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Abstrakt

Vysetieni hladiny (koncentrace) d-dimeru v plazmé slouzi k zachyceni nékolika
patologickych stavli. Mezi nejcastéjsi patii vendzni tromboza a plicni embolie. Jenom
tromboza je diagnostikovand u 71 pacientii ze 100 000 obyvatel ro¢né, u plicni embolie
je to na stejny pocet obyvatel 69 osob. Diky zjisténi hladiny d-dimeru mizeme i urcit
riziko trombofilie, tedy nachylnosti ke vzniku trombdz. Trombozy jsou tietim
nejcastéjSim patologickym stavem po infarktu myokardu a mozkové mrtvici. Dal§im
diagnostikovatelnym stavem jsou nepochybné diseminovana intravaskularni koagulace,
malignita, akutni koronarni syndromy, zanétlivda onemocnéni. ZvySenou hladinu

nachazime 1 v obdobi téhotenstvi.

Mymi cily bylo:

1. Osvojeni si metody pro vySetieni d-dimeru, kterou pouzivaji
v Nemocnici Jindfichiiv Hradec, a.s. na oddéleni Hematologie a krevni

transfiize, béhem 1 mésice.

2. Zpracovani alespon 30 vzorki.

D-dimer patifi mezi $tépné produkty fibrinu. Vznikd pii fibrinolyze, které
piedchazel sled reakci koagula¢ni kaskady. Jeho pfitomnost v krvi tedy svédci o urcité
fibrinolytické aktivité¢ v cévnim systému. Jeho hladina se zvysuje i po traumatech nebo
operacich. ZvySenou koagulaci a nasledn¢ vyvolanou fibrinolyzou mohou trpét lidé,

kteti uzivaji hormonalni 1écbu.

V teoretické ¢asti mé bakalaiské prace jsem se zabyvala tim, co je d-dimer, kdy
vznikd. Zminila jsem 1 koagula¢ni kaskadu, kterd piedchazi samotné fibrinolyze.
Zamg¢tila jsem se na hlavni trombotické stavy, pfi kterych je hladina d-dimeru zvysena,
z jakych pficin tyto stavy vznikaji, jakym zplisobem se daji diagnostikovat. Zabyvala

jsem se tim, ktera onemocnéni mohou kvili trombotickym staviim a trombofilii



vzniknout, jaké jsou symptomy. V této ¢asti se nachazi i druhy 1écby trombotickych
stavll, material a podminky préace se s nim, druhy hematologickych vySetfeni, moznosti

stanoveni d-dimeru a pfiprava protilatek.

V praktické ¢asti je popsan prijem materialu, jeho piiprava k analyze, analyza,
popis pristroje, potiebné reagencie, princip prace. Pracovala jsem na oddéleni
Hematologie a krevni transfuze v nemocnici v Jindfichové Hradci. Bylo mi umoznéno
vySetfit 100 vzorkl, ve vét§iné od pacienti z ambulantnich oddéleni nemocnice.
Pracovala jsem na automatickém koagulometru ACL Elite Pro a vysetfila jsem hladinu
d-dimeru. Ke stanoveni d-dimeru v Jindfichové Hradci v rutinni praxi pouzivaji
latex-aglutina¢ni metodu. D-dimer obsazeny v plazmé vytvaii komplex s monoklonalni
protilditkou, kterd je navdzana na latexové CcCastici. Samotny princip méfeni je
imunoturbidimetrie, pii 405 nm. Svételny paprsek se absorbuje na vzniklych
imunokomplexech a méfi se ubytek intenzity svétla, které proslo pies reakéni kyvetu

s analyzovanym vzorkem.

Naméiené¢ hodnoty d-dimeru jsem zpracovala do tabulek a grafi pomoci
pocitacového programu do samostatné Casti bakalarské prace. Vysledky jsem
si rozdélila podle pohlavi, cut-off hodnoty d-dimeru uzivané v Jindfichohradecké
nemocnici, podle rizikového véku 45 let. Vytvoftila jsem grafy a tabulky, podle kterych

jsem hodnotila vyzkum.

Zvysenou hladinu d-dimeru se mi podatilo prokéazat u 56 pacienti, piicemz podil
muzll a zen byl stejny. Zavislost zvySené koncentrace na zvySujicim se véku jsem
vySetfovala vzorky od malé skupiny pacientli, ktefi méli diagnostikovany néjaky
patologicky stav. ZvySend koncentrace d-dimeru je nejcastéji zpusobend Zivotnim
stylem, dédicnosti. Pfi praci v laboratofi jsem si osvojila latex-aglutina¢ni stanoveni

d-dimeru v plazmé.



Abstract

Investigation of level (concentration) of d-dimer in the plasma is used to capture
several pathological conditions. The most common is venous thrombosis and pulmonary
embolism. Just thrombosis is diagnosed in 71 patients out of 100 000 inhabitants
per year, pulmonary embolism in the same population in 69 inhabitants. Thanks to
determine levels of d-dimer we can also determine the risk thrombophilia, a tendency
to thrombosis. Thrombosis is the third most common pathological condition after
myocardial infarction and stroke. Another states we can diagnose are undoubtedly
disseminated intravascular coagulation, tumors, acute coronary syndromes,

inflammatory disease. Increased level of d-dimer is found in pregnancy.

My main objectives were to:

1. Acquisition of method for the examination of d-dimer, which is used
in the Hospital Jindfichliv Hradec, a.s. the Department of Haematology

and Blood Transfusion, during one month.

2. Processing of at least 30 samples.

D-dimer is one of the fission products of fibrin. It occurs in fibrinolysis, which
was preceded by a sequence of reactions coagulation cascade. Its presence in the blood
shows a fibrinolytic activity in the vascular system. Its level is increased after trauma
or surgery. People taking hormonal therapy may suffer from increased coagulation

and subsequently induced fibrinolysis.

| deal in the tehoretical part of my thesis what is d-dimer, when arises.
I mentioned also the coagulation cascade, which precedes the fibrinolysis. | focused
on the main thrombotic condition in which the levels of d-dimer increased, from what
causes these conditions arise, how they can be diagnosed. | was considering which

diseases can develope because of thrombotic states and thrombophilia, what



the symptoms are. In this section there is also the types of thrombotic conditions
treatment, material, conditions of work with it, the types of hematological examination,
the possibility of establishing d-dimer and preparation of antibodies.

The practical part describes the receiption of material, its preparation
for analysis, analysis, description of the apparatus, required reagents, the principle
of work. | worked in the Department of Haematology and Blood Transfusion
in the Hospital in Jindfichiv Hradec. It was allowed to me to examine 100 patient
samples, in most of the outpatient department of the hospital. | worked on the automatic
coagulation analyzer ACL Elite Pro and | examined the levels of d-dimer.
The latex-enhanced method is used to determine the d-dimer in routine practice
in Jindfichav Hradec. D-dimer contained in the plasma forms a complex
with the monoclonal antibody, which is bound to the latex particle. The principle
of measurement is immunoturbidimetry, at 405 nm. The light beam is absorbed
on the immune complexes and decrease of the transmitted light intensity, which passed

through the reaction cell with a sample to be analyzed, is measured.

| processed the measured values of d-dimer in tables and graphs using
a computer program to separate part of the thesis. | divided the results according
to gender, cut-off value of d-dimer used in hospital in Jindfichtv Hradec, according to

risk age of 45. | created graphs and tables and | evaluated the research.

