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UvoD

Diseminovand infravaskuldrni koagulace (DIC) je zdvaind, zivot ohrozujici
komplikace heterogenni skupiny onemocnéni zpUsobend nadmérnou
akfivitou koagulacniho a fibrinolytického systému. Pricina vzniku DIC zdvisi
na primdarnim onemocnéni, v patogenezi je obvykle prvnim krokem akfivace
koagulace. Aktivace koagulace muUze byt zpUsobena fadou mechanizmi -
zvysenou expresi inicidtoru koagulace (napr. tkdnového faktoru), Ubytkem
prfirozenych inhibitord koagulace (antifrombinu, proteinu C, inhibitoru
tkdnového faktoru) nebo alteraci fibrinolyzy (zejména inhibitoru akfivatoru
plazminogenu).

Studium alterace koagulace u jednotlivych onemocnéni je
ve veterindrni mediciné v pocdatcich - rutinni hemostazeologické testy jsou
v poslednim desetileti doplfiovany komplexnimi viskoelastickymi testy a rovnéz
stoupd pocet validovanych metod, jako napf. stanoveni aktivity D-dimer(,
umoznujici rozsifeni kritérii diagnostiky DIC. Naproti tomu pfi studiu DIC
predstavuje problém absence Sirsiho spekitra parametrld, pripadné jejich
vazanost na analyzdtor Ci vyrobce s obtiznou dosazitelnosti v nasi republice
(napf. tkanovy faktor, inhibitor aktivatoru plazminogenu).

Studie vénované problematice DIC ve veterindrni mediciné jsou
aktudiné zamérené predevsim na diagnostické moznosti tohoto syndromu.
Status jednoftlivych slozek hemokoagulacniho systému v DIC u rdznych
onemocnéni neni zndma, a tato studie si proto ddava za cil porovnat hladiny

aktivator( a inhibitord koagulace a fibrinolyzy u rznych skupin onemocnéni.



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

aPTT

AT
ATK
AUC
BLEE
DIC

EDTA

FBG
FDP
FPA
FRG
GDV
IL

ISTH
JMHW

KMS
LPS
LY30
MA
PAI

PC
PT

SF

aktivovany parcidini tromboplastinovy cas

(activated partial thromboplastin time)

anfitrombin

akutni traumatickd koagulopatie

plocha pod krfivkou (area under curve)

krvdcivé priznaky (bleeding symptom)

diseminovand intfravaskularni koagulace
(disseminated infravascular coagulation)

kyselina ethylendiamintetraoctovd
(ethylenediaminetetraacetic acid)

fibrinogen

fibrin/fibrinogen-degradacni produkty
fibrinogen-fibrinopeptid A

fragmenty erytrocyt0 (fragmentation of red blood cells)
dilatace a volvulus zaludku (gastric dilatation-volvulus)
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LITERARNi PREHLED

1. DISEMINOVANA INTRAVASKULARNIi KOAGULACE

1.1. Definice

Diseminovand intravaskularni koagulace (DIC), dfive nazyvand konzumpcni
koagulopatie nebo defibrinacni syndrom, je komplexni syndrom zahrnujici
jednak nadmérnou infravaskuldrni  koagulaci  vedouci  k multiorgdnové
trombdze a jednak sekunddrni inaktivaci nebo nadmérnou konzumpci
trombocytd a koagulacnich faktord vedouci ke zvysenému krvdceni.
(Feldman 1981, Bick a Scates 1992). Tento ndzev je vice specificky nez dfive
pouzivané terminy, nebot oznaceni konzumpcni koagulopatie neodrdzela
degradaci koagulacnich faktord a jinych slozek plazmy plazminem a
defibrinacni syndrom nepoukazoval na degradaci a konzumpci fibrinogenu,
ke kterym pri DIC rovnéz dochdzi (Ruiz de Gopegui a kol. 1995). Nyné&jsi
definice navrzend International Society of Thrombosis and Haemostasis, ISTH,
vroce 2001 popisuje DIC jako zmnoha pficin zskany syndrom @
charakterizovany intravaskuldarni aktfivaci koagulace, kterou nelze lokalizovat
a kterd miUzie zpUsobovat poskozeni  mikrovaskulatury  vedouci

ve vaznych pripadech az k orgdnové dysfunkci (Taylor a kol. 2001).

1.2. Etiopatogeneze

Za prvni zdokumentovany pripad DIC se povazuje Shneiderova prdce z roku
1951, kterd popisuje snizeni hladiny fibrinogenu a mikroskopicky ndlez embolii
U pacientky s odlouc¢enim placenty. V poloviné 20. stoleti bylo DIC spojovdno
zejména se sepsi a orgdnovym selhdnim, nyni je seznam diagndz spojenych

se vznikem a rozvojem DIC znacné obsdahly (tab. 1).
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Tabulka 1: Seznam onemocnéni asociovanych s DIC

Bruchima a kol. 2008)

Systematicka bakteridalni infekce/

(upraveno podle

Parazitarni onemocnéni

Sepse
G - (endotoxin)
G * (bakterialni
mukopolysacharidovy povlak,

enzym
Virové infekce

Parvovirdéza E

Infek&ni hepatitida psU
Panleukopenie kocek
Infek&ni peritonitida kocek

Neoplazie

Solidni tumory
Hemangiosarkom

Lymfom

Myeloproliferativni onemocnéni
Lymfoidni leukemie

Plicni adenokarcinom

Imunologické poruchy

Imunitné zprostredkovand o
hemolytickd anemie o
Posttransfuzni hemolytickd reakce o
Transplantacni reakce

Reakce na toxiny

Hadi ustknuti
Porodnické komplikace
Pyometra

Masivni poskozeni orgdnu

Cévni abnormality

Ostatni

Babesidza (Babesia canis rosi)
Monocytdrni ehrlichiéza (Ehrlichia
canis) a horecka Skalistych hor
(Rickettsia rickettsii)

Leishmanidza (Leishmania
infantum)

Spirocerkdzsa (Spirocerca lupi)
Dirofilariéza (Dirofilaria immitis)
Angiostrongyldza (Angiostrongylus
vasorum)

Hypertermie, popdleniny
Syndrom dilatace a volvulu
zaludku

Trauma hlavy

Tukovd embolie

Operace

Tézké mechanické trauma

Aneuryzma
Vaskulitida
Hemangiom

Pankreatitida
Selhdni jater
Polycytemie

Obecné se popisuji dva hlavni faktory spusténi DIC. Prvnim z nich je

systémovd zdnétovd odpovéd vedouci k aktivaci velkého mnozstvi cytokinG

a ndsledné aktivaci koagulace (napf. béhem sepse nebo rozsdhlych

traumat) a druhym je vylouCeni prokoagulacniho materidlu do krevniho

fecisté (napr. u neoplazii nebo gynekologickych pacientd) (Levi a kol. 1997).

V patogenezi DIC hraje roli nékolik mechanizmi, které se uplatiuji

soucasné (obr. 1). Depozice fibrinu vznikd ndsledkem generovdni trombinu,

ktery je mediovdan tkdnovym faktorem, a tento proces neni dostatecné



vyvdzen fyziologickymi antikoagulans, jakymi jsou napf. protein C a
antifrombin. Pfi zvySené tvorbeé fibrinu je zdroven nefunkeniijeho odstranovani
fiorinolytickym systémem, coz byvd zpUsobeno zpravidla vysokou hladinou
cirkulujiciho inhibitoru aktivatoru plazminogenu typu I. Vyjimecné muize byt
situace odlisnd a DIC se prezentuje primdrné zvysenou fibrinolyzou (Levi a kol.
2004).

primdrni onemocnéni

v

systémova aktivace koagulace

masivni konzumpce
depozita frombocytu
fibrinu a koag. faktoro
mikrovaskuldrni frombocytopenie
frombotické a deficit koag. faktoru
obstrukce
orgdanové selhdni krvaceni

Obrazek 1: Schéma aktivace DIC (upraveno podle Levi 2004)

Obecné je patogezene DIC rozdélena do mechanizmi (Levi a kol.
2004):
e nadmérnd tvorba trombinu vliivem akfivace tkanového faktoru,
e dysfunkce antitrombinu, proteinu C a inhibitoru tk&nového faktoru,
e porucha fibrinolyzy viivem nadmérné aktivity inhibitoru aktivdtoru

plazminogenu.

Jelikoz jsou tyto mechanizmy rbzné aktivovdany v zdvislosti na vyvolané
pricing, popisuje ndsledujici text mechanizmy alterace koagulace u fii skupin

onemocnéni asociovanych s DIC.
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1.2.1. Mechanizmy alterace koagulace u pacienty s infekci

Nejcastejsi pricinou rozvoje DIC u Clovéka a pravdépodobné i u zvirat je
septikemie, pricemz neni rozdil v incidenci mezi G- a G* bakteriemi. Hlavnimi
faktory spoustéjicimi DIC jsou membrdnové komponenty patogenld -
lipopolysacharid (LPS) neboli endotoxin a exotoxiny, napr. stafylokokovy a-
toxin (Wheeler a Bernard 1999, Bone 1994, Levi a kol. 1997). Aplikace nizké
ddavky endotoxinu lidem nebo primdtim vedla k silné odpovédi koagulaénino
systému s vrcholem 3-5 h po aplikaci. Dosavadni studie prokdzaly, ze tvorba
fibrinu byla zprostredkovdna aktivaci velkého mnozstvi koagulacniho faktoru
X, ktery je prvnim faktorem spolecné cesty, a tudiz mohou byt za jeho aktivaci
odpoveédné slozky vnéjsi i vnitfni cesty koagulace. Podle daldich studii bylo
zjisténo, ze poddni proftilatky profi tkadnovému faktoru kompletné blokovalo
aktivaci koagulace u jedincl s endotoxemii nebo bakteriemii (Taylor a kol.
1991, Levi a kol. 1994). Kromé pfimé aktivace koagulace je prokoagulacni
stav zesilen depleci prirozenych inhibitord srézeni krve (obr. 2). Hlavni inhibitor
trombinu a faktoru Xa je rychle spotfebovdan pfi generaci fibrinu, coz vede
k jeho nizkym koncentracim v krvi (Levi a kol. 1997). Soucasné muUze dochdzet
k poklesu proteinu C a proteinu S. Pokles hladin trombomodulinu béhem
sepse je pravdépodobné zpUsoben faktorem nekrotizujicim tumory a (TNFa),
coz vede ke snizeni akfivity proteinu C (Nawroth a Stern 1986, Conway a
Rosenberg 1988).
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endotoxin

cytokiny

tkdnovym faktorem ‘/l\m

Fedk , deprese inhibice fibrinolyzy
A inhibitord  zprostiedkovand PAI-1

aktivace koagulace / /

fromace fibrinu  porucha fibrinolyzy

\ /

depozice fibrinu

/

orgdnové selhdni

Obrdazek 2: Schéma iniciace DIC béhem sepse (upraveno podle Leviho a kol. 1997)

Vysvétlivky: PAI — inhibitor aktivatoru plazminogenu

Taylor a kol. (1987) rovnéz prokdzali, 7ze fterapie akfivovanym
proteinem C u primdtd snizuje koagulopatii pfi bakteriemii. BEhem sepse je
zvysend koncentrace komplementu, na ktery se protein S vdze, coz vede
k relativnimu deficitu antikoagulacniho proteinu S (Taylor 1994). Kromé efektu
na koagulaci ovliviiuje sepse rovnéz fibrinolyticky systém. U lidi bylo
prokdzdno, ze endotoxemie vede ke zvyseni cinnosti aktivatord plazminogenu
(tkdnového i urokindzového), coz zvysuje hladinu plazminu. Priblizné hodinu
po zvyseni aktivatorld plazminogenu dochdzi ke zvyseni hladiny inhibitoru
aktivatoru plazminogenu 1 (PAI-1) s ndsledkem kompletni suprese aktivatoru
plazminogenu a tvorby plazminu, ¢imz je fibrinolyticky systém blokovany
po dobu nékolika hodin (Biemond a kol. 1995). Z hlediska Casového sledu
uddlosti je v dobé& maximalni tvorby trombinu fibrinolyticky systém neucinny,
coz vede k znacné dysbalanci mezi koagulacnim a fibrinolytickym systémem,
jejimz vysledkem je stadium prokoagulace. Bylo zjisténo, ze blokdda
koagulace pifi endotoxemii nezabrdni aktivaci aktivatord a inhibitord

fibrinolyzy.
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Obrazek 3: Schéma propojeni mezi koagulaci, antikoagulac¢ni a fibrinolytickou
cestou a zdnétem (upraveno podle Leviho 2004)

