot protrombinového ¢asu az do 24 hodin po odbéru (Rao et al.
2000). V mé praci vychazim z Baglinovy studie, kdy u odebranych vzorkii z mimo
nemocni¢nich zafizeni stanovaval hodnoty protrombinového ¢asu, respektive INR v
opozdéné analyze, az 120 hodin po odbéru s deviti riznymi tromboplastiny. ,,Neexistuje
klinicky vyznamna zména v INR, pokud je analyza opozdéna az o tii dny s jakoukoli
reagenciii tromboplastinu. Pokud je analyza opozdéna o vice jak tii dny, mél by byt
vybran tromboplastin s vysokou reprodukovatelnosti. Je ziejmé, ze vliv drobnych
rozdila INR kvili zpozdéné analyze by mél byt mensi nez rozdily v INR vzhledem k
pouziti riznych reagencii a koagula¢nich analyzatora* (Baglin et al. 1997).

Chyby v analytické fazi mohou byt v disledku chybného pouZivani analyzatord,
jeho nedostate¢né udrzby, neodpovidajiciho objemu reagencii ¢i jejich kontaminace.
Chyby pii samotném méteni mohou vznikat v dasledku chybné kalibrace ¢i nevhodné
zvoleného kalibratoru. Nedodrzeni ¢asu inkubace, neptfesnym fedénim, proslou expiraci
reagencii. Témto chybam lze ptedchazet pravidelnou vnitini kontrolou kvality (Ward-
Cook et al. 2003).

Ve ctvrté Casti své prace jsem zpracovala vysledky méfeni. VSechny namétrené
hodnoty ve vSech Casovych intervalech jsem zanesla do tabulky (viz. pfiloha 1 tabulka
¢.8). Do jedné hodiny po odbéru dosahoval nejniz§iho primémého casu
Recombiplastin 2G 11,7 sec s namé&fenou smérodatnou odchylkou 0,6. Po 12 hodinach
Recombiplastin 2G 11,9 sec a smeérodatna odchylka 0,7. Po 24 hodinach opét
Recombiplastin 2G 12,1 sec se smérodatnou odchylkou 0,6. V dobé 48 hodin po odbéru
Recombiplastin 2G hodnoty 12,6 sec a smérodatné odchylky 0,6 a v ¢ase 72 hodin po
odbéru hodnoty 12,8 sec a smérodatné odchylky 0,8. Z tabulek vyplyva, Ze nartisty
Casii u vétSiny reagencii nejsou velke, ale jsou. V tomto se neshoduji s Baglinovou
praci, ktery zménu zaznamenava az za 72 hodin po odbéru.

Nasledujici grafy (obr. 3-7) vyjadiuji procentuelni rozdily vychyleni mezi
jednotlivymi méfenimi ve vztahu k prvnimu meéfeni a vypocitanou smeérodatnou
odchylku. Po 12 hodinach byl nejmensi primérny rozdil vychyleni méfeni pii pouziti

reagencie Neoplastine R 0,40 % a smérodatna odchylka 1,50. Po 24 hodinach dosahoval
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nejmensi primérny rozdi lvychyleni Neoplastine R 0,80 % se smérodatnou odchylkou
2,10. Po 48 hodinach Thromborel S nejmensi primérny rozdil vychyleni 4,70 % se
smérodatnou odchylkou 2,90. Po 72 hodinach od prvniho stanoveni nejmensi primérny
rozdil vychyleni u Recombiplastin 2G 9,30 % se smérodatnou odchylkou 4,10.

Jednotlivé primérné rozdily vychyleni jsem porovnavala s aktualnim validacnim
protokolem Laboratofe klinické hematologie nemocnice Ceské Bud&jovice a.s., ktery
udava pro opakovatelnost variacni koeficient pro protrombinovy cas <1,5%
(CV <1,5%). Do 12 hodin od odebrani vzorku dosahovaly hodnoty CV < 1,5 % c¢asy
stanovené reagenciemi Neoplastine CI Plus, Neoplastine R a Recombiplastin 2G. U ¢asu
24 hodin po odbéru nepiesahl hodnotu CV < 1,5 % pouze Neoplastine R s primérnym
rozdilem 0,80 %. 48 a 72 hodin po odbéru piekrocily vSechny reagencie CV < 1,5 %.
Pti takovém porovnani reagencii se u ¢asu 12 hodin po odbéru do tohoto limitu vesly
pouze tii z péti, u Casu 24 hodin pouze jedna z péti. Také zde jsem se neshodla s
Baglinovou studii. Baglin vidél rozdily az po 72 hodinach po odbéru. Tak dlouho jsem
vS8ak jiz vzorky neméfila, nebot’ z ptedchozich porovnani bylo zfejmé, Ze nejpozdéji po
24 hodinéch jsem se dostala na nereprodukovatelné hodnoty. Je ziejmé, Ze od Baglinovy
studie doba pokrocila a na métené hodnoty jsou udavana ptisnéjsi kritéria.