Increased level of d-dimer was showed in 56 patients, while the proportion
of men and women was the same. | did not notice dependence on increased
concentration with increasing age. Unconfirmed of two hypotheses may be due
to the fact that | investigated samples from a small group of patients who were
diagnosed with a pathological condition. Increased concentrations of d-dimer are most
often caused by lifestyle and heredity. By working in the laboratory | have developed

latex-agglutination d-dimer determination in plasma.
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Uvod

Diky zjisténi hladiny d-dimeru v lidské plazmé miizeme u pacienta pozorovat
nékteré patologické stavy a na zakladé toho mizeme rozhodnout o urcité profylaxi.
Nejcastéjsim patologickym stavem je patrné vendzni tromboza. Ta je celkove tretim
nejcastéjSim patologickym stavem po infarktu myokardu a mozkové mrtvici. Vznik
hemostatického mechanismu a je pfi¢inou zvySené tendence k trombdzam. Riziko
trombofilie zvySuje zilni trombdza pted 45. rokem zivota, opakované Zilni trombdzy,
tepenné trombdzy pied 35. rokem, rodinnd anamnéza tromboembolickych piihod,

opakovangé piedCasné ukoncené té¢hotenstvi. (Penka et al, 2001)

Kromé Zilni trombozy lze pomoci kvantitativnich d-dimer testti diagnostikovat
plicni embolii, diseminovanou intravaskularni koagulaci, malignitu, predikovat akutni
koronarni syndromy po prvnim piipadu a dokonce lze hladinou d-dimeru korelovat

s ur¢itym stupném aterosklerdzy. (Korte, Riesen, 2000)

D-dimer je stépny produkt fibrinu, tzn. Ze nalez zvysené koncentrace v citratové
plazmé zna¢i zvySenou fibrinolyzu. Obecné je jeho cut-off hodnota stanovena
na 500 ng/ml. (Korte, Riesen, 2000)

D-dimer testy vytésiuji diive pouzivand vySetfeni pro diagnostiku nekterych
patologickych stavii, napf. diagnostika plicni embolie difive hojné pouzivanou
pocitacovou tomografii. (Gupta et al., 2009) Doslo ale i k samotnému vyvoji
ve vySetfovani hladiny d-dimeru. Diive se hojné vyuzivalo vySetfeni pomoci ELISA
testl, které poskytovaly pouze kvalitativni vysledek a zaroven byl test zdlouhavy,

a proto se nemohl dobfe vyuzivat pro ambulantni ucely. (Heim et al, 2004)
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Dnes ziejmée nejpouzivangjsi metodou je latex-aglutinacni stanoveni koncentrace
d-dimeru v plazmé¢. Jedna se o kvalitativni stanoveni s vysokou citlivosti, ale malou
specifi¢nosti, jehoz kone¢ného vysledku lze dosahnout do 15 minut. (Brown et al.,
2003)
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1. Soucasny stav
1.1 D-dimer a fibrin/fibrinogen degradaéni produkty

1.1.1 D-dimer

D-dimer je latka bilkovinné povahy obsazena v krevni plazmé, ktera se vysetiuje
nejCastéji pfi podezieni na trombotické procesy. Jeho pfitomnost svédéi o aktivaci
krevniho srazeni a nasledné fibrinolyze. D-dimer je $tépny produkt fibrinu. Jeho hladina
byva zvySena 1 po traumatech ¢i operacich. VySetieni se uplatiiuje pifi diagnostice
hluboké Zilni trombdzy, plicni embolie ¢1 DIC. Pravé pro diagnézu DIC se Casto
pouziva metoda, ktera sleduje dynamiku zmén v hladin€ d-dimeru. Pro zaznamenani
zmény dynamiky se nejcastéji pouziva ELISA nebo LIA. Pro stanoveni d-dimeru
se vSak nejCastéji pouziva latex-aglutinatni metoda pomoci specidlni reakce
antigen - protilatka, ktera se méfi turbidimetrii (Vokurka et al, 2007; Penka et al, 2001;
Sedlacek, 2006). Latex-aglutinaéni metoda spadda mezi ambulantni vySetieni.
Koncentrace d-dimeru se pohybuji v ng/ml, pficemz za cut-off hodnotu d-dimeru je

obecné povazovana koncentrace 500 ng/ml (Lowe, 2006; Korte and Riesen, 2000).

1.1.2 Fibrin/fibrinogen degradac¢ni produkty

Jde o Dbilkoviny, které¢ vznikaji Stépenim fibrinu pomoci plazminu
na fibin/fibrinogen degradac¢ni produkty (FDP). D-dimer je jednim z fibrin/fibrinogen
degradacénich produkti. K jejich prukazu se pouziva také nejCastéji latex-aglutina¢ni
metoda. Jde o rychlou, reprodukovatelnou metodu. Kromé této se pouziva

i kvantitativni EIA (Penka et al, 2003).

Dnes se vyuziva hlavné stanoveni d-dimeru. Stanoveni d-dimeru a FDP
se vyuziva jen v piipadé, pokud je tfeba diagnostikovat primarni hyperfibrinolyzu.

D-dimer testy jsou o fad citlivéjsi nez stanoveni FDP (Penka et al, 2003; Kubisz, 2006).
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1.2 Zastava krvaceni
RozliSuji se pojmy primarni hemostaza, kdy se zéstavy krvaceni ucastni cévni

sténa a trombocyty, a pojem hemokoagulace, kdy se ucastni koagula¢ni faktory (Kubisz

et al, 2006).

1.2.1 Cévni sténa a trombocyty
Pti poranéni cévy dochézi k vazokonstrikci, uvolni se tkanovy faktor (TF), ktery
aktivuje trombocyty a hemokoagulaci. Pfi obnazeni kolagenu v endotelu cévy dochéazi
k adhezi trombocytli ke kolagenovym vldknim (vliv von Willebrandova faktoru).
Nésledné dochazi k agregaci dalSich trombocytl. Agregaci umozZnuje fibrinogen,
pficemz je vazba reverzibilni. Vznika primarni zatka. Latky uvollované z granul
trombocytii pomahaji vazby stabilizovat a vznikd sekundarni zéitka. Konecnym

vysledkem je destickovy trombus (Kubisz et al, 2006).

1.2.2 Plazmaticky koagula¢ni systém
Plazmaticky koagula¢ni systém je tvofen koagula¢nimi faktory. Tyto faktory
maji charakter polypeptidi a glykoproteinti. Cilem je pfeména fibrinogenu na fibrin,
ktery stabilizuje destickovy trombus a kone¢nym produktem je definitivni trombus.
Do tohoto procesu se zapojuji i Cervené krvinky. Kone¢ného stavu je docileno

kaskadou reakci koagulacnich faktori (Kubisz et al, 2006).

Mizeme rozliSit vn€j$i a vnitfni cestu aktivace koagula¢ni kaskady, které
se spojuji ve spolecnou cestu. Vnéjsi cesta zaCina vyplavenim tkanového faktoru (TF)
z monocytl a endotelovych bunck. Tkanovy faktor vaze FVII v plazmé, tim se zméni
konformace FVII a dojde k jeho aktivaci. Tento komplex aktivuje FX a FIX. FIXa pak
také aktivuje FX. FXa nasledné¢ umoziuje pfeménu protrombinu na trombin, ktery je
ale hemostaticky nedostate¢né aktivni. Trombin dal aktivuje FV, FVIII, FXI. Tyto
aktivované formy (vznikajici i pusobenim TF/FVIla a FXla) se vdzi na povrch
trombocytl. Vznika komplex FVIIla/FIXa aktivujici FX. FXa pak s FVa vytvaii
na povrchu trombocytd komplex (protrombinédza), ktery S§tépi protrombin na trombin.
Timto zplsobem se vytvaii mnohem vétsi mnoZstvi hemostaticky ¢inného trombinu.

Trombin (protedza) nasledné $té€pi fibrinogen na fibrinopeptidy a fibrinovy monomer.
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Monomery se spojuji a vytvareji polymer pomoci nekovalentnich vazeb. Polymer

se postupné stabilizuje a vznika definitivni trombus (Kubisz et al, 2006).

Obr. 1 Koagula¢ni kaskada (Zdroj: viastni schéma)
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1.3 Fibrinolyza

Fibrinolyza je pfirozeny proces organismu pro rozpousténi vzniklého
fibrinového trombu. Jde o systém koordinovanych interakci aktivatord a inhibitord.
Miuzeme rozlisit dva typy aktivatord, a sice tkanovy aktivator plazminogenu (t-PA)
a urokindzu (u-PA). Jde o protedzy, které aktivuji pfeménu plazminogenu na aktivni
plazmin. Aktivni plazmin je enzym, ktery umoziuje rozStépeni fibrinogenu
na degrada¢ni produkty. Jsou to kratsi peptidy, oznacované jako peptidy X, Y, D, a E.
Pokud se §tépi stabilizovany polymerizovany fibrin vznikaji specifické st€pné produkty
- tzv. d-dimery. Jsou to dva peptidy D spojené kovalentni vazbou (Kubisz et al, 2006;
Certik, 2003).