Vysveétlivky: PC — protein C

Predpokladd se, ze efekt endotoxinu na koagulaci a fibrinolyzu je
zprostredkovdn cytokiny (obr. 3). Jelikoz je TNF-a prvnim cirkulujicim cytokinem
po aplikaci endotoxinu (90 min po aplikaci endotoxinu vs. 120 min
u interleukin® 6 a 8) (Levi a kol. 1997), predpoklddalo se, Ze je spoustécem
koagulace. Na jednu stranu vede aplikace TNF-a k akfivaci koagulacniho
systému, jako je tomu pfi aplikaci endotoxinu, na druhou stranu aplikace
profilatek proti TNF nezabrdnila aktivaci koagulace (van der Poll a kol. 1990,
1994). Ndasledné byl studovan interleukin-6 (IL-6), jehoz koncentrace je nejvic
konzistentni u pacientd se sepsi. Poddni anti-IL-6 vedlo ke kompletni zdbrané
endotoxinem indukované aktivace koagulace u Simpanz0 (van der Poll a kol.
19940). Bylo ale patrné, ze TNFa ma kliCovou roli v akfivaci fibrinolyzy, nebof
po jeho blokaci doslo k Uplné absenci fibrinolytické odpovédi, zatimco

blokace IL-6 obdobny efekt neméla (van der Poll a kol. 1994b).
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1.2.2. Mechanizmy alterace koagulace u pacientl s traumaty

Dalsi z pficin, které mohou vést k DIC, je tézké trauma. Posttraumaticke
krvaceni je stdle jednou z hlavnich prficin Umrti u lidi. Z 30-56 % se jednd
o posttraumatickd Umrti pred hospitalizaci, zatimco krvdceni z koagulopatii je
jednou z hlavnich pficin smrti béhem prvniho dne po fraumatu (Kauvar a kol.
2006, Engels a kol. 2011). Klinické a laboratorni ndlezy u lidi potvrzuji, ze
poruchy koagulacniho systému hraiji klicovou roli v ¢asném (prodlouzeni Casu
krvdceni) i pozdnim posttraumatickém Umrti (rozvoj multiorgdnového selhdni)
(Gando a kol. 2011). Maegele a kol. (2007) prokdzali u lidi, ze 25-34 %
traumatickych pacienty je pri priimu hypokoagulacnich. Rovnéz zjistili, Ze tato
akutni traumatickd koagulopatie (ATK) pozitivné koreluje s mirou z&vaznosti
poranéni a neni zAvisld na mnozstvi prijaté infuzni terapie. Pritomnost ATK
zhorsuje resuscitacni Usili, zvySuje pozadavky na poddni transfuze, prodluzuje
hypoperfuzi tkani a zvysuje riziko intrakranidinino krvdceni a plicniho edému
pri traumatickém postizeni mozku Ci kontuzi plic.

Pfredpoklddalo se, Ze koagulopatie spojené s fraumaty jsou primdarné
zpUsobené ztratou, dysfunkci nebo diluci koagulacnich faktorl a tfrombocytd.
Ztrata byla pricitdna masivnimu krvdceni a konzumpci, diluce agresivni infuzni
terapii a dysfunkce vlivu metabolické aciddzy a hypotermii (Frith a Brohi
2010). V poslednich letech viak bylo prokdzdno, ze traumatickd koagulopatie
md odlisnou patogenezi a vyviji se jiz béhem pul hodiny, tedy dfiv nez se
uplatni ztrdta, diluce ci dysfunkce vlivem hypotermie nebo metabolické
acidozy (Frith a kol. 2010, Engels a kol. 2011). Existuji ffi hypotézy patogeneze
systémovée hypokoagulace a hyperfibrinolyzy: 1) diseminovand infravaskularni
koagulace s fibrinolytickym fenotypem (Johansson a kol. 2011), 2) zvysend
aktivita proteinu C a 3) nadmérnd sympatoadrendini odezva vedouci
k poskozeni endotelu vlivem katecholaminy (Johansson a Ostrowski 2010,
Johansson a kol. 2011).

| kdyz je primdrni charakter DIC hyperkoagulacni, ndsledek traumatu je
popsdn rozdiiné, a to ndsledujicim zpUsobem - po hypokoagulacnim stadiu
béhem 24-48 h dochdzi ke zméné na tromboticky fenotyp (Johansson a
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Ostrowski 2010). V dusledku poskozeni endotelu (traumatem, hypoxii, ischemii)
dochdzi k masivnimu generovdani trombinu a ndsledné systémové tvorbé
fiorinu (obr. 4). SouCasné dochdzi k masivnimu vyplaveni tkdnoveho
aktivatoru plazminogenu zpUsobuijici konverzi plazminogenu na plazmin. Tyto
dva simultédnni  déje vyUsti do posttraumatické hyperfibrinolyzy a
hypokoagulace. Po resuscitaci pacienta dochdzi ke zvysené expresi inhibitoru
aktivatoru  plazminogenu  (Gando  2009) v porovndni  k aktivatoru
plazminogenu a rozvoji rombotického stavu.

Druhd hypotéza vychdzi z teorie, ze snizend degradace trombinu a
zvysend aktivita antikoagulacniho proteinu trombomodulinu vede k aktivaci
proteinu C. Pricinou ma& byt zdvaznd hypoperfuze. | kdyz je frombin zndm jako
protrombotickd substance, vazba trombinu na frombomodulin méni jeho
vlastnosti na antikoagulacni, a to cestou aktivace proteinu C. Protein C pak
inhibuje koagulacni faktory Va a Vllla a zdroven snizuje aktivitu inhibitoru
akfivatoru  plazminogenu 1, coz vede khypokoagulaénimu a
hyperfibrinolytickému stavu (Frith a Brohi 2010, Brohi a kol. 2007, 2008).

Posledni teorie uddvda vliv endotelidiniho poskozeni ndsledkem
vylou€eni katecholamind, jejichz mnozstvi je pfimo Umérné intenzité traumatu.
Katecholaminy pfimo poskozuji endotelidlni glykokalyx, ¢imz meéni jeho
vlastnosti z antitrombotickych na protrombotické, coz vede k lokdini aktivaci
koagulace v misté poranéni. Ve snaze o zabrdnéni systémové koagulace se
organizmus snazi vyvazit protromboticky stav endotelii antitrombotickym a
fiorinolytickym stavem krve (Johansson a Ostrowski 2010). Za konkrétni
zprosttedkovani maji byt odpovédné substance vyloucené z poskozeného
glykokalyxu - heparinsulfdt, tfrombomodulin a  tkdrovy  aktivator

plazminogenu.
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hyperfibrinolyza

Obrazek 4: Schéma akutni traumatické koagulopatie (upraveno podle

Palmera a Martinoveé 2014)

| kdyz existuje Sest klicovych faktord v rozvoji AKT - tkdnové poskozeni,
hypoperfuze, systémovy zdnét, metabolickd aciddéza, hypotermie a
hemodiluce, kvUli diverzité mezi jednotlivymi pripady jsou akceptovdny pouze
dva - tkdnové poskozeni a hypoperfuze (Johansson a kol. 2011). Tkanové a
vaskuldrni trauma vede k expozici subendotelidinino kolagenu a tkdnového
faktoru cirkulujicimu von Willebrandovu faktoru (VWF) a faktoru Vila vedouci
k iniciaci koagulace a formace trombinu. Kromé aktfivace proteinu C muize
vaskularni frauma vést k dysfunkci trombomodulinu, antifrombinu, inhibitoru
cesty tkadnového faktoru a endotelidiniho receptoru proteinu C a k uvolnéni
velkého mnozstvi tkdnového aktivatoru plazminogenu (Palmer a Martinova
2014). Mechanizmus iniciace koagulace ndsledkem hypoperfuze neni presné
zndm - hypoxie a ischemie vede ke zvySeni endotelidinino tkanového
akfivatoru plazminogenu, upregulaci endotelidinich adheznich molekul,
indukci de novo transkripce tkdnového faktord z monocytd a vaskuldrni
hladkosvalové bunky. Navic hypoperfuze prodiuzuje clearance trombinu
umoznuijic vyssi dostupnost komplexu trombin-antitrombin (Gando a kol. 2011,
Hess a kol. 2008).
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Ve veterindrni mediciné nebyla kdneSnimu dni publikovana
prospektivni studie o prevalenci ATK (Palmer a Martinova 2014). Studie
provedend Mischkem (2005) hodnotila hemostatické zmény u psU se
spontdnnimi otevienymi traumaty. U 30 psU byl zaznamendn vyznamny pokles
ve vsech slozkdch koagulace (koagulacni faktory, antikoagula&nich proteind,
trombocyty i plazminogenu) s odpovidajicim prodlouzenim protrombinového
Casu (PT) a aktivovaného parcidiniho tromboplastinového casu (aPTT). Stejné jako
U lidi bylo u 76 % psU pritomen pokles faktoru V a rozpustny fibrin i fibrin-
degradacni produkty byly vyznamné zvyseny. Holowaychukova a kol. (2011)
hodnotili pritomnosti koagulopatii u 41 psd s otevienym nebo penetrujicim
zranénim. Z jejich vysledkd je patrné, ze neprezivsi jedinci a psi s nejvétsimi
zranénimi byli hypokoagulabilni a Ze tyto koagulopatie pozitivné korelovaly
s incidenci krvéceni a potfebou fransfuze. Konkrétné byla zvysend pritomnost
krv@ceni spojend se snizenym poctem frombocytU, snizenim maximdlni
amplitudy a Uhlu a v fromboelastogrdfii, snizenim antitrombinu a proteinu C a

zvysenim hladin aPTT.

1.2.3. Mechanizmy alterace koagulace v onkologickych
pacienty

Spojitost mezi solidnimi nddory a frombohemoragickymi poruchami byla
poprvé popsdna v roce 1865. V roce 1977 vydali Sack a kol. ¢ldnek vénovany
této problematice, kde nejcastéj§im klinickym ndlezem byla izolovand vendzni
trombdza (62 %), migrujici vendzni trombdza (53 %) a nadmérné krvdaceni
(41 %) (Sack a kol. 1977). Obecné Ize konstatovat, ze incidence
prokoagulac¢niho stavu je pravdépodobné pritomna u vétsiny pacientd
s pokrocCilou neoplazii, ackoli vyskyt zievné formy DIC je mnohem nizsi (Levi
2003). Nejvétsi prospektivni studie DIC u solidnich tumord pochdézi z roku 2001 —
incidence DIC byla 6,8 %, z toho 59 % pacientd trpélo nadmérnym krvdcenim,
34 % trombdzou a 7 % obéma priznaky (Sallah a kol. 2001, Feinstein 2015).
Nejvyssi incidence DIC mezi tumory prislusi akutni promyelocytdarni leukemii,

kde je DIC vice nez u 90 % pacienty (Falangovd 1998). U tohoto onemocnéni
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je rozvoj DIC nejpfimocarejsi, ale zdroven vyjimecny. Pricinou je enormni
fiorinolyza spojend s nizkou hladinou fibrinogenu a masivni konzumpci
plazminogenu a az-antiplazminu  (Rodeghiero a Castaman 1994).
Hyperfibrinolyza pravdépodobné neni zpuUsobena nadmérnou tvorbou
plazminu aktivatory plazminogenu (jelikoz neni jejich hladina zvysend) nebo
pUsobenim leukocytdrni elastdzy, ale pritomnosti receptoru pro annexin Il na
leukemickych bunkdch, ktery urychluje tvorbu plazminu (Levi 2009).

Ndadorové bunky solidnich tumord mohou exprimovat rdzné
prokoagulacni aktivatory v€etné tkdnoveho faktoru, ktery reaguje s faktorem
Vlla, a vede tak k akfivaci faktord IX a X a tzv. nddorovych prokoagulanty,
CcozZ jsou cysteinové protedzy schopné aktivovat faktor X (Falangovda 1998).
Vyskyt TF byl prokdzdn ve vaskuldrnich endotelidinich bunkdch nebo
nadorovych bunkdch karcinomu milécné Zldzy (Rickles a Brenner 2008).
Bez ohledu na funkci TF jako kofaktoru srazlivosti krve se predpokladd, ze je
rovnéz zapojen do tvorby metastdz a nddorové angiogeneze (Zhang a kol.
1994). Nddorové prokoagulanty jsou endopeptiddzy nachdzejici se
v extraktech nddorovych bunék i v plazmé& pacientd se solidnimi tumory.
Pfesnd role nddorovych prokoagulantd v patogenezi DIC je nejasnd (Levi
2009). Dalsim mechanizmem, kterymm mohou nddorové bunky prispivat
k patogenezi DIC, je exprese fibrinolytickych proteini. Navzdory schopnosti
mnoha malignich bunék exprimovat aktivatory plazminogenu, joko napr.
urokindzovy a tkdnovy typ aktivatoru plazminogenu, vyvoldvd vétsina nddord
spise hypofibrinolyticky stav. Vzhledem k tomu, Ze je DIC obecné
charakterizovdna blokaci fibrinolytického systému, zejména z divodu vysoké
hladiny PAI-1, mUze predstavovat alternativni mechanizmus pro rozvoj DIC
U nadorového procesu (Levi 2009).

Prakticky vSechny cesty, které se podileji na vzniku DIC jsou fizeny
cytokiny. IL-6 byl identifikovdn jaoko jeden z nejduUlezitéjSich prozdnétovych
cytokin®, ktery je schopny indukovat expresi TF na bunkdch. Mezi dalsi
cytokiny podilejici se na systémové aktivaci koagulace patfi IL-1B a IL-8. Mezi
protizinétové cytokiny je fazen IL-10, ktery je schopen DIC inhibovat.
Vzhledem k tomu, Ze mnoho typU nddor0 md schopnost syntetizovat a
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uvolfiovat cytokiny, je pravdépodobné, ze na cytokinech zdvisld modulace
koagulace a fibrinolyza hraje vyznamnou roli také v nddorové podminéném
rozvoji DIC (Levi 2009).