Pii vypoctu celkového primérného vychyleni (tab.6) u kazdé reagencie ve vSech

V grafu  (obr.8) je znazornéno porovnani primérnych rozdild tkanovych
a rekombinantnich tromboplastinti. Pfi detailnim pohledu je vidét, Ze rekombinantni
Jsou lepsi po 24 hodinach, zatimco 48 a 72 hodin po odbéru jiz tak velky rozdil neni
zaznamenan.

U rekombinantnich c¢inilo celkové primérné vychyleni 5,6 %, u tkanovych
tromboplastini 6,5 % (tab.7) Tento rozdil je ovlivnén reagencii PT Quick, ktera ze
skupiny tkanovych tromboplastini vychéazela nejhtie.

Z dosazenych vysledki 1ze konstatovat, ze prodlouzit ¢as stanoveni na piipadnych
12 hodin od odbéru lze jenom pii pouziti n€kterych tromboplastini. Pfi dobé delsi

nejsou vysledky reprodukovatelné.
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6. Zavér

Cilem mé prace bylo zjistit, jak dlouho po odbéru jsou hodnoty protrombinového
casu neboli Quickova testu stabilni a zda tato doba je zavisla na pouzité reagencii.

Provedla jsem méfeni s peti riznymi reagenciemi. Se tfemi z péti reagencii byl
vysledek po 12 hodinach v rozsahu nejistoty. Zaroven byl provedenymi meétfenimi
prokazan rozdil stability vysledkli v zavislosti na pouzité reagencii. Tim byl splnén cil
prace.

Se tfemi z péti reagencii bylo stanoveni stabilni minimalné¢ 12 hodin, tim byla
potvrzena ma prvni hypotéza.

Stabilita protrombinového ¢asu se liSila v zavislosti na druhu pouzité reagencie, tim
byla potvrzena i druhd hypotéza.

Baglin uvadi stabilitu u vSech reagencii minimalné¢ 72 hodin, pouziva vSak
kritérium klinické vyznamnosti. Pfi nedostupnosti zdrojovych dat z Baglinovy studie je
pfesné porovnani obtizné, je vSak velmi pravdépodobné, Ze rozdily mezi jednotlivymi
reagenciemi jsou v mém sledovani mensi. Pozorovala jsem vétsi rozdily v porovnani
reagencii mezi jednotlivymi vyrobci nez v porovnani dle typu reagencie. Tim tfeti

hypotéza nebyla potvrzena.
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Priloha 1

Tabulka 8: namétené hodnoty (na dalsi strance)
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Priloha 2

Obr. 9: Odstedivka JOUAN B4i Obr. 10: Vakuety Becton Dickinson Vacutainer
Zdroj: vlastni foto Zdroj: vlastni foto



Priloha 3

Tabulka 9: Primérné rozdily vychyleni (%) Neoplastine CI Plus a smérodatna

odchylka v jednotlivych ¢asech

Neoplastine Cl Plus 12hod | 24hod | 48hod | 72 hod
prameér 0,60 2,30 7,80 12,40
sm. odchylka 0,90 2,00 3,10 3,70

Tabulka 10: Primérné rozdily vychyleni (%) Neoplastine R a smérodatna odchylka

Vv jednotlivych ¢asech

Neoplastine R 12hod | 24hod | 48hod | 72 hod
prameér 0,40 0,80 8,30 15,10
sm. odchylka 1,50 2,10 3,90 5,30

Tabulka 11: Primérné rozdily vychyleni (%) PT Quick a smérodatna odchylka

Vv jednotlivych ¢asech

PT Quick 12hod | 24hod | 48hod | 72 hod
prameér 3,00 4,80 10,40 17,50
sm. odchylka 1,60 2,30 3,20 4,70

Tabulka 12: Pramérné rozdily vychyleni (%) Thromborel S a smérodatna odchylka

v jednotlivych ¢asech

Thromborel S 12 hod 24 hod 48 hod 72 hod
prameér 2,60 2,30 4,70 9,50
sm. odchylka 2,20 2,30 2,90 3,70

Tabulka 13: Primérné rozdily vychyleni (%) Recombiplastin 2G a smérodatna

odchylka v jednotlivych ¢asech

Recombiplastin 2G 12hod | 24hod | 48hod | 72 hod
prameér 1,30 2,80 7,70 9,30
sm. odchylka 1,40 2,40 3,30 4,10