1.3.1. Inhibitory fibrinolyzy
Mezi nejhlavnéjsi inhibitory se fadi serinova proteaza PAI-1. Produkuje ho
endotel, trombocyty a jatra. Tento inhibitor inaktivuje t-PA. Vytvafi s nim komplex
t-PA/PAI-1. Z tohoto komplexu se jiz nemuze uvolnit aktivni forma PAI-1, tzn.
nedochazi k inaktivaci tkanového aktivatoru plazminogenu. DalSim z hlavnich
inhibitord plazminu je je o2-antiplazmin, ktery je produkovan trombocyty (Certik,
2003).

nf kasks ibrinolytické stépent |
[ koagulatni kaskida | | Bbrinolyt pen |
L I

TROMBIN \ Fragment X

FIBRINOGEN

Fragment Y
Fibrinopeptid A </| gme

( Fibrinopeptid B

\
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! Fragment D Fragment E
(@imer, |
trimer) l
\
\\ fibrin polymer — protofibriny
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FXII—— FXITla—» H
FIBRIN NER()ZI’US'I'N\" ——————> Fragment Y.\D(D\\ |
H v ‘
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YDDY
| |
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Obr. 2 Schéma koagula¢ni kaskady a fibrinolytického $tépeni

(Zdroj: Penka et al, 2001)
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1.3.2 Fibrinolytika
Fibrinolyza se muze aktivovat podanim Iéka (tzv. fibrinolytik). Tyto Iéky
aktivuji praveé plazminogen a tim se cely proces spousti a posiluje. Tyto Iéky lze uzivat
u tromb6z a embolii, pti kterych je zvySena srazlivost krve. Aktivace fibrinolyzy
se vyuziva naptiklad v ptipadé¢ akutniho infarktu myokardu, kde je nutné v co
nejkrat$im ¢ase rozpustit krevni srazeninu, ktera vedla k ucpéani nékteré koronarni

tepny. Tim se obnovi prutok (Vokurka et al, 2007).
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1.4 Trombotické stavy

V souvislosti s trombotickymi stavy se v literatufe uvadi nékolik pojmu, které

se vyznamové odlisuji.

1.4.1 Trombéza a trombofilie
Pokud n¢kdo trpi trombofilii, znamend to, Zze ma vétsi sklon k Zzilnim
a arterialnim trombdzam. Trombo6za znamend intravitalni intravaskularni srézeni krve.
Vznika tzv. trombus, ktery se mize usadit na sténé tepny, zily nebo v kapilate. Jde

o poruchu dvojité kaskady krevniho srazeni (Penka et al, 2001; Fakan, 2005).

1.4.2 Tromboflebitida
Tromboflebitida je méné zavazny stav nez flebotromboza. Jde o postizeni
povrchovych zil, kde nehrozi embolizace do plic. Nebezpetné mohou byt ty, které jsou
umistény blizko vstupu do hlubokého Zzilniho systému. V tom piipadé se nasazuje

antikoagula¢ni 1é¢ba (Vojdcek et al, 2004).

1.4.3 Flebotrombdza
Pti flebotromboze dochazi k akutnimu zazeni nebo ucpani hlubokych zil.
Nejcastéji se toto postizeni tykd dolnich koncetin. Miize ale postihovat i horni koncetiny

a ojedinéle hrud’ (Vojdcek et al, 2004).

1.4.4 Vznik trombotického stavu
Pti vzniku trombozy ma kliCovou roli cévni sténa. Ta je za fyziologickych
podminek na wvnitini stran¢ pokryta antitrombotickou vrstvou. Povrch vystelkovych
bun€k a povrch krevnich elementd je elektronegativni, tzn. Ze se navzajem odpuzuji.
Pokud dojde k poSkozeni, zméni se naboj a dojde k opsonizaci endotelii a za¢nou
nasedat trombocyty. Nesednuti trombocytli se miize objevit i na zdanlivé nepoSkozené
céve, dal od mista poskozeni. Za poskozenim dochazi k turbulenci krve a tim dochazi

k dalsimu mechanickému poskozeni (Certik, 2003).
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1.4.4.1 Vrozené prifiny vzniku trombotickych stavi

Na vznik tromb6zy ma vétSinou vliv nékolik faktorti najednou. Mezi vrozené
pfi¢iny vzniku trombdzy patii defekt antitrombinu Ill, proteinu C, proteinu S,
Leidenska mutace faktoru V, mutace protrombinu 20210A, defekty ptirozenych
inhibitort  koagulace, defekty fibrinolyzy, trombocytli, hyperhomocysteinémie,
geneticky podminéné zvysené mnozstvi koagulacnich faktort (Tripodi and Mannucci,
2001; Kubisz, 2006).

Antitrombin 111

Je to nejsiln€jSi piirozeny inhibitor koagulacni kaskady. Vrozeny deficit je
zpusobeny mutaci na 1.chromozdému, jedna se o autozomalné-recesivni dédi¢nost. Bud’
jeho mnozstvi v krvi klesa, anebo se syntetizuje dysfunkéni AT. Jeho hladina se méti

pomoci ELISA, EIA, LIA (Kubisz et al, 2006).

Defekt protrombinu 20210G-A

Jde o mutaci, kdy je na 11. chromozému v pozici 20210 zaménény guanin
za adenin. Mutace neovlivituje koagulacni funkci trombinu, ale snizuje jeho inhibi¢ni

funkci. Diagnostikuje se pomoci PCR (Kubisz et al, 2006).

Defekt proteinu C (PC)
Protein C je vitamin K-dependentni protein, syntetizuje se v jatrech, po aktivaci

ma antikoagulacni aktivitu, v komplexu s PS inaktivuje faktory Va a VIlla. Muze byt

snizena jeho celkova hodnota v krvi nebo je snizena jeho aktivita (Kubisz et al, 2006).

Deficit proteinu S (PS)

Jde opét o vitamin K-dependentni protein, piisobi jako kofaktor PC, syntetizovan
v jatrech. V plazmé je ve volné 1 navazané form¢. Koagulaci reguluje pouze volny PS,
ktery pak tvofi komplex s aktivovanym PC. Hodnota celkového i volného PS mize byt
snizend, nebo mize byt hodnota volné¢ho PS v normé¢, ale je snizend jeho funkce, anebo

je hladina celkového v normé a volného PS je snizena (Kubisz et al, 2006).

Protein C 1 S se vySetiuje pomoci ELISA, LIA, EIA, nebo genetického

vySetieni, které ale neni bézné dostupné (Kubisz et al, 2006).
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APC rezistence

Pfi tomto stavu jde o to, ze faktor Va je rezistentni vic¢i pusobeni komplexu
PC-PS, ktery ho za normalnich okolnosti inaktivuje. Tim zlstavd Va v cirkulaci
a dochazi k nadmérné aktivaci koagulace. Pticinou APC rezistence je bodova mutace na
pozici 506 pro rychlé stépeni faktoru Va - zaména argininu na glutamin (Kubisz et al,
2006).

Hyperhomocysteinémie (HHc)

Je to metabolickd porucha, kdy se tvoii dysfunkéni enzymy. To vede
k porucham metabolismu metioninu a homocysteinu. Homocystein indukuje expresi
tkanového faktoru na monocytech a makrofazich, coZ zvySuje tendenci k tromboze.
Také zvySuje produkci PAI-1 v endotelovych buiikach a bunkach hladké svaloviny, tim
se snizuje fibrinolyticka aktivita a vyvolava se zvySeni syntézy a uvoliovani tkanového
faktoru. Stanovuje se imunochemicky, chromatograficky, genetickym vySetteni (Kubisz

et al, 2006).

Vrwe

1.4.4.2 Ziskané pric¢iny vzniku trombotickych stavi

Pti¢iny ziskané¢ mohou byt antifosfolipidovy syndrom, hyperkoagula¢ni porucha
trombocytt, poruchy fibrinolyzy, defekty inhibitordt koagulace, poruchy funkce
endotelu, DIC, heparinem indukovana trombocytopenie, ziskané zvySené hodnoty

koagulaénich faktort (Kubisz, 2006).

1.4.4.2.1 DIC (disseminated intravascular coagulation)

Pfi tomto onemocnéni dochazi k celkové poruse krevniho srazeni, doprovazi jiné
onemocnéni, ¢i patologicky stav, pfi kterém dochazi k vychyleni hemokoagula¢ni

rovnovahy.

Primarni patologickym stavem mohou byt bakterialni ¢i virové infekce,
nadorova onemocnéni, traumata (napi. popaleniny), jaterni poskozeni, metabolické
poruchy (napf. acidéza, alkaloza, diabetes mellitus), hemolytické potransfizni reakce,

gynekologické a porodnické komplikace.

Nastavd nerovnovdha mezi protrombotickymi a antitrombotickymi procesy.

Trombin se vytvaii ve zvySené mife, tim padem se zvySuje 1 hladina fibrinu. Soucasné
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je snizena hladina pfirozenych inhibitorti, coz vede ke snizeni odstraniovani fibrinu, tzn.

ze je poskozena fibrinolyza (Penka et al, 2003).

Diagnostika
Pro urceni spravné diagnozy se ptihlizi ke klinickému stavu, laboratornimu
vySetieni a je tieba se zaméfit na to, zda pacient trpi néjakou chorobou, ktera by mohla

byt s DIC sdruzena.