1.3. Laboratorné diagnostické moznosti

Doposud neexistuje dostateCné senzitivni a specificky fest nebo kombinace
testd pro stanoveni diagndézy DIC a ve véfsiné piipadl je povazovdna
za diagnostickou pritomnost onemocnéni spjatého s DIC s kombinaci vice
laboratornich ndlezd (Taylor a kol. 2001, Bick 1996, Levi a kol. 2009).
Laboratorni testy umoznuji zejména odliseni DIC od jinych hemostatickych
poruch, jako napf. ofravy vitaminem K nebo selhdni jater, aviak pokud se
vyskytuji soucasné, neni diferenciace jednoduchd. Na zdkladé testl vsak Ize
stanovit zdvaznost DIC a odpovéd na terapii a s tim souvisejici progndzu
pacienta (Fourrier a kol. 1992). Vétsina pacientd sDIC md primdrné
protfromboticky stav a pouze mirnou aktivaci fibrinolyzy, aviak existuji vyjimky
s nadmérnou aktivaci fibrinolyzy s ndsledkem snizené hladiny fibrinogenu,
plazminogenu, faktord V a VIl a elevaci degradacnich produkty fibrinu (Fiegl
a kol. 1999, Levi a kol. 2000).

Vzhled k aktudinim poznatkim o DIC se pro jeji diagnostiku zdd byt
nezbytné stanoveni rozpustného fibrinu. Pocdtecni studie naznacovaly, ze
elevace rozpustného fibrinu nad referencni mez je diagnostickd pro DIC
(Bredbacka a kol. 1994). VéfSina klinickych studii udava velmi vysokou
senzifivitu  (90-100 %), avsak velmi nizkou specificnost. Dominantnim
problémem je nedostupnost hodnovérného testu pro kvantifikaci rozpustného
fiorinu v plazmé — mezi jednotlivymi metodami je znacnd variace i v humdanni
mediciné (McCarron a kol. 1999, Horan a Francis 2001). Relativné dostupnym
testem je stanoveni fibrin/fibrinogen-degradacnich produktd (FDP). Jeho
nevyhodou v3ak je to, ze test nerozliSuje mezi produkty kfizové spojeného
filorinu a degradaci fibrinogenu, kterd muize byt prekvapivé vysokd (Boisclair a

kol. 1990). Novéjsi metody jsou specificky namifeny na detekci antigent
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na degradovaném kfizové spojeném fibrinu. D-dimery jsou u pacientd s DIC
zvyseny, avsak podobné jako FDP neumoznuji odlisit vendzni tromboembolii
(Carr a kol. 1989, Levi a kol. 2002).

Dynamika DIC mUze byt hodnocena mérenim aktivacnich markerU,
které jsou vylouceny pfi konverzi zymogenU koagulaénich faktord na aktivni
protedzu. Jde napriklad o aktivacni fragmenty protrombinu F1+2 nebo
aktivacni peptidy faktord IX a X (Teitel a kol. 1982, Boisclair a kol. 1990). Oba
jsou U pacientd sDIC zvyseny. Zvysené koncentrace kompexu trombin-
anfitrombin  mohou odrdzet zvySenou ftvorbu frombinu. Trombinem
zprosttedkovand konverze fibrinogenu na fibrin pak mUze byt detekovdna
pomoci zvysenych hladin aktivacniho peptidu fibrinogenu - fibrinopeptidu A
(FPA) (Nossel a kol. 1974). Ackoliv je elevace téchto parametrd piitomna
U pacientd s DIC, a umoznuje tak odlisit i mirnou aktivaci koagulace, neni pro
DIC specifickd a mize byt do znaéné miry ovlivnéna zpUsobem odbéru krve.
Nevyhodou je rovnéz nedostupnost testd vrdmci rutinni hemostazeologie
v humdnni mediciné a absence validovanych kitd ve veterindrni mediciné.

PocCet trombocytl je velmi citlivym testem pro diagnostiku DIC a silné
koreluje s markery generovani frombinu, jelikoz je frombinem indukovand
agregace trombocytl odpovédnd za konzumpci desticek (Neame a kol.
1980). Protoze je jednordzové stanoveni poctu trombocytd nevypovidajici,
doporucuje se stanoveni v intervalech 1-4 hodin - stabilni pocet trombocytd
naznacuje, ze formovani frombinu bylo ukonceno. Trombocytopenie sama
0 sobé neni pro DIC diagnostickd vzhledem ke spekiru onemocnéni, kterd
vedou k poklesu jejich poctu (Levi 2002).

Konzumpce koagulacnich faktord vede kjejich nizkym hladindm a
jejich aktivita koreluje se zdvazinosti DIC. Plazmatické hladiny koagulacniho
faktoru VIII jsou paradoxné béhem DIC zvyseny pravdépodobné kvuli
masivnimu  vylouCeni VWF zendotelu. Méreni fibrinogenu bylo Siroce
doporucovdno jako vhodny ukazatel pro diagnostiku DIC, aviak ve véfiing
pfipadd neni pro diagnézu DIC az tak ndpomocny. Fibrinogen je rovnéz
protein akutni fdze a i navzdory konzumpci béhem DIC mohou byt jeho
hladiny po dlouhou dobu nevychylené. Studie na Clovéku uddvaji senzitivitu
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nizké hladiny fibrinogenu asi 28 % (Levi a kol. 1999). Plazmatické hladiny
fyziologickych inhibitord srédzeni krve jsou pfi diagnostice DIC uZiteCné.
Antitrombin je hlavnim inhibitorem trombinu a béhem nadmérné tvorby
trombinu v pocdatku DIC je rychle spoffebovdan. Obdobné to plati pro protein
C (Mesters a kol. 1996).

V neposledni fadé je moziné vyuzit testy hodnotfici nadmérnou
fiorinolytickou akfivitu. Navzdory fibrinolytickymm procesim se zdd, ze
degradacni produkty fibrinu koreluji lépe stvorbou fibrinu nez sjeho
degradaci. Pro hodnoceni fibrinolytické aktivity je vhodné stanovit
koncentraci plazminogenu nebo oo-antiplazminu — nizké hladiny téchto
proteind ukazuji na jejich konzumpci. Vzhledem krelativné nizkym
koncenfracim oeg-anfiplazminu se tenfo pristup zdd byt vhodnéjsim
ukazatelem dynamiky fibrinolyzy (Wada a kol. 1995). Na druhou stranu je oe-
anfiplazmin vzhledem k jeho nizkym koncentracim ndachylny na vycerpdni a
inhibice  fibrinolyzy muize byt zprosttedkovand antitrombinem,  og-
makroglobulinem, ai-anfitrypsinem a Ci-inhibitorem. Zddanlivé nedostatecnd
fiorinolytickd aktivita u pacientd sDIC je pricitdna vysokym hladindm
inhibitoru aktivatoru plazminogenu typu |, jehoz hladiny jsou u lidi s DIC
zvyseny a silné koreluji se Spatnou progndzou (Levi a kol. 1993, Gando a kol.
1995).

Kromé testovani jednotlivych slozek koagulace je mozné hodnotit cely
proces komplexné pomoci viskoelastickych testd. Vyhodou je, Ze na rozdil
od rutinnich  hemostazeologickych testd mohou tyto testy lehce odhalit
hyperkoagulacni stav a posoudit cely proces formovani trombu a fibrinolyzy
vcetné hodnoceni sily srazeniny. Tromboelastografie (TEG) byla vyvinuta
vroce 1948 a predstavuje efektivni monitoring srdzeni krve. Principem je
oscilace kalisku pIné krve pri teploté 37°C, kde tvorbu srazeniny méfi kovova
jehla. Zvysend tenze jehly je prevadéna na elekiricky signdl, ktery je
na obrazovce zobrazovdn jako kfivka (obr. 5).

Soucasné se méri zejména tyto parametry:

e reakcni ¢as (R, [min]) — ¢as od zacdtku testu do zahdjeni formovani
fibrinu,
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e Cas K[min] — ¢as od pocldtku koagulace do vytvoreni srazeniny
o definované sile (20 mm),

e Uhel a [°] - vyjadiuje odklon TEG krivky od horizontdini linie v Case K
(hodnoti rychlost vzniku vazeb mezi fibrinovymi vidkny a tim pevnost
koagula - reprezentuje Uroven fibrinogenu),

e maximalni amplituda (MA, [mm]) - odpovidd maximdlni pevnosti
srazeniny,

e L[Y30 [%] — vyjadfuje podil fibrinolyzy 30 min po dosazeni MA.

v

\ 4
A

+«——1trombodza

fibrinolyza

Obrazek 5: Schéma fromboelastografie (upraveno podle Thakura a
Ahmedy 2012)

Podle studie Wiinberga a kol. (2008), kterd byla provdadéna na 50 psech
sDIC, je nejCastéj§im tromboelastografickym ndlezem hyperkoagulace.
Navzdory tomu byla hyperkoagulace protektivni ve vztahu k progndze, kdy
psi s hypokoagulacnim ndalezem méli 2,4x vyssi riziko 28denni mortality oproti

jedincOm s hyperkoagulac¢nim ndlezem.
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1.3.1. Diagnosticka kritéria

Diagndza DIC je postavena na zdakladé splnéni urCitych kritérii. Tato kritéria
prodélala v pribéhu vice nez pulstoleti fadu modifikaci. V 70. letech 20. stoleti
bylo navrieno nékolik systémU hodnoceni DIC, ale kompletni laboratorné
diagnosticky profil pro DIC byl stanoven az v roce 1979 Japanese Ministry of
Health and Welfare (tab. 2). Kritéria umoznovala stanoveni diagndzy a skoring
DIC na zdkladé probihgjici nemoci, klinické manifestace a laboratornich
ndlez0. Nejcastéjsimi onemocnénimi asociovanymi s DIC byly leukemie,
infek&ni onemocnéni, solidni tumory, gynekologickd onemocnéni a aortické
aneuryzma. Abnormality hemostazeologickych vysetfeni byly soucdsti
hodnoticiho systému a terapie byla povazovdna za Uspé&Snou na zdkladé
zZlepSeni DIC skore, laboratornich hodnot a klinického stavu. Vroce 1987
probéhla revize diagnostickych kritéri a byl pfiddn pomér PT a dalsi
koagulacni molekuldrni markery. Tato kritéria byla v Japonsku brdna jako
oficidlni a byla Casto pouzivina nebo citovdna joko diagnostickd kritéria

pro DIC v Asii, Evropé a Severni Americe (Wada 2004).

Tabulka 2: RUznd diagnostickd kritéria pro DIC (upraveno podle Wady 2004)

Trombs PT FBG FDP TI aPTT AT FRG BLEE

Colman a kol.. 1974 . . . . .

Al-Mondhiry 1975 . . . ° .

Matsuda 1976 . . .

Siegal a kol. 1978 . . . . . . .
JMHW 1979 . . . . - .

Spero a kol.. 1980 ] . . .
JMHW¢? 1988 . . . .

ISTH/SSC 2001 . . . ob

Vysvétlivky: Trombs — celkovy pocet trombocytld, PT — protrombinovy cas, FBG -
fiorinogen, FDP - fibrin/fibrinogen-degradacni produkty, TT — tfrombinovy ¢as, aPTT -
aktivovany parcidini tfromboplastinovy ¢as, AT - antitrombin, FRG - fragmenty
erytrocyt0, BLEE - krvdcivé piiznaky, JMHW - Japanese Ministry of Health and
Welfare, ISTH — International Society of Thrombosis and Haemostasis, SSC — Scientific
and Standardization Committee

a Podporujici markery: frombinu — tfrombin-antitrombin komplex (TAT), plasmin-
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az-plasmin inhibitor komplex, rozpustny fibrin (SF), D-dimery, zména FDP, trombocytU
nebo fibrinogenu

b Fibrin-souvisejici produkty: FDP, D-dimery nebo SF

Celosvétové uplatnovdni pristupu, ktery vyuziva skérovdani systémové
zanétové odpovédi a hodnoceni orgdnového selhdni spojeného se seps,
podnitilo snahy o standardizaci diagnostickych kritérii DIC. V roce 1999 proto
byla ustanovena pracovni skupina pro DIC vrédmci ISTH. Vysledkem bylo
rozdéleni DIC na dvé kategorie: fzv. zievné DIC (,overt-DIC") a skryté DIC
(,,non-overt-DIC*) (Taylor a kol. 2001, Wada 2004).

Kritéria pro zjevnou formu DIC zahrnuji laboratorni vysledky, které jsou
méreny VveéfSinou nemocnic a nevyzaduji ndroCné pristrojové vybaveni.
Z laboratornich markerd se hodnoti pocet trombocytd, formace fibrinu,
protrombinovy Cas a koncentrace fibrinogenu. Zjevnou formu DIC mad ten
pacient, ktery ziskd vice nez pét bodU vypoctenych z ndsledujiciho algoritmu
(Taylor a kol. 2001):

1. Ma pacient onemocnéni, o némz je zndmo, Ze je spojené s DIC?
e ano=0 b. (je vSak podminkou pokracovani algoritmu)

2. Vysledky laboratornich testd
e pocet trombocytU:

o >100x10°/I=0 b.
o 50-100x10%/I=1 b.
o <50x10°/I=2b.
e zvyseni FDP nebo rozpustného monomeru fibrinu:
o ne=0b.
o stredni=1 b.
o vyrazné=2 b.
e prodlouZeny protrombinovy ¢as:
o <3s.=0b.
o 3-6s=1b.
o >6s5=2b.
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e koncentrace fibrinogenu:
o >1g/I=0 b.
o <Ig/l=1 b.