Neexistuje jen jeden test, ktery by byl tak vysoce specificky 1 senzitivni
pro prokazani DIC. Proto se obvykle provadi série testl a sice PT (protrombinovy cas),
aPTT (aktivovany parcialni tromboplastinovy test), podle moznosti laboratoie AT-III
(antitrombin), stanovuje se pocet trombocytll, hladina fibrinogenu a fibrin degrada¢nich
produktt (FDP). D-dimer je dulezitym markrem pro diagnézu DIC. (Penka et al, 2003;
Sakurada et al, 2005)

Lécba a prevence
K 1écbé se vyuziva nejcastéji heparin,podavaji se inhibitory krevniho srazeni,
popiipad¢ trombolytika, kumariny, antitrombotické latky, substitucni piipravky (faktory

krevniho srazeni, krevni derivaty atd).

Za prevenci muzeme povazovat osobni 1 rodinnou anamnézu, lécbu

piidruzenych onemocnéni a laboratorni vySetieni (Penka et al, 2003).

1.4.4.3 Rizikové faktory

Rizikové faktory ptispivajici ke vzniku trombdzy jsou hormonalni 1écba, vyssi
veék, obezita, koufeni, operace, poranéni, imobilizace, nadorovd onemocnéni,
téhotenstvi, hypertenze, diabetes mellitus, zapalové onemocnéni, pozitivni rodinna

anamnéza trombozy (Kubisz, 2006; Penka et al, 2001).

Antikoncepce
Pfi uzivani kombinované antikoncepce (podavéani estrogenti a gestagentl)

se miZe zvySovat hladina fibrinogenu, protrombinu, F VII, VIII, IX, X, XI, XII, XIII,
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klesa hladina inhibitori koagulace (proteinu S a antitrombinu), faktoru F V. Zvysuje
se hladina inhibitoru koagulace proteinu C. Nastava hyperkoagulace, ktera je vSak
kompenzovana druhotnou aktivaci fibrinolyzy. To dokazuje nalez zvySené hladiny
Stépnych produktd fibrinu a d-dimeru v krvi. Pied operaci je nutné zvazit, zda tuto
lécbu vysadit nebo ne a v jakém intervalu pied operaci. U urgentnich piipada se provadi

heparinizace (Skalicka et al, 2007, Kvasnicka, 2003).

Hypertenze

Krevni tlak je lateralni tlak krevniho sloupce na cévni sténu. Jeho vyska je
urcena naplni krevniho fecist€ a vlastnostmi cévni stény. Normalni tlak v dospélosti
dosahuje hodnot: systolicky krevni tlak 110-139 mm Hg (STK) a diastolicky tlak 60-89
mm Hg (DTK) (Sovova, Rehofova, 2004). Pokud naméfime pii nejméné dvou
navstévach lékate v rizny den za klidovych podminek systolicky krevni tlak nad 140
mm Hg a/nebo diastolicky krevni tlak nad 90 mm Hg, mizeme mluvit o hypertenzi
(Steffen et al, 2010). Vyvoj hypertenze je ovlivnén dédi¢nosti, zvySenou citlivosti
na psychickou zatéz, obezitou, vyzivou atd. (Stiitesky, 2001).

Tehotenstvi

V tchotenstvi je obvyklé, ze se zvySuje tendence k hyperkoagulaci, zvySuje
se koncentrace d-dimer, proto vznika faleSné¢ pozitivni vysledek pro zilni
tromboembolii. Snizuje se protein S, ucinek proteinu C klesa. Aktivita protrombinu
a hladina fibrinogenu (pisobenim estrogenu) a dalSich koagula¢nich faktort se zvysuje.
Zvysuje se koncentrace inhibitort fibrinolyzy (PAI-1 inhibitor aktivatoru
plazminogenu, TAFI - trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy), zpomaluje se tok

krve. To v8e ptispiva k rozvoji hyperkoagulace (Kvasnicka, 2003, Kline et al, 2005).

Pro zjisténi patologické trombofilie u té¢hotnych Zen se provadi skupina testd,
protoze pouhé zjisténi hladiny d-dimeru je prakticky neinformativni. Proto se vySettuje
aktivita antitrombinu, aktivita proteinu C, aktivita volného proteinu S, lupus
antikoagulans (protein zvySujici riziko vzniku krevnich sraZenin), vySetieni
na Leidenskou mutaci FV, mutace protrombinu, MTHFR 677TT u Zen, které mayji
v osobni anamnéze opakovany potrat, intrauterinni imrtni plodu, preeklampsii nebo

se u ni vyskytla zilni trombdza pred tchotenstvim. Spolecné s predchozimi testy

23



se provadi vySetfeni fibrinogenu, koncentrace jiz zmifiovaného d-dimeru a krevni obraz

(pocet desticek) (Kvasnicka, 2003).

1.4.5 Diagnostika trombotickych stavi

Pii diagnostice se zaméfujeme i na rodinnou anamnézu (vrozené trombofilie,
bércové viedy u ptribuznych). V osobni anemnéze se zaméfujeme na pritomnost
rizikovych faktori flebotrombozy, neddvné operace, urazy, téhotenstvi, malignitu,
uzivani hormonalni 1éCby, varixy, obezitu atd. Pfi postiZzeni trombotickym stavem

u pacienta pozorujeme otok koncetiny, bolest v koncetin€, cyanotické zbarveni.

Diagnostiku je mozné provést nékolika zplsoby. Vyuziva se Dopplerovy
metody, ktera zjisti prekazku v feciSti, ale nefekne, o jakou piekazku piejné jde.
Duplexni ultrasonografie se vyuziva v piipadé, pokud uZz existuje podezieni
na flebotrombozu. Ultrasonografie ma vysokou citlivost pro diagnézu hluboké Zilni
trombozy u symptomatickych pacientd. U pacienti asymptomatickych je citlivost
snizena. CT vySetfeni se pouziva ziidka, stejné jako flebografie pomoci magnetické
rezonance, izotopova flebografie a rentgenova kontrastni flebografie (Vojdcek et al,

2004; Quaseem et al, 2007).

Z laboratornich metod nadm pomulze trombdzu diagnostikovat zékladni
koagulace (aPPT, PT, fibrinogen, TT/ReT), krevni obraz, trombocyty, lipidovy
metabolismus, aktivita antitrombinu III, F VIII. K diagnostice miize pomoci vySetieni
na piitomnost Leidenské mutace (FVL) a PT20210A pomoci PCR. Muze se zjistit
hladina proteinu S, proteinu C, antitrombinu. Validitu koagula¢niho vySetieni snizuje
koagulacni 1éCba a akutni stav. Proto se doporuCuje opakovat vySetfeni s néjakym

Casovym odstupem (Penka et al, 2001, Vojacek et al, 2004).
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1.5 Onemocnéni vyvinuta z trombotickych stavii

Pokud nedojde k zachyceni a 1éCeni trombotickych stavii, mohou se rozvinout
dal$i onemocnéni jako je napf. diseminovand intravaskularni koagulace, ischemicka

onemocnéni, embolie a dalsi. (Vojacek et al, 2004)

1.5.1 Embolie

Jde o0 zaneseni n¢jakého hmotného materialu z jednoho mista fe¢isté do druhého
krevnim proudem. NejCastéji se jednd o trombus (srazeninu) v tomto piipadé pak
mluvime o tromboembolii. Mize ale dojit ke vmeteni kapek tuku, kousku nadoru
nebo bublin plynu. Plicni embolie znamend vneseni do plicni tepny, systémova
tromboembolie vmeteni z levé Casti srdce, aorty nebo jiné velké tepny do tepen velkého
ob¢hu. Vzduchova embolie obnasi vnik bublin vzduchu do krevniho feciSté pti otevieni
zily nebo pi1 dekompresi u potapéci, tukova embolie vnik kapének tuku do fecisté

po fraktuie dlouhé kosti, rozdrceni tukové tkané (Fakan, 2005).

Akutni plicni embolii je postizeno piiblizné 69 osob na 100 000 osob ro¢né.
(Gupta et al, 2009) Asi jedna tfetina pacient postizenych Zilni trombozou trpi 1 plicni
embolii, zatimco ostatni dvé tfetiny maji samostatné hlubokou Zilni trombdzu (Segal et

al, 2007).

1.5.2 Ischemické choroby

1.5.2.1 Konéetinova ischemie

Z trombdzy se miiZze rozvinout netraumatickd akutni koncetinova ischemie,
zvlaste u starSich pacientl (pozdni diagn6za). Traumaticka akutni koncetinova ischemie

nastava po sportovnich a dopravnich traumatech (Certik, 2003).