V pripadé skryté formy DIC je skorovaci systém znacné komplikovanégjsi:

1. Md pacient onemocnéni, o némz je zndmo, Ze je spojené s DIC?
e ano=2b., ne=0 b.

2. Vysledky laboratornich testd
e pocet trombocytU: >100x10°/I=0 b., <100x10%/I=1 b.

+ stoupad (-1 b.)/klesa (1 b.)/stabilni (0 b.)
e zvySeni FDP n. rozpustného monomeru fibrinu: ne=0 b., ano=1 b.
+ stoupad (-1 b.)/klesa (1 b.)/stabilni (0 b.)
e prodlouZeni protrombinovy ¢as: <3 s.=0 b., >3 s=1 b.
+ stoupad (-1 b.)/klesa (1 b.)/stabilni (0 b.)
e specifické kritéria: antitrombin —v normé (-1 b.)/nizky (1 b.)
protein C —v normé (-1 b.)/nizky (1 b.)

komplex trombin-antitrombin - v normé (-1 b.)/vysoky (1 b.)

Diagnostickd kritéria pro DIC nebyla u psU zatim sjiednocena. V minulosti
byly kliCové ndsledujici podminky: spinéni primdarnino onemocnéni, klinické
priznaky a minimdiné dva ¢&i vice pozitivnich laboratornich testd. Doposud
chybi ve veterindrni mediciné standardizace skoéringu (typ, pocet, mezni
hodnoty) a navic se citlivost laboratornich testd mezidruhové lisi. Snizend
aktivita antitrombinu a zvyseni FDP nebo D-dimerU patii mezi nejcitlivéjsi testy
pro diagnostiku DIC u psuU, nikoli vSak u kocek. Stejné tak muize byt obtiznd
diagnostika DIC u psU, ktefi maji pocet trombocytd v normé, navic napriklad
U koCek s DIC se trombocytopenie objevuje pouze v ojedinélych pripadech
(Estrin a kol. 2006). Aplikaci modifikovaného ISTH skére u psU se doposud
vénovala pouze jedna studie (Wiinberg a kol. 2006). V této prospektivni studii

autfofi kombinovali kritéria ze zjevné a skryté formy DIC: 1. Prifomnost
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onemocnéni spojeného s DIC2 Ano=2 b., Ne=0 b., 2. Kritéria: pocet
trombocytd <100x109/I=1 b., PT prodlouzeny >20 % oproti kontrole=1 b., D-
dimery >0,5 mg/I=1 b. a aktivita antitrombinu <80 % oproti kontrole=1 b,
pricemz zisk 5 bodU byl diagnosticky pro pritomnost DIC. Tento systém
porovndvali s tradicnim hodnocenim, které spocivalo ve splnéni 3 a vice
kritérii. Pfi porovndni obou systémU mél modifikovany ISTH systém vyssi
specificnost i vzhledem k mortalité pacientd. Stejni autofi (Wiinberg a kol.
2010) vytvorili také model skérovani DIC, ktery pri mezni hodnoté >0,401
dosahoval senzitivitu 21 % a specificnost 20 %; plocha pod kfivkou (area under
curve, AUC) méla hodnotu 0,958. Vzorec pro vypocet rizka DIC byl

ndsledovny:

Logit=15,99-0,14*[fibrinogen]-2,52*[PT]-
2,13*[aPTT]+0,28*([aPTT]*[PT])+ (5,41, pokud jsou D-dimery >0,5 mg/l)

Kontroverzi v systému hodnoceni DIC je pocet trombocytd, protoze
v tomto pfipadé je vice smérodatnd mira jejich poklesu nez jejich aktudini
celkovy pocet, avsak ta u vétsiny pacientd neni zndma. Pravé navrhovany
model Wiinberga a kol. (2010) pocet tfrombocytld nezohlednuje. Znacnou
nevyhodou je skuteCnost, Ze model je pouzitelny pouze na metody stanoveni

hemostazeologickych testy, které byly poutzity v jejich studii (Mischke 2010).
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VLASTNi PRACE

1. CiLPRACE

Diseminovand infravaskuldarni koagulace (DIC) je zavaznd komplikace fady
onemocnéni spojend s nadmérnou akfivitou koagulacniho a fibrinolytického
systému. Pricina vzniku DIC zdvisi na primdrnim onemocnéni, v patogenezi je
vzdy prvnim krokem aktivace koagulace. Ta muize byt zpUsobena zvysenou
expresi inicidtoru koagulace - tkdnového faktoru, Ubytkem prirozenych
inhibitorl koagulace (antitrombinu, proteinu C, inhibitoru tkdnového faktoru)
nebo alteraci fibrinolyzy (zvyseni inhibitoru aktivatoru plazminogenu). Studie
vénované DIC ve veterindri mediciné jsou zamérené predeviim
na diagnostické moznosti  tohoto syndromu. Role jednoftlivych slozek
hemokoagulac¢niho systému pro iniciaci DIC u rdznych onemocnéni neni
zndmd, a tato studie si proto ddvd za cil porovnat hladiny aktivatord o
inhibitord koagulace a fibrinolyzy u rznych skupin onemocnéni, se kterymi je

vznik DIC spojen.

Cilem prdace bylo:
« Posouzeni incidence DIC u vybranych onemocnéni

« Porovndni aktivatord a inhibitorl koagulace a fibrinolyzy u jednotlivych
onemocnéni a zdravych zvirat

« Zhodnoceni diagnostické vypovédi parametr( ziskanych metodou
tromboelastografie u pacientd a zdravych zvifat

« Stanoveni diagnostické vypovédi hemostazeologickych testd
pro diagnostiku DIC
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2. MATERIAL A METODIKA

1.1. Material

Celkem bylo do studie zahrnuto 40 psU (24 samic, 16 samcu) piijatych
na Kliniku chorob pst a kocek Fakulty veterindrniho Iékarstvi VFU Brno. Jedinci
byli zastoupeni 33 plemeny (tab. 2) s prdimérnou hmotnosti 34 kg (min-max,
5,5-85,0 kg) a primérnym vékem 7.8 let (9 mésicU — 15,6 let). Zvifata byla
podle onemocnéni rozdélena do f{tfi skupin: pacienti se septickym
onemocnénim (,sepse"), traumafticti pacienti (,,frauma"”) a onkologicti
pacienti (,onkologie"). Ve skupiné sepse bylo 12 psy, z toho 11 s pyometrou a
jeden se septickou peritonitidou. Ve skupiné traumat bylo 19 jedinct z toho
15se syndromem dilatace a volvulu Zaludku a 4 polytraumaticti pacienti
po Urazu. Skupinu onkologickych pacientyd tvorilo 9 jedincUy, z toho 7 jedincy

s hemangiosarkomem a 2 s lymfomem.

Kontrolni skupinu tvorilo 50 klinicky zdravych jedincO (24 samic,
26 samcU) ndsledujicich plemen: border kolie (n=6), labradorsky retrivr (n=5),
anglicky bulteriér (n=3), némecky ovcdak (n=3), zlaty retrivr (n=4), dobrman,
némecky boxer, francouzsky buldocek, chodsky pes (n=2), dlouhosrstd kolie,
americky pitbulteriér, anglicky Springrspanél, cesky fousek, flat coated refrivr,
hovawart, kandrskd doga, leonberger, Nova Scofia duck tolling retrivr,
pointer, rhodésky ridgeback, rotvajler, samojed, stafordsirsky bulteriér, stredni
knirac, velky Svycarsky salasnicky pes, vipet (n=1) a Ctyii kiizenci. Primémad
hmotnost psU v kontrolni skupiné byla 25,7 kg (10 - 52 kg), vék 3,5 let (8 mésicU
-8 let).
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Tabulka 2: Charakteristika pacientd

Plemeno Hm[:rgr;os'r Pohlavi Diagnoza
americky pitbulteriér 27,00 J lymfom

flat coated refrivr 30,5 Q kastr. hemangiosarkom
zlaty reftrivr 37.00 Q kastr. hemangiosarkom
knira€ maly 6,50 Q kastr. lymfom

bavorsky barvdr 23,00 hemangiosarkom
flat coated reftrivr 39,00 hemangiosarkom
francouzsky buldocek 14,40 hemangiosarkom
o]fe] 12,00 hemangiosarkom
sibirsky husky 29,50 hemangiosarkom
neapolsky mastin 63,00 GDV

rhodésky ridgeback 40,00 GDV

akita inu 32,00 GDV

ném. ohar krdtkosrsty 31,00 GDV

dobrman 38,00 GDV

irsky vikodav 85,00 GDV

gordonsetr 30,00 GDV

vymarsky ohar 39,00 GDV

rotvaijler 35,00 autouraz

bernsky salasnicky pes 40,00 GDV

Jack Russell teriér 6,20 autoulraz
némecky ovCdak 37,00 GDV

némecky ovcdak 61,00 GDV

jezevcik 7,40 stret s divocdkem
akita inu 29,30 GDV

Cinsky chocholaty pes 5,50 autouraz
hovawart 29,60 GDV

irsky vikodav 63,00 GDV

bernardyn 56,00 GDV

jezevcCik 9.90 pyometra
labradorsky retrivr 35,40 pyometra
némecky ovCak 39,50 pyomeftra
americky buldok 38,50 pyometra

Seltie 11,35 pyometra

cane corso 30,00 pyometra

bursky buldok 68,00 pyometra
kavkazsky pastev. pes 63,00 sept. peritonitida
foxteriér 8.00 pyometra
tibetskd doga 44,00 pyometra
némecky VICi Spic 17,60 pyometra

40 rotvajler 47,50 Q kastr. pyometra
Vysvétlivky: Cervené - skupina onkologie, modfe — skupina frauma, oranzove -
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skupina sepse, GDV - dilatace a volvulus zaludku

1.1.1. Odbér krve a zpracovani vzorky

Od viech proband0 byla odebrdna krev z vena jugularis nebo vena
cephalica accessoria. Pro hematologické vysetreni bylo odebrdano 0,5 ml krve
do zkumavky s obsahem kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA, Dispolab,
s.r.o., Ceskd republika). Krev o objemu 4 ml byla odebrdna do zkumavky
s citrdtem (Dispolab, sr.o., Ceskd republika), byla rozdélena - 2 ml
pro tromboelastrografii a 2 ml pro hemostazeologické vysetfeni. Pro ziskdani
krevniho séra byly odebrdny 3 ml krve do zkumavek s obsahem granul

pro urychleni srazeni krve (Dispolab, s.r.o., Ceskd republikal).

1.1.1.1. Hematologické vysetieni

Hematologické vysetreni (celkovy pocet leukocytl, erytrocytd a trombocyty,
hladina hemoglobinu, hematokrit, stfedni objem erytrocytu, stfedni obsah
hemoglobinu v erytrocytu, stfedni koncentrace hemoglobinu v erytrocytech)
bylo provedeno do 10 min od odbéru 0,5 ml krve do zkumavky s obsahem
EDTA (Dispolab, s.r.o., Ceskd republika) na automatickém hematologickém
analyzatoru (Celltac Alpha, Nihon Kohden, Japonsko). Krevni natéry byly

obarveny panopticky (Hemacolor, Dispolab s.r.o., Ceskd republika)

1.1.1.2. Rutinni hemostazeologické vysetreni

Prvni Cdst citrdtované krve (2 ml) byla ihned centrifugovdna pri 3000
otdckdch/min po dobu 15 min a uskladnéna pii -70 °C do doby analyzy
(maximdiné 2 tydny). Ze vzorkd citrdtové plazmy byl stanoven aktivovany
parcidlni fromboplastinovy cas (aPTT), protrombinovy ¢as (PT) a hladina
fiorinogenu (FBG) na dvoukandlovém analyzdtoru (Coatron M2, Teco,

Némecko).
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Méreni protrombinového Casu (QuickUyv test)

Pro méreni protrombinového Casu (PT) byla méfici kyveta temperovdna
na teplotu 37 °C po dobu jedné min soubézné s kyvetou obsahuijici reagencii
Tromboplastin-S  (Dialab, s.r.o., Ceskd republika) a kyveta s plazmou
probanda. Ndasledné bylo do méfici kyvety aplikovano 25 ul krevni plazmy a
po uplynuti inkubacni doby 30 s bylo pfiddno 50 ul reagencie Tromboplastin-S.

Méreni bylo ukonceno vytvorenim fibrinového vidkna.

Méreni aktivovaného parcidlniho tromboplastinového ¢asu

Pro méreni akfivovaného parcidlnino tromboplastinového Casu (aPTT) byla
mérici kyveta soubéziné s kyvetami obsahujicimi reagencie aPTT-EA (Dialab,
s.r.o., Ceskd republika), 0,025M CaCly (Dr. Kulich Pharma, s.r.o., Ceskd
republika) a plazmu temperovdna na 37 °C po dobu jedné min. Ndsledné
bylo do mérici kyvety aplikovano 25 ul krevni plazmy a 25 ul reagencie aPTT-S.
Smés byla inkubovdana po dobu 3 min. Po aplikaci 25 ul roztoku 0,025M CaCls

byl méren aPTT. Méfeni bylo ukonceno vytvorenim fibrinového vidkna.

Méreni koncentrace fibrinogenu

Pro méreni koncenfrace fibrinogenu (FBG) byla méfici kyveta a kyveta
s plazmou temperovdna na 37 °C po dobu jedné min, ndsledné do ni bylo
aplikovdano 50 ul fedéné krevni plazmy (fedéni plazmy probanda 1:10-50 p
plazmy a 450 ul fyziologického roztoku nebo imidazolového pufru; smés dobre
promichdnd). Plazma byla inkubovdna po dobu 90 s a ndsledné bylo priddno
50 ul reagencie 100 NIH Trombin (bovinni trombin, 100 NIH U/ml, Dialab, s.r.o.,
Ceskd republika) bez predchozi temperance. Pliddnim reagencie se zacal
mérit ¢as a mérfeni bylo ukonceno vytvorenim fibrinového vidkna. Pristroj

odecte z kalibracni kfivky mnozstvi FBG v plazmé.
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1.1.1.3. Specidlni hemostazeologické vysetreni

Druhd polovina citratové krve (2 ml) byla bez predchozi centrifugace pfimo
vyuZita na tromboelastografii. Ze vzork( citrdtové krevni plazmy, stocené
pro ucely rufinnino hemostazeologického vysetfeni, byly ndsledné stanoveny
fiorin/fibrinogen-degradacni produkty (FDP), koncentrace D-dimerd a aktivita
anfitrombinu (AT). Z krevniho séra bylo provedeno stanoveni tkdnového
faktoru (TF), plazminogenu a inhibitoru aktivatoru plazminogenu (PAI) ELISA

metodou podle pokynU vyrobce.

Tromboelastografie

Pro UCely tromboelastografie byly pouzity 2 ml citradtové krve. Stanoveni bylo
provedeno do 2 h po odbéru. Do ampulky s modifikGtorem (kaolin) se pridal
1 ml citratové krve a obsah se promichal. Do kyvety zalozené v analyzdtoru
(Thrombelastograph, TEG 5000, USA) bylo napipetovdno 360 pul krve z ampulky
s modifikdtorem (kaolin) a bylo pfiddno 20 ul 0,2 M CaCl.. Analyz&torem bylo
méfeno 5 (R, K, Uhel a, MA a LY30) zd&kladnich parametrd koagulacni formace
a jejino rozpadu. Reakéni Cas (R) vymezuje rozmezi od spusténi analyzatoru
do vytvoreni prvniho fibrinového vidkna. Ddle se méfi Cas od zahdjeni
formovani koagula (K) az po dosazeni jeho ur&ité pevnosti. Uhel a uddava
dynamiku vyvoje koagula. Maximdini amplituda (MA) je méfitkem
maximalniho napéti nebo pevnosti koagula. LY30 je mira snizeni MA po 30 min
od dosazeni jeho maximalni hodnoty. Analyza probihd minimdaliné po dobu
30 min od dosazeni maximdini amplitudy. Po celou dobu analyzy je nutné

eliminovaft jakékoli otfesy v okoli analyzatoru.

Méreni koncentrace fibrin/fibrinogen-degradacnich produkt’

Fibrin/fibrinogen-degradacni produkty (FDP) byly stanoveny latexaglutinacni

metodou (Diagnostica Stago, s.a.s., Francie). V prvnim kroku je nutné

citradtovou plazmu fedit 1:2 (50 ul plazmy a 50 pl glycinového pufru) a 1:8 (50

ul plazmy a 350 pl glycinového pufru). Na destiCku se nanese do prvniho

ovalu 20 ul ztitru 1:2 a do druhého 20 pl ztitru 1:8. Do fretiho ovdlu je
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napipetovdana negativni kontrola a do ¢tvrtého pozitivni kontrola. Do kazdého
ovalu je priddno po 20 ul anfigenu (suspenzi latexovych Cdastic s navdzanou
mysi monoklondini protildtkou profti lidskym FDP). K promichdni kazdého
krouzku bylo pouzito specidini michadlo na kazdou jamku zvI&st. Na zavér se
s destiCkou jemné krouzivé pohybuje po dobu 3 min. V pozitivni kontrole a

vzorku se vytvori makroskopické aglutinace.

Méreni koncentrace D-dimerd

D-dimery byly méfeny pomoci pristroje NycoCard Reader Il (Nycocard, Axis-
Shield PoC AS, Norsko). Do kruhové plastikové kazety se stfedovou jamkou
s mikroporézni membrdnou, kde je navdzand monoklondini anti-D-dimer
protildtka, bylo aplikovéano 50 pl promyvaciho roztoku (hovézi sérovy albumin
s detergenty, Nyco Card, D-Dimer Single Test, Norsko). Do jamky se poté
aplikovalo 50 ul citrdtové plazmy, ndsledné bylo aplikovdno 50 ul konjugdatu
(mikrocasticemi zlata znacené anti-D-dimery, Nyco Card, D-Dimer Single Test,
Norsko). V poslednim aplikaCnim kroku bylo pro vymyti prebytecného
konjugacniho Cinidla opétovné napipetovdno 50 ul promyvaciho roztoku.
Po nasdknuti promyvaciho roztoku bylo do 2 min provedeno NycoCard

Reader Il kvantitativni méreni.

Stanoveni aktivity antitrombinu
Aktivita antifrombinu byla stanovena z cifradtove plazmy na Oddéleni klinické
hematologie FN, Brno-Bohunice chromogenni metodou (Stachrom AT I,

Diagnostica Stago, s.a.s., Francie).

Stanoveni hladin tkariového faktoru (TF), plazminogenu a inhibitoru aktivdtoru
plazminogenu (PAI)

Z krevnino séra bylo provedeno stanoveni tkdnového faktoru (Canine Tissue
Factor ELISA Kit, CUSABIO, Némecko), plazminogenu (Plazminogen Dog ELISA
Kit, Abcam, Francie) a inhibitoru aktivatoru plazminogenu (Dog plasminogen
activator inhibitor 1 (SERPINET) ELISA Kit, CUSABIO, Némecko) ELISA metodou
podle pokynU vyrobce.
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Absorbance byla mérena pri 450 nm pomoci ELISA readeru (ELX808
Absorbance Microplate Reader, Bio Tele instruments, Inc., Highland park,
Spojené staty americké). Zpracovani kalibracni kfivky a vypocet koncentraci
fedénych vzorkl byl proveden pomoci pocitacového programu (Gen 5.0,

BioTek Instruments, Inc., Highland park, Spojené staty americké).

1.1.2. Kritéria pro zafazeni pacienti

Do studie byli zarazeni pacienti se tremi skupinami onemocnéni. Do skupiny
onkologie byli zafazeni psi s cytologicky nebo histologicky potvrzenym
ndlezem onkologického onemocnéni pfi prvni prezentaci na veterindrnim
pracovisti. Do skupiny traumat byli zafazeni jedinci s chirurgicky potvrzenou
dilataci a volvulem Zaludku nebo s masivnim traumatem ndsledkem Urazu.
Do skupiny sepse byli zarazeni jedinci s cytologicky potvrzenou bakteridini

infekci splnujici kritéria sepse (Hauptman a kol. 1997).

1.1.3. Kritéria pro diseminovanou infravaskularni koagulaci

Zvitrata byla na zdkladé hematologického a hemostazeologického vysetreni
rozdélena na DIC pozitivni a DIC negativni. Jedinci byli povazovdni za DIC
pozitivni, pokud splnili minimdlné 4 kritéria z ndsledujicich: snizeny pocet
trombocytd (<200x109/1), prodlouzeny protrombinovy c¢as (>13 s), prodlouzeny
aktivovany parcidini tromboplastinovy cas (>19,5 s), snizend koncentrace
fiorinogenu (<1,5 g/l), zvysend koncentrace D-dimer0 (>0,3 mg/l) nebo
snizend aktivita antitrombinu (<105 %).

Tato kritéria byla modifikovdna podle Machidy a kol. (2010) a

prizoUsobena vysledkUm kontrolnich psuU.
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1.1.4. Statistické zpracovani

Pro vyhodnoceni dat a stanoveni diagnostické vypoveédi byl pouzit program
Statistica 6.0 (Statsoft, Inc., Tulsa, USA) a MedCalc (MedCalc software bvba,
Belgie). Porovndni mezi skupinami bylo provedeno pomoci Mannova-
Whitneyova testu, stanoveni diagnostické vypovédi pomoci receiver
operating characteristics (ROC) kfivky. Hladina statistické vyznamnosti byla

stanovena na p<0,05.
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2. VYSLEDKY

2.1. Posouzeni incidence diseminované intravaskuldrni koagulace
U jednotlivych onemocnéni

Diagnostickd kritéria pro DIC pouzitd v této prdci (kap. 2.1.2.) byla upravena

na zdkladé vysledkd kontrolnich jedincl (tab. 3).

Tabulka 3: Hodnoty hemostazeologickych testd u kontrolni skupiny

Parametr Jednotky Median

Vysvétlivky: Trombs — celkovy pocet trombocytl, PT — protrombinovy cas, aPTT —

aktivovany parcidini tromboplastinovy cas, FBG - fibrinogen, AT — antitrombin

V tabulce 4 jsou uvedeny vysledky vysetfeni pacientl, u kterych bylo
Zluté vyznaceno spinéné kritérium pro DIC. Onkologickd skupina byla co do
pocCtu spinénych kritérii nejpocetnéjsi. Pét z deviti onkologickych pacientd
(56 %) splnovalo kritéria pro DIC. Ve skupiné trauma byli ffi pacienti se
spinénymi kritérii (16 %). Nejméné splnénych kritérii bylo ve skupiné sepse, a to

pouze U pacienta se septickou peritonitidou (11 %).
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Tabulka 4: Spinéni kritérii pro DIC

Cislo Trombs FBG D-dimery AT
[x10%/1] [9/1] [mg/I]
1 111 11,1 19,9 5,0 0,4 141 3
2 225 10,0 23,3 1,8 2,6 124 2
3 393 8,7 20,3 0,1 0,3 75 3
4 294 13,2 20,5 2,5 0,4 135 3
5 74 12,4 28,6 2,2 0,6 80 4
6 82 14,3 30,9 2,3 3,1 75
7 50 12,2 21,2 0,1 2,7 101
8 132 14,8 29,0 2,8 0,7 68
9 43 12,2 23,4 0,3 4,9 57
10 301 10,4 20,8 1,7 0,8 132 2
11 298 10,5 21,7 2,0 0,4 137 2
12 89 12,6 32,6 1,0 0,4 121 4
13 312 10,5 20,9 2,0 0,4 129 2
14 325 10,7 21,7 1,1 0,1 136 2
15 93 11,4 19,8 0,2 0,1 110 3
16 130 14,8 26,2 0,7 1,6 106 5
17 121 10,9 18,4 0,6 0,7 131 3
18 222 11,5 27.3 2,5 2,2 128 2
19 209 9.7 21,7 1,4 0,6 109 3
20 173 9,5 17,4 0,8 0,2 136 1
21 179 11,6 27,7 1,1 0,4 90 [5
22 211 10,9 22,0 1,4 0,4 114 3
23 232 9.0 14,9 1,9 0,7 138 1
24 329 12,0 26,5 2,1 0,2 141 1
25 189 8,0 12,2 1,7 0,3 131 1
26 201 11,3 20,9 1,3 0,2 122 2
27 117 10,2 16,4 0,9 0,3 108 2
28 223 11,3 20,8 0,8 0,1 129 2
29 232 11,1 22,9 53 0,2 127 1
30 388 9.7 21,0 2,0 0,2 113 1
31 329 10,5 25,6 3,8 0,2 117 1
32 420 10,6 22,0 4,3 0,2 116 1
33 348 10,0 19,9 2,6 1,4 139 2
34 294 12,9 22,4 5,0 0,2 120 1
35 224 9,1 17,7 5,2 0,4 102 2
36 31 15,0 21,0 0.4 0.7 111 e
37 151 11,0 22,6 4,5 7,2 137 3
38 290 13,5 19,7 2,7 0,3 134 2
39 187 10,1 29,7 3,0 0,1 127 2
40 512 9.4 22,0 2,8 0,2 123 1

Vysvetlivky: Cervené — skupina onkologie, modre — skupina frauma, oranzove -—
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skupina sepse, Zluté - spinéni kritérii DIC u jednotlivych pacientd, Trombs — celkovy

pocet trombocyty, PT - protrombinovy cas, aPTT - aktivovany parcidini

tromboplastinovy Cas, FBG - fibrinogen, AT — antitrombin, N* — pocet splnénych

parametrd pro DIC, odstiny Sedé podle poctu spinénych parametrd

2.2. Porovndni aktivatory a inhibitoru koagulace a fibrinolyzy
v jednotlivych onemocnéni a zdravych zvirat

Vysledky aktivit antitrombinu, koncentraci tkadnového faktoru, plazminogenu a

inhibitoru  akfivatoru plazminogenu kontrolni  skupiny jsou zobrazeny

v tabulce 5.