1.5.2.2 Ischemicka choroba srdeéni (ICHS)

Jde o nedokrevnost myokardu, kterd je zpusobena patologickym procesem
v koronarnim fecisti. Rozdélujeme ji na akutni a chronickou formu. Nej€ast¢jsi pti¢inou
je ateroskleroticky plat. Mezi rizikové faktory patii hypertenze, poruchy lipidového
metabolismu, koufeni, diabetes mellitus, obezita, nedostatek fyzické Einnosti, stres,

pozitivni rodinnd anamnéza, muzské pohlavi atd.
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Mezi chronické ICHS patii angina pectoris (bolest se objevuje po namaze, ma

typickou lokalizaci a charakter, dulezitd je anamnéza, vySetfeni EKG).

Nestabilni angina pectoris spadd pod akutni formu ICHS. Jde o nov¢ vzniklou
anginu pectoris do 4 tydnt od vzniku nebo zhorSeni jiz existujici anginy. Muze
se objevit vyssi intenzita bolesti nebo prodlouzeni bolesti. Mezi akutni ICHS patti

i nédhla smrt, akutni infarkt myokardu.

Lécba se provadi antikoagulanty a antiagrega¢nimi piipravky pii hospitalizaci.
Pozoruje se aPTT, pii G¢inné davce se pohybuje v 2-3x delSim ¢ase neZ u normalniho

pacienta (Sovovd, Rehorova, 2004).

1.5.3 Mrtvice

Mrtvice mizZe byt nasledkem trombozy, embolie nebo krvaceni. Ve vétSing
ptipadi se mrtvice tyka pacientd starSich 65 let, vyssi riziko hrozi Zenam neZ muzim.
Jde vlastné o ischemické postizeni mozku. Vysetiuje se pomoci pocitacové tomografie.
Aby nedoslo k poskozeni mozku, je potieba zahajit v¢as trombolytickou 1é¢bu, piiblizné
do 4,5 hodin od pocatku ptiznaki. Jako lécba se pouzivad intravendzni rekombinantni

tkanovy aktivator plazminogenu (Saenger and Christenson, 2010).
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1.6 Casté symptomy trombofilnich stavii a souvisejicich
onemocnéni

1.6.1 Dyspnoe (duSnost)
Jde o subjektivné pozorovany pocit nepiijemného vnimani dychéani. Pacient
pocituje dechovou tisen, kratkodechost, zvySenou potiebu dechové Cinnosti (Steffen et

al, 2010).

1.6.2 Bolest na hrudi
K urceni z jaké pficiny k bolesti doSlo se vyuZziva anamnéza, fyzikalni vySetfeni,

charakter a lokalizace bolesti.

Pti angin€ pectoris se objevuje pichavé, kieCovita bolest dosahujici maxima
relativné Casto. Nékdy bolest postihuje levou pazi a ruku, pravou ¢ast hrudniku, krku,

dolni Celisti, usi 1 zadda. N&kteti pacienti pocit'uji bolest jako hluboky pocit tlaku.
Bolest u plicni embolie nema piesnou lokalizaci (Steffen et al, 2010).

Bolest pfi ischemické chorobé srdecni je sviravd, nékdy pocitovana jako tlak
nebo nedostatecnost dechu. Bolest se objevuje hrudni kosti, nékdy v dolni celisti,
v ramenou, hornich koncetindch. Bolest trva né€kolik minut. Nejcastéji bolest nastava

po namaze, stresu, jidle, chiizi v mrazu, po pohlavnim styku (Sovovd, Rehoiova, 2004).

1.6.3 Mdloba (synkopa)

Jde o nahlé snizeni krevniho tlaku, dochazi ke kratkodobé ztraté védomi které
se opéet dostavi po obnoveni priitoku krve mozkem pfti poloze vleze. Nastava pii silném
citovém nebo nepifijemném citovém prozitku. Pfed synkopou mtiZze postizeny pocitovat
nevolnost, slabost, poruchy vidu, zivani. Samotna synkopa je vSak symptom (Sovovd,

Rehorova, 2004).
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1.7 Lécba trombotickych stavi

Pti 1é¢beé je zadané, aby pacient zlstal mobilni. Pacient vyuziva kompresni
obinadla nebo puncochy . V ptipad¢ blizkosti trombu hlubokého zilniho systému podat

antikoagulancia. Velmi vzacné dochazi k chirurgickym zakrokam (Vojdacek et al, 2004).

1.7.1 Antitromboticka lécba
Cilem této lécby je se zabranit vzniku nadmérné koagulace, nebo rozpustit

fibrinovou slozku vytvoteného trombu (Kubisz, 2006).

1.7.2 Antikoagula¢ni lé¢ba

Tato 1éCba spocivd v podavani nefrakcionované¢ho heparinu (UFH), ktery
inhibuje koagulaci. Cilem je expresivné prodlouzit ¢as aPTT jeden a pll az dvakrat
(Penka et al, 2001; Sobotka et al, 2006). Lé¢ba mize pusobit na inicialni fazi koagulace,
zamezuje premeéné protrombinu na trombin, blokuje uCinky trombinu, podporuje
piirozené  antikoagula¢ni  vlastnosti organismu, potlacuje tvorbu  vitamin
K-dependentnich faktort. Indikuje se v pfipadé prevence arterialni a Zilni trombodzy,

1é¢by zilni a arterialni trombdzy (Kubisz, 2006).

Heparin

Jeho ucinek spocivd v tom, ze se navaze na antitrombin. Tim zvysi jeho
inhibi¢ni u¢inek na koagulaci. Tento komplex inaktivuje faktor Ila (trombin), Xa, Xlla,
Xla, IXa. Pouze tfetina celkového mnoZstvi se vdze na antitrombin, zbytek nema
znatelny antikoagulacni uCinek. Mezi jeho nezddouci ucinky patii krvaceni.
Pti zévaznéjSich projevech se podavd protaminfosfat, ktery heparin vaze, nebo
se heparin vysazuje. Muze prob&éhnout alergickd reakce, nastat trombocytopenie
s tvorbou nebo bez tvorby protilatek. Nejcastéji se podava intravendézné¢ 2-10 dni,

pticemz se kombinuje s peroralnimi antikoagulancii (warfarin) (Vojdcek et al, 2004).

1.7.3 Antikoagulacni 1é¢ba peroralnimi preparaty
Mezi nejCastéjsi se fadi warfarin. Jde o peroralni antikoagulancium piisobici
na metabolismus vitaminu K. Nevznika redukovana forma vitaminu K, ktera pfeménuje

neaktivni koagula¢ni faktory na jejich aktivni formy a nedochézi ke koagulaci. Nastup
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jeho ucinku je pozvolny, proto se pro akutni [é¢bu nehodi a vyuziva se heparin. Lécba
téchto dvou ptipravkll se prekryva ptibizné 4-5 dni , dokud se nestabilizuje t¢inek
warfarinu. Nezddoucim uclinkem je znovu krvaceni nebo kozni nekroza. Podéava
se lidem s zilni trombdézou nebo s plicni embolizaci. Davkovani a ucinnost lécby
se kontroluje pomoci protrombinového casu, kdy se INR (mezinarodniho
normalizovaného poméru ) pohybuje nejéastéji mezi 2,0-3,0. Pti ptekroceni hodnoty
INR 4,0 je ucinek spojen s vysokym rizikem krvaceni. Ke krvaceni mtze dojit 1 diky
nekdzni pacienta, pfi zméné¢ dietniho a medikament6zniho rezimu. K neutralizaci

kumarint slouzi vitamin K (Penka et al, 2001; Vojacek et al, 2004).

1.7.4 Trombolyticka lécba

Zajistuje, ze bude céva znovu prichodna. Dochazi k iniciaci piremény
plazminogenu na plazmin. Je vystupiiovana fibrinolyticka aktivita plazminogen-
plazminového systému. PouzZiva se streptokiniza, urokinaza, tkanovy aktivator
plazminogenu. Kontroluje se trombinovy €as, hladina fibrinogenu, FDP. Je to 1écba
vhodna pro rozpusténi trombu, ptisobi do 12 hodin po vzniku trombu. Cilem je navozeni
fybrinolytického procesu podanim aktivatord fibrinolyzy. Pt akutnim srde¢nim
infarktu, akutnich uzavérech perifernich cév, Zilnich trombdzach, akutni masivni
embolizaci atd. Kontraindikaci mtze byt jakékoli riziko krvaceni. Pti jednordzovém
podani neni potteba laboratorni kontrola, pfi kontinudlnim podavani trombolytika je
lé¢ba kontrolovana hodnotami TT (30-90 sekund) (Penka et al, 2001; Kubisz et al,
2006).
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1.8 Odebirany biologicky material

Krev
Krev obsahuje bunétné Castice (erytrocyty, leukocyty, trombocyty)

v

rozpustného fibrinogenu na nerozpustny fibrin (Chromy et al, 2002).