Tabulka 5: Hodnoty vybranych aktivatord a inhibitord koagulace u kontrolni

skupiny

Parametr Median

Jednotky

AT

105,0

138.0

TF pg/mil 0,000 0,000 430,172
Plazminogen pg/ml 37.6 2,9 68,3
PAI pg/ml 31,6 25,1 41,8

ysvé’rlivky: AT — antitrombin, TF - tkdnovy faktor,

plazminogenu
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Aktivita antitrombinu (AT)
Aktivita AT (graf 1) byla signifikantné nizsi ve skupiné onkologie oproti skupiné
kontrolni (p=0,015), skupiné sepse (p=0,046) a skupiné trauma (0,025). Mezi

ostatnimi skupinami signifikantni rozdil nebyl.

Graf 1: Srovndni aktivity anfitrombinu u jednotlivych skupin
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Vysvétlivky: Krabicovy diagram zndzornvje 25% a 75% kvartil, UseCka
ve Ctverci medidn a koncové UseCky minimdini a maximdalni hodnotu

po vylouceni extrémnich hodnot.
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Koncentrace tkanového faktoru (TF)

Koncentrace TF (graf 2) byla signifikantné vyssi ve skupiné sepse (p=0,039)
oproti kontrolni skupiné. Ve skupiné onkologie byla pozorovdna tendence
(0=0,094) k vyssim hladindm TF oproti konfrolni skupiné. Mezi ostatnimi

skupinami signifikantni rozdil nebyl.

Graf 2: Srovndni koncentrace tkdnovéeho faktoru u jednotlivych skupin
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Vysvétlivky: Krabicovy diagram zndzorfivje 25% a 75% kvartil, UseCka
ve Ctverci medidn a koncové UseCky minimdini a maximdalni hodnotu

po vylouceni extrémnich hodnot.
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Koncentrace plazminogenu

V koncenfraci plazminogenu (graf 3) nebyl zadny signifikantni rozdil mezi

skupinami.

Plazminogen (pg/ml)

Graf 3: Srovndni koncentrace plazminogenu u jednotlivych skupin
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Vysvétlivky: Krabicovy diagram zndzornvje 25% a 75% kvartil, UseCka
ve Ctverci medidn a koncové UseCky minimdini a maximdalni hodnotu

po vylouceni extrémnich hodnot.
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Koncentrace inhibitoru aktivatoru plazminogenu (PAl)

V koncentraci PAI (graf 4) byl signifikantni rozdil mezi skupinou sepse a
kontrolni skupinou (p=0,009), skupinou onkologie (p=0,025) a skupinou trauma
(p=0,017). Mezi kontrolni skupinou a skupinou trauma (p=0,053) byla patnd
tendence k odliSnym hodnotdm. Mezi ostatnimi skupinami signifikantni rozdil

nebyl.

Graf 4: Srovndni koncenfrace inhibitoru akfivatoru plazminogenu

U jednotlivych skupin
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Vysvétlivky: Krabicovy diagram zndzorfvje 25% a 75% kvartil, UseCka
ve Ctverci medidn a koncové UseCky minimdini a maximdaini hodnotu

po vylouceni extrémnich hodnot.
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2.3. Zhodnoceni tromboelastografie u jednotlivych onemocnéni
a zdravych zvirat

Srovnani péti (R, K, Uhel o, MA a LY30) z&kladnich tromboelastografickych
parametrd koagulacéni formace a jejino rozpadu u jednotlivych skupin je

v tabulce 6, konkrétni hodnoty pacient’ s DIC jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 4: Hodnoty zdkladnich tromboelastrografickych  parametrd

U jednotlivych skupin

Parametr Funkce Onkologie Trauma Sepse Kontroly DIC

A 2.8 3.2 3.4 38

. 1.6 2.3 0.6 0.8
[min] 4.5 7.5 7.2 6,8
’ 2.2 12 21 2.4

. 1.4 0.9 0.8 0.8
[min] 6,9 4,0 3.6 15.9
Ghel o 62,8 75,0 642 | 602
= 40,3 48.5 439 | 208
71.9 78.6 769 | 80,7

A 50,1 65,1 488 | 50,1
T 32.1 35,9 292 | 162
63,9 78.6 672 | 69.6

0.0 0.8 4.5 0.0

L[g]o 0.0 0.0 0.0 0.0
1.4 13.6 13.4 0.2

Vysvétlivky: R — reakéni Cas, K — ¢as od zahdjeni formovani koagula, az
po dosazeni jeho urcité pevnosti, MA — maximdaini amplituda, LY30 — mira snizeni MA

po 30 minutdch

Tabulka 7: Tromboelastografické hodnoty u pacient’ s DIC

Pacient R [min] K [min] \ Uhela[)] MA[mm] LY30 [%]
Onkologie 5
Onkologie 6
Onkologie 7

|
|
Onkologie 8 |
Onkologie 9 \
Trauma 12 \
Trauma 16 \
Trauma 21 \
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Vysvétlivky: R — reakeni cas, K — ¢as od zahdjeni formovani koagula, az po dosazeni
jeho urcCité pevnosti, MA - maximdlni amplituda, LY30 - mira snizeni MA

po 30 minutdch, N/A — nedosazeni urCité (amplituda 20 mm) pevnosti koagula

Reakcni cas (R)

V hodnotdch R (graf 5) nebyl zadny signifikantni rozdil mezi skupinami.

Graf 5: Srovndni reakcnich ¢ast u jednotlivych skupin
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Vysvétlivky: Krabicovy diagram zndzorfivje 25% a 75% kvartil, UseCka
ve Ctverci medidn a koncové UseCky minimdini a maximdini hodnotu

po vylouceni extrémnich hodnot.
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Cas K
Pacienti s fraumaty méli signifikantné kratsi Cas K (graf ) oproti skupiné sepse
(p=0,007). Signifikantni rozdil byl rovnéz mezi kontrolni skupinou a skupinou

sepse (p=0,010) Mezi ostatnimi skupinami signifikantni rozdil nebyl.

Graf 6: Srovndni CasU K u jednotlivych skupin
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Vysvétlivky: Krabicovy diagram zndzornvje 25% a 75% kvartil, UseCka
ve Ctverci medidn a koncové UsecCky minimdini a maximdini hodnotu

po vylouceni extrémnich hodnot.
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Uhel o
Uhel o (graf 7) mé&li pacienti se sepsi signifikantn& vyssi nez kontrolni jedinci
(p=0,002) a jedinci s fraumaty (p=0,007). Mezi ostatnimi skupinami signifikantni

rozdil nebyl.

Graf 7: Srovndni Uhlu a u jednotlivych skupin
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Vysvétlivky: Krabicovy diagram zndzorfivje 25% a 75% kvartil, UseCka
ve Ctverci medidn a koncové UsecCky minimdini a maximdini hodnotu

po vylouceni extrémnich hodnot.
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Maximalni amplituda (MA)

V mife MA (graf 8) byl vysoce signifikantni rozdil mezi kontrolni skupinou a
skupinou sepse (p=0,002). Signifikantni rozdil byl mezi skupinou trauma a
skupinou sepse (p=0,012). Mezi skupinou onkologie a skupinou sepse (p=0,089)
byla patrnd tendence k odlisnym hodnotdm. Mezi ostatnimi  skupinami

signifikantni rozdil nebyl.

Graf 8: Srovndani miry maximdaini amplitudy u jednotlivych skupin
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Vysvétlivky: Krabicovy diagram zndzorfivje 25% a 75% kvartil, UseCka
ve Ctverci medidn a koncové UsecCky minimdini a maximdlni hodnotu

po vylouceni extrémnich hodnot.
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LY30

V hodnotach LY30 (graf 9) byl vysoce signifikantni rozdil mezi kontrolni
skupinou a skupinou onkologie (p=0,004) a mezi kontrolni skupinou a skupinou
trauma (0,002). Mezi kontrolni skupinou a skupinou sepse (p=0,064) a mezi
skupinou onkologie a skupinou sepse (0,059) byla patrnd tendence k odlisnym

hodnotdm. Mezi ostatnimi skupinami signifikantni rozdil nebyl.

Graf 9: Srovndni LY30 u jednotlivych skupin
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Vysvétlivky: Krabicovy diagram zndzorfivje 25% a 75% kvartil, UseCka
ve Ctverci medidn a koncové UseCky minimdini a maximdini hodnotu

po vylouceni extrémnich hodnot.
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Tromboelastografické krivky u vybranych jedincy

18 - kontrola

Obrdzek 6: Normdini fromboelastografickd kiivka u kontrolniho jedince s poradovym
Cislem 18

Vysvétlivky: R — reakeni ¢as, K — €as od zahdjeni formovdani koagula az po dosazeni
jeho urcité pevnosti, Angle (=Uhel a) — hodnoceni pevnosti koagula, MA — maximdalni

amplituda, LY30 — mira snizeni MA po 30 minutdch

6 - onkologie (hemagiosarkom]
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Obrazek 7: Tromboelastografie u pacienta ze skupiny onkologie (hemangiosarkom)
s pofadovym Cislem é. Vyjadfuje trombocytarni a enzymatickou hyperkoaguolabilitu
signifikantni pro hyperkoagulaci s tendenci pro rozvoj DIC

Vysvétlivky: R — reakéni Cas, K — ¢as od zahdjeni formovdani koagula az po dosazeni
jeho urcité pevnosti, Angle (=Uhel a) — hodnoceni pevnosti koagula, MA — maximalni

amplituda, LY30 — mira snizeni MA po 30 minutdch

9 - onkologie (hemangiosarkom) o : 1.2013 14:47-16:06

Obrazek 8: Tromboelastografie u pacienta ze skupiny onkologie (hemangiosarkom)
s poradovym Cislem 9. Vyjadruje nizky pocet trombocytd a hladinu srézecich faktor(
signifikantni pro hypokoagulaci s tendenci pro rozvoj DIC

Vysvétlivky: R — reakéni Cas, K — €as od zahdjeni formovdani koagula az po dosazeni
jeho urcité pevnosti, Angle (=Uhel a) — hodnoceni pevnosti koagula, MA — maximalni
amplituda, LY30 - mira snizeni MA po 30 minutdch, N/A - nedosazeni urcité

(amplituda 20 mm) pevnosti koagula
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12- frauma (GDV) . e: 15.5.2013 08:19-09: 15

Obrdazek 9: Tromboelastografie u pacienta ze skupiny tfrauma (GDV) s pofadovym
Cislem 12. Vyjadfuje nizkou hladinu fibrinogenu signifikantni pro hypokoagulaci
s tendenci pro rozvoj DIC

Vysvétlivky: GDV - dilatace a volvulus Zaludku, R — reakéni ¢as, K — Cas od zahdjeni
formovdni koagula az po dosazeni jeho urcité pevnosti, Angle (=Uhel a) — hodnoceni

pevnosti koagula, MA — maximdini amplituda, LY30 — mira snizeni MA po 30 minutdch

21 - trauma (GDV)

Obrdzek 10: Tromboelastografie u pacienta ze skupiny trauma (GDV) s poradovym
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Cislem 21. Vyjadfuje nizky pocet funkCnich destiCek signifikantni pro hypokoagulaci
s tendenci pro rozvoj DIC

Vysvétlivky: GDV - dilatace a volvulus zaludku, R — reakéni ¢as, K — Cas od zahdjeni
formovdni koagula az po dosazeni jeho urcité pevnosti, Angle (=Uhel a) — hodnoceni

pevnosti koagula, MA — maximdini amplituda, LY30 — mira snizeni MA po 30 minutdch

246 - sepse (seplickd peritonitidal e 22,10,2013 11:53-13:23

Obrdzek 11: Tromboelastografie u pacienta ze skupiny sepse (septickd peritonitida)
s pofadovym Cislem 26. Vyjadfuje nizky pocet funkCnich desticek signifikantni
pro hypokoagulaci s tendenci pro rozvoj DIC

Vysvétlivky: R — reakéni ¢as, K — €as od zahdjeni formovdani koagula az po dosazeni
jeho urcité pevnosti, Angle (=Uhel o) — hodnoceni pevnosti koagula, MA — maximalni

amplituda, LY30 — mira snizeni MA po 30 minutdch
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Citrated
34 - sepse (pyometra) e 17.10.20132 10:46-12:06

K

min
0,9
1—3

Obrdzek 12: Tromboelastografie u pacienta ze skupiny sepse (pyometra)
s poradovym Cislem 36. Vyjadfuje trombocytdrni hyperkoagulabilitu signifikantni
pro hyperkoagulaci s tendenci pro rozvoj DIC

Vysvétlivky: R — reakéni ¢as, K — Cas od zahdjeni formovdni koagula az po dosazeni
jeho urcité pevnosti, Angle (=Uhel a) — hodnoceni pevnosti koagula, MA — maximdalni

amplituda, LY30 — mira snizeni MA po 30 minutdch)

2.4. Stanoveni diagnostické vypovédi hemostazeologickych testu
pro diagnostiku diseminované intravaskuldrni koagulace

Pomoci statistického programu byly vyhodnoceny diagnostické vypovédi
jednotlivych hemostazeologickych testd pro stanoveni DIC (tab. 8). V nasi
studii mél nejvyssi hodnotu plochy pod kfivkou antifrombin (0,958), ddle pak
protrombinovy cas (0,953) a potom celkovy pocet trombocytd (0,942).
Vysokd signifikance (p<0,0001) byla dosazena stejné u antitrombinu,
profrombinového casu, celkového poctu frombocytd, inhibitoru aktivatoru
plazminogenu a LY30, vysokd vyznamnost byla ddle prokdzdna
u aktivovaného parcidinino tromboplastinového casu (p=0,0001), D-dimerd

(p=0,008) a maximdaini amplitudy (p=0,0008).
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Tabulka 8: Statistické znodnoceni jednotlivych parametrd ve vztahu k DIC

Parametr Jednotky Mezni hodnota Sen[z;:r,llvﬂa Spe;;:icﬂd Plokcf:itzopuod Vyznamnost
Trombs | x109/I <179 100,0 82,1 0,942 p<0,0001
PT | 5 >11,5 100,0 89,7 0,953 p<0,0001
aPTT | s >23,3 75,0 86,2 0,834 p=0,0001
FBG | g/l <1,1 75,0 79,3 0,761 p=0,0110
D-dimery | mg/| >0,3 100,0 40,9 0,741 p=0,0080
AT | % <106 100,0 90,0 0,958 p<0,0001
TF | pg/ml >143,084 66,7 70,0 0,617 p=0,4431
Plazminogen \ pg/ml >14,4 83,3 47,6 0,532 p=0,7822
PAI | pg/ml <36,2 81,0 83,3 0,841 p<0,0001

| min >3,2 75,0 70,4 0,660 p=0,2074
| min >1,7 85,7 55,6 0,725 p=0,0726
| o <61,3 75,0 74,1 0,745 p=0,0415
| mm <53,4 87,5 63,0 0,801 p=0,0008
| % <0,2 100,0 55,6 0,782 p<0,0001

Vysvétlivky: Trombs — celkovy pocet frombocytl, PT — protrombinovy cas, aPTT — aktivovany parcidini tromboplastinovy cas, FBG —
fiorinogen, AT — antifrombin, TF — tkdnovy faktor, PAI - inhibitor aktivatoru plazminogenu R - reakéni Cas, K — Cas od zahdjeni
formovdni koagula az po dosazeni jeho urcCité pevnosti, Uhel a — hodnoceni pevnosti koagula, MA — maximdlini amplituda, LY30 -

mira snizeni MA po 30 minutdach
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3. DIsKUzZE

Cilem této préce bylo porovnat hladiny aktivatord a inhibitord koagulace a
fiorinolyzy u rdznych skupin onemocnéni predilek&nich pro vznik DIC, stanovit
diagnostickou vypovéd hemostazeologickych testd pro véasnou diagnostiku
DIC a zhodnotit metodu fromboelastografie vramci jednotlivych
onemocneéni.

Mezi diagnostické testy béiné dostupné ve veterindrni mediciné
pro posouzeni akfivity koagulace pafii stanoveni poctu trombocytld,
koncenfrace fibrinogenu, protrombinového Casu a aktivovaného parcidlnino
tromboplastinového Casu. Za nadstandardni, avsak v souladu srozvojem
veterindrni mediciny stdle Castéji vyhleddvané metody povazujeme detekci
antitrombinu, D-dimerd a fibrin-degradacnich produktd. Zatim pouze v oblasti
védy a vyzkumu figuruje stanoveni koncentraci tkdnového faktoruy,
plazminogenu a inhibitoru aktivatoru plazminogenu. V zahranici se vyuziva
také tromboelastografie, kterd se v Ceské republice uplatfivje za timto
Ucelem pouze vyjimecné.

Prvnim krokem v realizaci nasi prace bylo vysetfeni klinicky zdravych
jedincU a nastaveni kritérii, kterd byla upravena podle Machidy a kol. (2010),
pro jednotlivé parametry na posouzeni vyskytu DIC. Na zdkladé téchto
hodnot jsme urCovali stupen pravdépodobnosti vyskytu DIC u kazdého
jedince i pro kazdou skupinu zvI&st. Pro klasifikaci DIC pozitivnino jedince bylo
zapotiebi splnéni alespon Ctyr ze Sesti kritérii (snizeny pocet trombocytU,
prodlouzené PT a aPTI, snizend koncentrace fibrinogenu, zvysend
koncentrace D-dimer0 nebo snizend aktivita AT). U vSsech pacientd bylo vidy
alespon jedno kritérium splnéno. Stejny systém (avsak s FDP misto D-dimer()
zvolili i Maruyami a kol. (2004). Na rozdil od predchozi prdce na nasem
pracovisti (Machdackova 2012), v niz figurovaly v kritériich FDP, nGm Sarze jinak
validované (Stokolovd a kol. 2010) humdanni latexaglutinacni metody
pro stanoveni FDP plazma kfizové se vzorky psU nereagovala. Nové
zakoupend Sarze vykazovala pozitivitu, avSak predchozi vzorky jiz byly

pro opakovanou analyzu nevhodné, a tak jsme nemohli vysledky FDP v nasi
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studii uplatnit. Na rozdil od jiz zminované prace jsme do kritérii zaradili D-
dimery a AT. V prdaci Machidy a kol. (2010) byly navic hodnoceny schistocyty,
které jsou u DIC pozitivnich zvifecich pacientd diskutabilnim ndlezem. Podle
nékterych autord (Ho a kol. 2005, Machida a kol. 2010) patfi prfitomnost
schistocytl do pozitivnich kritérii pacientU s DIC, jini autofi (Levi a Cate 1999)
povazuji  vyskyt schistocytld charakteristicky pro mikroangiopatickou
hemolytickou anémii. Jind studie (Bicka 1988) nepriklddd ndlezu schistocytl
v periferni krvi zvifat takovou vdhu jako v humdnni mediciné a i z tohoto
divodu jsme do nasich kritérii tento kontroverzni parametr nezaradili.

Skupina s nejvyssim poctem DIC pozitivnich jedincO byla skupina
onkologickych pacient(. Pét z deviti onkologickych pacientd (56 %) bylo DIC
pozitivni, z nichz Ctyfi jedinci s hemangiosarkomem splnovali hned pét kritérii.
Onkologickd onemocnéni jsou jedna zmdla skupin, jimz byla vénovana
pozornost v souvislosti s hemostatickymi abnormalitami (O'Keefeovd a kol.
1987, Hargisova a Feldman 1991, Hammer a kol. 1991, Maruyama a kol. 2004).
Souhrnnad studie Maruyamy a kol. (2004) uddva incidenci DIC u heterogenni
skupiny psU s malignimi tumory (n=208) 9,6 %, pricemz vsichni DIC pozitivni
jedinci méli solidni tumory a nikoliv hematoonkologické onemocnéni. V ramci
skupin solidnich tumord byla incidence 12,2 %, podobné jok je tomu
v humdanni mediciné (10,9 %, Okajima a kol. 2000). NejCastéjSim tumorem
spojenym sDIC byl hemangiosarkom, ddle karcinom mlécné Zzldzy a
adenokarcinom plic a nosu. Incidence DIC u psU s hemangiosarkomem byla
46,7 %, v nasi studii byla DIC potvrzena u 57,1 % psU s hemangiosarkomem.
Ze vsech stanovovanych parametrd byla nejcastéji patrnd alterace akfivity
AT, a to u tfetiny pacientd s tumory, v rdmci skupiny DIC vsak hladina AT byla
snizena pouze U 25 % jedincU a nejcastéjsi anomdlii bylo prodlouzeni aPTT
u témér 70 % psU (Maruyama a kol. 2004). V nasi studii bylo prodlouzeni aPTT
pfitomno u viech pacientU s onkologickym onemocnénim a hladina AT byla
snizena az u dvou fretin pacientl. Alteraci koagulace u hemangiosarkomu se
zabyvaly dvé studie (Hargisovd a Feldman 1991, Hammer a kol. 1991).
Hargisovd a Feldman (1991) potvrdili u 70 % pacientd s hemostatickymi
abnormalitami pfitomnost trombd v hemangiosarkomu (n=10), ztoho fii
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pacienti méli laboratorni ndlezy konzistentni s DIC. Podrobné&jsi rozbor prindsi
studie Hammera a kol. (1991) na friceti Sesti psech s hemangiosarkomem.
Polovina pacientd byla diagnostikovdna slaboratornim ndlezem DIC.
Nejcastéjsim ndlezem v jejich prdci byla tfrombocytopenie - u 75 % jedincy,
my jsme ji zZistli u 71 % psu. Autofi nestanovovali koncentraci AT.
Hemangiosarkom predstavuje u lidi, na rozdil od psU, vzdcné onkologické
onemocnéni (Tsuchiya a kol. 2014). Sarkomy tvori pouze 1 % malignit
U dospélych a angiosarkomy z nich pouze 2-5 %. Navic je vyskyt koagulopatii
u sarkomU ojedinély (4 %). Sporadické studie popisuji vyskyt konzumpcnich
koagulopatii u angiosarkomU jako varianty tzv. Kasabachova-Merritova
syndromu (KMS), ktery je volné definovdn jako frombocytopenickd
konzumpcni koagulopatie spojend s vaskuldrni neoplazii nebo malformaci
(Kelly 2010). Farid a kol. (2014) studovali vyskyt DIC u 42 pacienty
s angiosarkomem - DIC byla pfitomna u 17 % jedincd. Obecné se
predpoklddd, Ze endotelidini defekty hemangiomu u KMS zpUsobuji aktfivaci
trombocytd, formovani frombU, konzumpci koagulaénich faktord a zvysenou
fibrinolyzu. Studie se znacenymi frombocyty prokdzaly konzumpci desticek a
fiorinogenu v radmci tumoru (Warrell a kol. 1983). Jelikoz je hemangiosarkom
u lidi vzdcnd neoplazie, neni mechanizmus vzniku DIC pfi ném objasnén.

Skupina pacientd s traumaty zahmovala 16 % pacientd s DIC, viechny
s dilataci a volvulem zaludku (GDV). DOvodem zafazeni pacientd s GDV
do této skupiny je patogeneze onemocnéni. Jelikoz dochdzi k hypoperfuzi a
destrukci tkdni, jde o onemocnéni primdrné neinfekéni. Ve veterindri
mediciné doposud neni studie hodnotici incidenci DIC po fraumatech. Prvni
studie hodnotici vyskyt DIC u psU s GDV pochdzi znaseho pracovisté
(Uhrikovd a kol. 2013). Ze skupiny 22 psU nesplnil kritéria DIC ani jeden
z pacient. Pricinou rozdiiného vysledku mUze byt vyména FDP za stanoveni
D-dimer0 v rdmci diagnostickych kritérii. Rovnéz jsme pridali do kritérii akfivitu
AT, &imz se snizilo mnozstvi spinénych parametrd z80 % (4/5) na 67 % (4/6).
Pouze dva jedinci méli aktivitu AT nizkou a zdroven splnovali daldi 4 kritéria,
tudiz rozsireni kritérii o akfivitu AT diagnostickou senzitivitu nezvysilo.

Nejmensi pocet pacientl se splnénymi kritérii byl ve skupiné sepse, a to
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pouze U pacienta se septickou peritonitidou (11%). Doposud nebyla
publikovana studie hodnofici vyskyt DIC u pyometry nebo septickych
pacientd. Na nasem pracovisti byla zaznamendna incidence DIC u pyometry
pouze 5 % (Ramesovd a kol. 2015). U lidi se sepsi byla stanovena v jedné studii
prevalence manifestni DIC 31 % a skryté DIC 13 % (Oh a kol. 2010), jednalo se
vsak o heterogenni skupinu pacientl s infekci respiracnino nebo mocového

traktu, s hepatobilidrni infekci nebo infekci doprovdzejici tumory.

Pro porovndni jednotlivych aktfivatord a inhibitord koagulace a
fiorinolyzy je k dispozici pouze limitované mnozstvi studii. V nich je akfivita
antitrombinu jednim z nejlépe prostudovanych parametrd, zejména z ddvodu
relativné siroké dostupnosti tohoto stanoveni. V nasi studii méli pouze pacienti
ve skupiné onkologie signifikantné nizsi hladinu anfitrombinu oproti viem
ostatnim skupindm. To jiz bylo podfrzeno v rdmci vyskytu DIC, kde dvé fretiny
pacientd s onkologickym onemocnénim vykazovaly futo tendenci. V rdmci
ostatnich skupin bylo snizeni aktivity AT ojedinélé — pouze u dvou pacienty
s GDV a jednoho pacienta spyometrou. Pokles aktivity antitrombinu
U fraumatickych pacientd zaznamenal i Mischke (2005), u téchto pacientd
byla prdmérnd aktivita 83 %, 1j. nizsi nez v nasi skupiné pacientl. Naproti tomu
Holowaychukovd a kol. (2014) zaznamenali primérmné aktivity AT po akutnim
traumatu vyssi — u prezivsich jedinct 97 % a neprezivsich 80 %. Kuzi a kol.
(2010) hodnotili AT jako diagnosticky a prognosticky ukazatel u 149 psU
s riznymi onemocnénimi. Nejcastéjsi pricinou poklesu akfivity AT byla DIC,
i kdyz nebylo presné specifikovdno o jakd onemocnéni vedouci k DIC se
jednalo. De Laforcadovd a kol. (2008) u dvandcti psU se sepsi detekovali
snizené aktivity antitrombinu s medidnem 49 %, coz je hodnota nizsi, nez jaké
dosanhl kterykoliv n&s pacient. Bentleyovd a kol. (2013) nasdli snizené akfivity AT
U véfsiny (93 %, resp. 98 %) pacienty se septickou peritonitidou. Naproti tfomu
pfi studiu aktivit antifrombinu u karcinomU mlécné Zidzy mélo snizené hodnoty
jen 5 % jedincU (Stockhaus a kol. 1999). Je otdzkou, zda jsou snizené hodnoty
AT pricinou, Ci ndsledkem DIC, obdobné jak je tomu u dalSich parametrd.