Plazma

Jde o smés anorganickych 1 organickych latek rozpusSténych ve vode, ptiCemz
podil vody v plazmé je piiblizné¢ 91-93 %. Nejvétsi Cast rozpusténych latek jsou
bilkoviny (65-85 g/l) a lipidy. Zbytek jsou ostatni latky, jejichZz koncentrace je az
o nékolik fadi nizsi.

Pro ziskdni plazmy se krev odebird do zkumavky s protisrazlivym cinidlem.

Ptiprava plazmy je rychla, protoze se cela krev muze hned odstiedovat (Chromy et al,

2002).

Sérum

Pokud nechame  krev  srazit (nddobka s  polarnim  povrchem
a bez antikoagulancii), ziskdme sérum. Sérum je slozenim velmi podobné plazmé, ale
chybi v ném srazlivé latky, véetné fibrinogenu. Pro vySetfeni d-dimeru je srazena krev

nepouzitelna.

Sérum a plasma maji mit nazloutlou barvu a byt ¢iré. Cervené zabarveni ndm
ukazuje hemolyzu. Mlécné zakaleni poukazuje na emulgované tukové kapénky,

mluvime pak o chyloznim vzorku (Chromy et al, 2002).

1.8.1 Zachazeni se vzorkem

S kazdym biologickym vzorkem je nutno zachazet jako s potencionalné
infekénim. S tim souvisi dodrzovani bezpecnostnich ptedpisti jako jsou hygienicka
doporuceni na pracovisti, ochranny odev, bezpecnostni pomticky, zdravotni prohlidky

personalu, likvidace infek¢énich odpadt atd. (Chromy et al, 2002).

30



1.9 Preanalyticka ¢ast

Preanalyticka ¢ast je nedilnou soucasti analyzy, casto se o ni ale mluvi oddélené.
Do této ¢asti zahrnujeme vSechny postupy od zazddani o analyzu az po zahijeni
samotné analyzy, tzn. i pfiprava pacienta k odbéru biologického materialu,vlastni odbér,
identifikace biologického materialu v odbérové zkumavce ¢i nadobce, transport
do laboratofe atd. Ptiprava vzorku v laboratofi se fadi uz mezi analytickou ¢ast. Tyka se

to napiiklad fedéni vzorku, centrifugace atd. (Chromy et al, 2002; Dastych et al, 2008).

VysSetteni je nutné provést do urcit¢ doby od odbéru. Neékteré analyty jsou
termo- nebo fotolabilni. Skladovani vzorkl se provadi za pfedem jasn¢ definovanych

podminek, pfi kterych by nemélo dojit ke zméné obsahu analytu ve vzorku (Chromy et
al, 2002).

1.9.1 Odbér venozni krve

Krev se nejcastéji odebira z loketni zily, vsed¢ nebo vleze, pacient by mél byt
alespot 30 minut pfed odbérem v klidu. Je tfeba byt nalacno (posledni jidlo vecer
pied odbérem, druhy den rano vypit v malém mnozstvi vodu nebo neslazeny caj) nebo
dodrzovat urcitou dietu. Pokud je to nutné, doporucuje se i vysazeni 1€kt na dobu
alespon 24-72 hodin pied odbérem. Lékat by mél o tomto pacienta poucit a seznamit ho

s tim.

Pro zviditelnéni zily se pouziva skrtidlo. Aby se zila zviditelnila, pacient zacvici
s rukou, ale jen po kratkou dobu. Misto vpichu se dezinfikuje, piitom je tfeba dbat na to,
aby dezinfekce v misté vpichu zaschla. Po uvolnéni skrtidla se odebira volné proudici
krev do predem oznacené zkumavky. M¢l by byt dodrZzen pozadovany odebirany objem,
tzn. jednordzové zkumavky by se mély naplnit po znacku. U nesrazlivé krve by mél byt
dodrzen pomér protisrazlivého ¢inidla a krve, napt. jeden dil 0,109 M citratu sodného
na devét dila krve. Jehla se vytdhne a pfiloZzi se tampon na misto vpichu, zajisti se
naplasti. Zkumavku s protisrazlivym ¢inidlem Thned po odbéru promichat. 25 (Chromy

et al, 2002; Sedlacek, 2006, Kubisz et al, 2006).
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1.9.2 Odbérové zkumavky

Dnes se pouzivaji komeréné vyrobené zkumavky, které uz obsahuji presné

definované mnozstvi antikoagulacniho nebo koagula¢niho ¢inidla.

Odbér se provadi do tzv. uzavieného systému, tj. odbér do vakuované zkumavky

z plastu. Objem zkumavek se pohybuje mezi 2-10 ml, jsou uzavieny umélohmotnou

zatkou, které jsou prizptisobeny pro vpich jehly. Gumové zatky zkumavek jsou barevné

odlisné podle toho, které antikoagula¢ni nebo koagula¢ni ¢inidlo obsahuji. Barevné

rozliSeni je dano normou ISO. Cely systém je sterilni, pro jedno pouZziti.

Samotna jehla je chranéna plastovym krytem, jehla pokracuje na druhou stranu

mensi jehlou, ktera je krytd pryZovou zatkou. Po zavedeni jehly do zily se propichne

gumova zatka zkumavky mensi jehlou. Diky vakuu dojde k nasati pfesného mnozstvi

krve do zkumavky (Chromy et al, 2002).

Aditivum Pouziti Barva

Bez aditiv biochemie, serologie ¢ervena

Délici gel* biochemie Zluta
Heparin (14,3 U/ml) hematologie, plasma zelena

Heparin + délici gel*

hematologie, plasma

svétle zelena

K2/K3 EDTA (1,5 mg/ml) hematologie fialova

Citrat sodny (0,105 mol/I) koagulace modra
KF(2,5 mg/ml) + oxalat K (2 mg/ml) glukosa, laktat Seda
Citran Na 1:4 sedimentace cerna

Monojodoctan Na (0,5 mg/ml) + heparin glukosa zelena

* Gel oddé€luje po odstfedéni supernatant od krevni sraZzeniny nebo od krvinek

Tabulka 1: Odbérové zkumavky (Zdroj: Chromy et al, 2002)

Srazenou krev ziskame po odebrani do zkumavky bez antikoagula¢niho ¢inidla.

K probéhnuti koagula¢niho procesu je potieba asi 30 minut. Po zcentrifugovani ziskame
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sérum. Ze zkumavky s antikoagulacnim ¢inidlem ziskame krev nesrazenou a nasledné

plazmu (Chromy et al, 2002).

1.9.3. Antikoagulacni ¢inidla

Jsou to latky, které vytvareji komplexy s ionty endogenniho vapniku, ktery je
nutny pro srazeni krve. Pouzivaji se sodné nebo draselné soli kyseliny citronové nebo
stavelové nebo EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid). Dal$im ¢inidlem je heparin,
ktery ma jiny mechanismus pisobeni. Aktivuje inhibitor krevni koagulace, zejména
antitrombin III. Pravé nesrazliva krev se pouziva nejcastéji v hematologii (Chromy et al,

2002).

1.9.4 Mnozstvi odebraného vzorku

Nemélo by dojit ke zbyteCnému zatézovani pacienta odbérem. K zatézi ptispiva
fakt, ze se pouzivaji uzaviené systémy, a jednomu pacientovi mize byt odebrano
né¢kolik zkumavek na zdkladé¢ raznych pozadovanych analyz. Protivdhou je ale
minimalizace rizika ndkazy infekci, kontaminace vzorku a jeho znehodnoceni (Chromy

et al, 2002).

1.9.5 Vlivy pisobici na analyty v biologickych vzorcich

Miizeme rozlisit dvé zakladni skupiny faktor. Prvni z nich jsou neovlivnitelné
faktory, jako je dédicnost, vek, pohlavi, biorytmy, gravidita, sou¢asné¢ probihajici jiné
onemocnéni atd. Druhou skupinou jsou vlivy proménné, napt. vliv diety, télesna
namaha, kofein, koufeni, alkohol, 1€ky, zivotni styl atd. (Chromy et al, 2002; Racek et
al, 2006).