U septickych pacientd a pacientd s onkologickymi onemocnénimi
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vykazovala hladina tkanového faktoru oproti kontrolni skupiné zvysenou
tendenci. Tkanovy faktor je povazovdan za hlavniho inicidtora koagulace
U septickych pacientU, jelikoz pfi jeho blokaci dochdzi ke kompletni inhibici
koagulace prfi endotoxemii nebo bakteriemii (Levi a kol. 1994). U nddorU je
zase zndmo, ze exprimuji rizné pro-koagulaéni molekuly vcetné tkdrnového
faktoru (Falangova 1998). Exprese tkdnového faktoru byla potvrzena i
na karcinomu mlécné 7Zldzy u psu (Stokolovd a kol. 2011), kde navic mira
exprese koreluje spoklesem hladin  anfitrombinu  a plazminogenu
(Andreasenovda a kol. 2014). Kromé& nddoru mlécné 7Zldzy byla exprese
tkdnového faktoru potvrzena i na bunécnych liniich tumor( pankreatu, plic,
prostaty, kosti a mékkych tkani (Stokolovd a kol. 2011).

V hodnotdch plazminogenu nebyly mezi skupinami signifikantni rozdily.
Naproti tomu Mischke (2005) zaznamenal u psU s traumaty signifikantni pokles
akfivity plazminogenu, kdy pacienti méli hodnoty priblizné polovicni oprofi
konfrolnilm psim. Pokles hladin  plazminogenu byl pfitomen i na
experimentdlnim modelu sepse u psU (Aasen a kol. 1978) a u poloviny
pacientd DIC v heterogenni skupiné onemocnéni (Feldman a kol. 1981).

Inhibitor aktivatoru plazminogenu mél hodnoty signifikantné  vyssi
ve skupiné sepse oproti viem ostatnim skupindm. Tento parametr byl u psU
zkouman pouze v souvislosti s karcinomem mlécné 7ldzy, kde postizeni jedinci
méli hladiny PAI nizsi oproti konfrolni skupiné (Vilar Saavedra a kol. 2011).
Elevace ve skupiné sepse muize korelovat s ndlezy v humdnni mediciné, kde
dochdzi kelevaci PAl vndvaznosti na zvyseni hladiny aktivatord

plazminogenu (Biemond a kol. 1995).

Tromboelastografické vysetfreni hodnoti komplexni proces koagulace a
fiorinolyzy ve vzorku plné krve a poskytuje spektrum Udajl ve vztahu k rychlosti
koagulace a fibrinolyzy a pevnosti krevni zatky. Na nasem pracovisti provadél
prvni vysetfeni metodou rotacni tfromboelastografie Michejda (2004). V nasi
prdaci byly pozorovdany nejvyraznéjsi zmény v rdmci viech pacientl ve skupiné
sepse. Tito jedinci méli signifikantné delsi Cas K, véfsi Uhel a, vyrazné vyssi
maximdini amplitudu a nizsi LY30. Tyto vysledky jsou nejednoznacné -
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pro hyperkoagulabilitu svédci vétsi Uhel a a vyssi MA, zatimco delsi cas K a
nizSi LY30 je znakem hypokoagulability. Podle klasickych kritérii odpovidal
diagndze DIC pouze pacient se septickou peritonitidou, jenz mél delsi Cas K a
nizsi MA svédcici pro hypokoagulabilitu. Z ostatnich pacientd mél jeden
pacient prodlouzené R a K ukazujici spis na nedostatek koagula&nich faktord.
Ctyfi jedinci méli v&13i Uhel o, vétiinou svyssi MA, co? je charakteristické
pro hyperkoagulacni stav. Jeden pacient mél pouze extremné zvysené LY30,
poukazujici na hyperfibrinolyzu. Tyto vysledky jsou v rozporu s experimentdalnimi
studiemi na psech vykazujicimi snizeni MA a zmenseni Uhlu o po aplikaci
lipopolysacharidu (Eralp a kol. 2011). V podstaté podobné vysledky
zaznamenali Bentleyovd a kol. (2013) u psU se septickou peritonitiou, kde
prezivsi jedinci méli vyssi stupen hyperkoagulability oproti nepreziviim.
Pozoruhodné v3ak je, ze neprezivsi jedinci méli hodnoty Uhlu o a MA v normé.

U onkologickych pacientl byla nalezena pouze nizsi hodnota LY30
poukazujici na hyperfibrinolyzu. Navic méli onkologicti pacienti nizsi MA oprofi
skupiné septickych pacientl, coZz naznacuje hypokoagulabilitu. Vice nez
polovina onkologickych pacientd byla diagnostikovéna jako DIC pozitivni.
Z toho jeden nemél vyraznou alteraci TEG, dva méli vétsi Uhel o a vyssi MA,
naznacuijici hyperkoagulacni stav a dva jedinci méli prodlouzeny cas K, maly
Uhel a, nizkou MA a nulové LY30, svédcici pro hypokoagulabilitu. Kromé toho
mél pacient s lymfomem bez DIC vyssi MA. Andreasenovd a kol. (2012) nasli
abnormdini profi TEG u 70 % psU sneoplazi. Ztoho bylo 66 %
hyperkoagulabilnich, 4 % hypokoagulabilnich a 21 % normokoagulabilnich.
Jednalo se o heterogenni skupinu pacientd s karcinomy, sarkomy,
mastocytomy a lymfomy. Doposud nebyla provedena studie hodnotici TEG
U pacientd s hemangiosarkomem, pouze Vilar Saavedra a Hosoya (2011)
publikovali kazuistiku hemangiosarkomu. Pes mél prodlouzeny cas K, nizsi
Uhela, niz§i MA a zvySend LY30, naznacujici hypokoagulacni stav
s hyperfibrinolyzou.

Holowaychukovd a kol. (2014) hodnotili TEG u psU s akutnim tfraumatem
(n=56). Neprezivsi jedinci méli signifikantné mensi Uhel o a nizsi MA oprofi
prezivsim jedincOm. V porovndni s nasi skupinou byly hodnoty vsech
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sledovanych parametrd mirné nizsi. Nasi pacienti méli kratsi ¢as R nez obé
skupiny Vv jejich studii, cas K odpovidal preziviim jedincim (kdezto neprezivsi
méli 2x vyssi), Uhel o odpovidal preziviim jedincUm (neprezivsi méli priblizné
o 10° nizsi), MA odpovidala spise nepreziviim (prezivsi méli o priblizné 10 mm
nizsi) a LY30 bylo podobné jako u preziviich jedincU (neprezivsi méli LY30
vyssi). Hodnoty nepreziviich pacientd odrdzeji nizkou hladinu fibrinogenu,
dysfunkci frombocytld a hyperfibrinolyzu (Holowaychukovd a kol. 2014).
U nasich traumatickych pacientd jsme nasli oproti kontrolnim jedincdm nizsi
LY30 naznacujici hypofibrinolyzu. Pricinou hypofibrinolyzy by mohl byt vzestup
inhibitoru aktivatoru plazminogenu, ten viak byl signifikantné vyssi pouze
ve skupiné sepse. Navic korelace mezi LY30 a koncentraci PAI byla nizkd a
pozitivni (r=0,23, data nejsou zobrazena). Ddle méli pacienti s traumatem
nizSi hodnoty Casu K, Uhlu a a MA oproti septické skuping, tyto parametry
odrdzeji nizsi hladinu fibrinogenu a hypofunkci tfrombocytl, coz znadi spis
hypokoagulacni stav. Pfi hodnoceni jednoftlivych pacientd méli tfi psi Cas K
delsi nez kontrolni jedinci a dva psi (stejni) Uhel . mensi nez kontrolni jedinci,
coz je charakteristické pro hypokoagulaci. Jeden z téchto pacientd byl
diagnostikovan jako DIC pozifivni. Naproti tomu dva psi oznaceni jako DIC

pozitivni méli hodnoty TEG parametr( v rozmezi kontrolnich jedincu.

Poslednim bodem cile prace bylo stanoveni diagnostické vypovedi
mérenych parametrd pro DIC vrdmci viech pacientd. Nejvétsi vypovédni
hodnotu vykazoval AT. Pfi mezni hodnoté <106 % vykazoval senzitivitu 100 % a
specificnost 90 %. ZTEG ukazateld méla nejvyssi vypovéd maximdlni
amplituda - mezni hodnota <53,4 mm vykazovala senzitivitu 88 % a
specificnost 63 %. RUzné studie uvadéji rbzné vysledky diagnostickych
vypovédi podle pouzitych parametrd (Machida a kol. 2010, Bateman a kol.
1999). Maximdlni amplituda méla napriklad nejvyssi diagnostickou vypovéd
vrdmci TEG parametrd pro stanoveni progndzy u septickych pacienty

ve studii Bentleyové a kol. (2013).
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Na zdavér je nutné zminit limity studie. Pocet psU v jednotlivych
skupindch je relativné nizky a vsechny skupiny jsou co do etiologie
onemocnéni  mirmé  heterogenni. Imunoanalyzy  byly  provedeny
na soupravdch urCenych pro psy, které aviak nebyly doposud validovany.
Benefitem studie by bylo klinické hodnoceni pacienta s posouzenim miry
krvdceni, jelikoz viak pacienti méli rzné osettujici Iékare, nebylo mozné toto
pozorovdni objektivizovat. Tyto nedostatky jsme se snazili kompenzovat
pri provadéni studie: vSechny hemostazeologické tfesty byly provedeny
fesitelkou odborné prdace pro minimalizaci variability v jejich provedeni, vzorky
byly uchovdvdny do analyzy pfi -70 °C v uzamc&eném mrazicim boxu, i kdyz

pro dané casové obdobi by bylo postacujicich -20 °C.
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4. ZAVER

Cilem odborné prdace bylo posouzeni vyskytu DIC u vybranych onemocnéni,
porovndni aktivatord a inhibitord koagulace a fibrinolyzy, zhodnoceni
tromboelastografie u jednotlivych skupin onemocnéni asociovanych s DIC
(fraumata, onkologickd onemocnéni, sepse) a stanoveni diagnostické
vypovédi hemostazeologickych testl pro diagnostiku DIC.

Nejvyssi vyskyt DIC byl ve skupiné onkologickych pacientU (56 %), ddle
ve skupiné pacientd s traumaty a nejméné ve skupiné septickych pacienty
(11 %).

Akfivita anfitrombinu byla signifikantné nizsi ve skupiné onkologickych
pacientd oproti ostatnim skupindm onemocnéni. Koncentrace tkdnového
faktoru byla vyssi ve skupiné septickych pacientd oproti kontrolni skupiné.
V koncentraci plazminogenu nebyl signifikantni rozdil mezi skupinami. Inhibitor
aktivatoru plazminogenu byl signifikantné vyssi  ve skupiné septickych
pacientl oproti ostatnim skupindm onemocnéni.

V hodnoceni tfromboelastografe mély skupiny pacientd s tfraumaty a
pacientl se sepsi kratsi Cas K, skupina septickych pacientd méla vétsi Uhel a,
resp. MA oproti kontrolni skuping, resp. viem skupindm onemocnéni. Hodnoty
LY30 byly signifikantné nizsi ve skupindch traumat a sepse.

Nejvyssi diagnostickou vypovéd pro DIC md stanoveni antitrombinu,

z fromboelastografickych parametrd MA.

63



5. SUMMARY

Disseminated intravascular coagulation is frequent disorder in various diseases
leading to thrombosis or increased bleeding. Pathogenesis and the role of
different pro- and anticoagulants and fibrinolytics is not well described in
human as well as veterinary medicine. The aim of this study was to
determinate incidence of DIC, to compare acivators and inhibitors of
coagulation and fibrinolysis, evaluation of thromboelastography and
determination of diagnostic importance of coagulation tests in patients with
oncological disease (n=9), frauma (N=19) and sepsis (N=12).

The highest incidence of DIC was in group oncology, 56 %, followed by
group trauma and sepsis. Antithrombin activity was significantly lower in group
oncology in comarison to other groups. Tissue factor concentration was
higher in sepftic patients in comparison to control dogs. There was no
difference in plasminogen concentration among groups. Plasminogen
aktivator inhibitor was significantly higher in groups sepsis than in other groups.
In thromboelastography, fraumatic and septic patients had shorter time K,
septic patients had increased a angle and maximal amplitude in comparison
to control group. LY30 was significantly lower in fraumatic patients and sepsis.
The highest diagnostic value for DIC diagnosis had antithrombin, from
thromboelastography parameters maximal amplitude.

This study had proved different coagulation disorders in patients with

diseases associated with DIC.
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