Vliv lé¢by na vysledek vySetieni

Leéky, které pacient uziva, mohou zkreslovat vysledky. U odbéru krve, tam kde
je to mozné, je doporuceno provést odbér na lacno, 1 to znamené vysazeni 1ékli na dobu
24-72 hodin pied odbérem. To se prakticky casto nedéje, a proto je nutné myslet
na lécbu pii interpretaci vysledkl a pti analyze. Je vhodné, aby byla l1é¢ba zaznamendna

v zadance (Chromy et al, 2002).
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1.9.6 Uprava vzorki - centrifugace

Lidskéd krev se odstfed'uje 5-10 minut pti 1000 - 2000 otackach za minutu,
pti teploté 18 - 25 °C. Pokud se provadi hemokoagulacni test, odstfedovani trva
pfiblizné 15 minut pii 2000 otackach. Pokud se provadi centrifugace vzorkt

v separacnim gelu, nelze centrifugaci opakovat (Chromy et al, 2002).
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1.10 VySetieni v hematologii

1.10.1 VySetieni z nesrazlivé a ze srazlivé krve

Odebira se nesrazliva krev (EDTA nebo citrat sodny), kterd se pied analyzou
promicha. Z této krve se stanovuje krevni obraz (hemoglobin, erytrocyty, hematokrit,
leukocyty, trombocyty), retikulocyty, osmoticka rezistence erytrocytu atd. V plazmé se
potom nejcastéji provadi Quickav test, fibrinogen, trombinovy test, aPTT atd. (Chromy

et al, 2002).

1.10.2 Kategorie vySetrovacich testii
V hematologii existuje né€kolik kategorii vySetfovacich testii: koagulacni,

nefelometrické, fotometrické a imunologické.
Koagulacni - principem je vytvofeni sraZeniny. Zasadni je Cas, za ktery
koagulum vznikne od okamziku pifidani reagencie k vySetfované plazme.
Nefelometrické - Vyuziva se vzniku zékalu pfi koagulaci nebo pii agregaci
(trombocytl), jehoZ intenzita se méfi. Principem je méfeni odraZzeného svétla

na koloidnich ¢asticich.

Fotometricke - V dusledku §tépeni specifického chromogenniho subtratu vznika

zabarveni, jehoz intenzita se méti pomoci spektrofotometru.
Imunologickeé - zakladnim principem je reakce antigenu s protilatkou

e cnzymoimunostanoveni (EIA) - specificka protilaitka je oznacena
enzymem, ktery umoznuje vznik barevného produktu. Intenzita

zabarveni je imérna koncentraci vysetfované¢ho proteinu

e latex-aglutinaéni metoda - na latexové Castici je navazana specificka

protilatka proti dokazované bilkovin€, vznika aglutinat.

Pokud chceme vysettit funkce jednotlivych koagulacnich proteinti, pouzivaji se
koagula¢ni a fotometrické metody, pokud zjistujeme antigeny, pouzivame metody

imunologické (Kubisz et al, 2006).
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1.11 Stanoveni d-dimeru

1.11.1 Latex-aglutina¢ni metody

Jde o reakci antigen-protilatka. Protilatky byvaji navazany na latexové Castice,
na cervené krvinky nebo na kulicky koloidniho zlata.Mezi spolehlivé metody patii
imunoturbidimetrické stanoveni nebo modifikovany ELISA test. V tomto piipadé

mluvime o pasivni nepfimé aglutinaci.

Latexové castice jsou kulovité Castice stejné velikosti v emulzi, na kterych
mohou byt sorbovany antigeny nebo protilaitky. Po smichéni latexovych Ccastic
s navazanou protilatkou se vzorkem dojde k navazani antigenu ze vzorku. Dojde

ke shlukovani ¢astic a nartsta turbidita (Kvasnicka, 2003; Chromy et al, 2002).

1.11.2 Imunonefelometrie a imunoturbidimetrie

Tyto dvé metody maji vysokou citlivost. Diky nim se daji méfit analyty
v koncentracich v ng/ml. M¢&fi se zakal vznikly po setkani antigenu s protilatkou.
K méfeni se vyuzivda dvou metod a sice turbidimetrie, kterd méfi mnozstvi
prochédzejiciho svétla, a nefelometrie méfici mnozstvi odrazeného svétla
z prochazejiciho paprsku. Paprsek tvoii monochromatické svétlo. Vznik precipitatu ma
dvé faze. V prvni (rychlé) fazi vznikaji rozpustné primarni imunokomplexy, které se
daji detekovat pouze specialnimi metodami. Druha (pomald) faze se vyznacuje agregaci
imunokomplexti. Prvni faze trva ptiblizné 10 sekund, kdezto druha faze zabere 5- 30

minut (Chromy et al, 2002, Litzman et al, 2007).

1.11.3 D-dimer latex-aglutinaéni test

Latexova Castice je potazend anti-d-dimer protilatkou, ty se smichaji
s testovanou plazmou. Pokud v plazmé d-dimery chybi, zlstavaji nenavdzané Castice
v suspenzi. Pokud d-dimer v plazmé je, za¢ne se na né vazat monoprotilatky navazané
na Casticich. Agregat je pak detekovan spektrofotometrem (Tripodi, 2011; Brown et al,
2003).

Latexova turbidimetrie pro vysetfeni d-dimeru méa vysokou citlivost (95 %),
specificitu (74%) a vysokou negativni prediktivni hodnotu pro plicni embolii u pacientti

s nizkou az stfedni pravdépodobnosti vyskytu onemocnéni. Negativni test na d-dimery
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tedy vylucuje pravdépodobnost onemocnéni hlubokou zilni trombdzou nebo plicni
embolii u mladsich a relativné zdravych pacientt (Quaseem, 2007, Vojacek et al, 2004).

Imunoturbidimetrické testy mohou byt bez problémi provadény na koagulometrech
(Tripodi, 2011).

1.11.4 Vyvoj testovani d-dimeru

Testovani d-dimeru pro stanoveni Zzilni trombdzy je levny, rychly zptsob, lze
detekovat z jakékoli ¢asti zilniho systému. D-dimer ELISA test je pfesny, kvantitativni,
schopny prokézat nizké koncentrace, dlouho dobu standardni test. Pro diagnézu plicni
embolie je vysoce citlivy, ale mélo specificky. Nevyhodou je pracnost a prace
v davkéach nez po jednotlivych vzorcich. Na jeho provedeni je potieba ptiblizné 3
hodiny. Prvni latex-aglutinacni testy spocivaly v tom, ze vznikla viditelna aglutinace.
Jednalo se o rychly, kvalitativni a snadno proveditelny test. Druhd generace
latex-aglutina¢nich testti byla vylepSena o fotometricky analyzator, ktery poskytoval
kvantitativni vysledek a reprodukovatelné méfeni nizkych koncentraci. Membranova
ELISA vyuzivd monoklonalni protilatky, ktera je chemicky oznaCena a poskytuje
barevnou zménu v piipad¢ zvySené koncentrace d-dimeru (Brown et al, 2003; Heim et
al, 2004).

D- dimer se vySetiuje z citratové plazmy. V poslednich letech se objevil napad,
vySetfovat hladinu d-dimeru z celé krve. To zajistuje napt. SimpliRED test, dokonce je
mozné vysetfit d-dimer z kapilarni krve. Vysledek je tak dostupny za krat$i dobu
(ptiblizn€ za 2 minuty), pfitom je kvalitativni. Tento test vykazuje negativni prediktivni
hodnotu mezi 82 - 92 %. Citratova plazma se jinak standardné odstied’'uje pii 3000 g
po dobu 15 minut (Heim et al, 2004; Wilson and Gard, 2003; Schutbens et al, 2002).
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1.12 Priprava protilatek

Za fyziologickych podminek protilatky vznikaji jako odpovéd’ na piitomnost
makromolekularnich latek. Miuzeme rozliSit tfi typy protilatek: polyklonalni,
monoklondlni a rekombinantni. V souvislosti s d-dimery nas zajimaji protilatky

monoklonalni.

Ptiprava monoklondlnich protilatek se datuje roku 1975, kdy Kohler a Milstein
popsali hybridomovou technologii.  Pro pfipravu monoklonalnich protilatek se
imunizuje mys prisluSnym antigenem. Poté je myS usmrcena a ze sleziny josu izolovany
B-lymfocyty. Ty jsou inkubovany s bunikami mysiho myelomu (naddor vychazejici
z plazmatickych bunék). Tyto dva druhy bun€k se fuzuji pomoci ethylengylkolu
a vytvari tzv. hybridom. Buinikky hybridomu maji schopnost se neomezené d¢lit
a vytvaret imunoglobuliny. O tom, jakd bude primdrni struktura variabilni oblasti
produkovaného imunoglobulinu, rozhoduje genetickd informace z B-ly, se kterym doslo
k fazi. Samoziejmé vznika vic typu protilatek na zékladé toho, ze B-lymfocyt rozpoznal
vice typl epitopl a antigenil. Aby se ziskala pozadovana protilatka, musi dojit k izolaci
urcitého hybridomu (klonu), ktery se pak mtize péstovat v kultivacnim médiu, kam se

bude produkovat pozadovana protilatka (Pohanka, 2009, Litzman et al, 2007).

Monoklonalni protilatky vykazuji vysokou specificnost k jednomu epitopu.
Toho se vyuziva pii aglutinacnich a precipitacnich reakcich. Mimo to se mohou
monoklonalni protilatky vyuzivat jako nejriznéjs$i léky. Dnes se hojné vyuziva
znaenych protilatek, a sice zna¢enych enzymem nebo fluorescenci znackou (Litzman et

al, 2007).
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2. Cile a hypotézy

Cilem této bakalarské prace je:

1. Osvojeni si metody pro vySetfeni d-dimeru, kterou pouzivaji
v Nemocnici Jindfichtiv Hradec, a.s. na oddéleni Hematologie a krevni

transfize, béhem 1 mésice.

2. Zpracovani alespoil 30 vzork.

Hypotézy pro tuto bakalaiskou praci znéji:
1. ZvySena hladina nezavisi na pohlavi.

2. Koncentrace d-dimeru v pacientskych vzorcich stoupa se zvySujicim

se vékem.

3. Predpokladam, Ze zvySena hladina d-dimeru bude u vice nez poloviny

vzorku.
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3. Metodika

V této Casti bakalarské prace popisuji, s jakym materidlem jsem pracovala a jak
jsem ho pripravovala pro analyzu. Charakterizuji zde pouzitou metodiku pro stanoveni

d-dimeru.

3.1. Preanalyticka cast

3.1.1 Prijem biologického materialu

Biologicky materidl se pfijima na Oddéleni hematologie a krevni transfuze -
v hematologické laboratofi, s useku koagulace. Je dillezité, aby material pfijimala
laborantka a pfitom zkontrolovala stav ptfijimaného materialu (napf. zda nejsou

zkumavky poniceny).

Obr 3: Misto pfijmu biologického materialu

(Zdroj: viastni foto)

Biologicky material se do hematologické laboratofe dostdva nejcastéji
z ambulanci nemocnice (interni oddé¢leni, chirurgie, gynekologie atd.), zvlasté pak
pro vySetieni d-dimeru. Z ambulance hematologického oddé¢leni se pfijima material
hlavné na vySetfeni krevniho obrazu a jeho rozsitené vysetieni a na hlavni koagula¢ni

vySetfeni. Koagula¢ni vySetfeni se tyka hlavné pacienti, kterym se kontroluje
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antikoagula¢ni 1écba. Mimo to se do laboratofe pro zpracovani pifijima biologicky

material od externich praktickych 1ékari.

Biologicky material je pfepravovan v boxech a chladicich boxech urcenych
pro piepravu biologického materialu. Zkumavky s citritem sodnym pro vySetfeni

d-dimeru se piepravuji v kontejnerech pti laboratorni teploté, tj. do 25°C.

Pro vySetfeni d-dimeru se pfijima vendzni krev ve zkumavkach BD Vacutainer
o objemu 4,5 nebo 2,7 ml. Tyto zkumavky jsou s protisrazlivych ¢inidlem - 0,129M
citrat sodny. Je dulezité, aby byl dodrZzen objemovy pomér krve ku citratu a sice
v poméru 10:1. Biologicky material by mé¢l byt do laboratofe dopraven co nejrychleji,

nejpozdéji do dvou hodin od odbéru.

Obr 4: Odbérové zkumavky BD Vacutainer s citratem sodnym
(Zdroj: viastni foto)

Pfi pfijimani biologického materidlu je tfeba pfifadit k Zddankam ptislusné
zkumavky. Zkumavka musi spravné identifikovatelna, tzn. ze bychom na ni méli najit
pfijmeni, popi. kfestni jméno pacienta a rok narozeni. Tyto tdaje by mély souhlasit
s udaji na zaddance. Dulezity je i1 typ odbérové zkumavky. Krev by méla byt odebrana
do takové zkumavky, aby bylo moZné provést poZadovana vySetieni. U vySetfeni

d-dimeru je dulezité, aby krev byla odebrana do zkumavky s citratem sodnym - modra

zatka.
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3.1.2 Zadanka

Na zadance musi byt vSechny udaje potfebné¢ k identifikaci a provedeni

vySetfeni. Nesmi chybét:
e Pfijmeni a jméno pacienta
e rodné ¢islo pojisténce
e diagndza
e kod pojistovny
e datum a Cas odbéru
e razitko a podpis Iékate, ktery zada vySetteni

e fadn¢ oznaCend pozadovana vySetieni

3.1.3 Zadavani do LISu (laboratorni informa¢ni systém)

Aby mohla byt provedena pozadovana vySetfeni, je potifeba tdaje z tiSténé
z4ddanky prevést do laboratorniho informa¢niho systému. V Jindfichové Hradci
pouzivaji informacni systém OpenLIMS Stapro. Ten je propojen s nemocni¢nim
informac¢nim systémem, takze po zadani rodného ¢isla pacienta do LISu se nam uz
o ném ukazou informace (jeho jméno a ptijmeni, kod pojisStovny, diagnoza, provedena
vySetieni 1 z jinych laboratofi atd.). N¢kdy je naopak nutné vSechny udaje do systému
zadat. Automaticky je zadan datum a Cas zapisu. Na zaklad¢ zadani do LISu pacient
ziska laboratorni ¢islo a vytisknou se Stitky s ¢arovymi kody, podle kterych pak pracuji
piislusné analyzatory. Jeden Stitek se lepi na zadanku a dalSi na pfisluSné zkumavky.
Na S§titku na zkumavce je uvedeno rodné Cislo pacienta, jméno a piijmeni a zkratka
vySetfeni, které bude provedeno z piislusné zkumavky. Nékdy je uvadéno praveé

pridélené laboratorni Cislo pacienta.
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Obr 5: Pocita¢ pro zadavani informaci do LISu a tiskarna ¢arovych kodu
(Zdroj: viastni foto)
3.1.4 Diivod odmitnuti biologického materialu
Laborantka nesmi biologicky material piijmout, pokud:
e 1udaje na zadance nesouhlasi s tdaji na zkumavce
e odbérova zkumavka neni vhodna pro pozadovana vysetieni
e odbérova zkumavka neni popsana
e na zadance chybi udaje (pojistovna, I€kat, pozadovana vysetteni atd.)
e Dbiologicky material je ze zkumavky vylity, zkumavky jsou poni¢ené
e nebyl dodrzen pozadovany objem
e vzorek je srazeny

e vzorek je po centrifugaci chylozni nebo silné¢ hemolyticky

Pokud dojde k odmitnuti vzorku, je tfeba provést zapis do LIS a do Deniku
neshod pfi pfijmu materidlu. Zapisuje se datum, oddéleni, ze kterého material ptiSel,
jméno pacienta, Cislo zaddanky, divod odmitnuti (napf. Spatnd identifikace, chybéni
udaji atd.), jak byla situace feSena (napf. telefonicky) a jméno osoby, se kterou byla

feSena a podpis laborantky.

Pokud nejde material zpracovat, identifikovat, pozaduje se po I€kafi novy odbér

1 se zddankou. MuZe nastat situace, kdy se Udaje na zddance a zkumavce shoduji,
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ale chybi oznaceni pozadovanych vysetieni. V tom ptipadé se vold 1ékari, ktery sdéli

pozadovana vySetfeni ke vhodné zkumavce. I v tomto piipadé¢ musi byt proveden zapis.

3.1.5 Priprava vzorku k analyze - centrifugace
Pted tim, nez vlozime vzorek do analyzatoru, jsem musela vzorky na analyzu

ptipravit. Pro vysetfeni d-dimeru jsem davala zkumavky zcentrifugovat (odstfedit).

U centrifug se vyuzivd odstfedivé cily, ktera odd€li krvinky od séra nebo
plazmy. Pfi vkladani zkumavek jsem dbala na to, aby byla centrifuga vyvazena, tzn. ze
jsem davala sudy pocet zkumavek. Pokud jsem méla lichy pocet zkumavek
s biologickym materiadlem, k vyvazeni jsem pouziila stejné velkou zkumavku s vodou.
Nastavila jsem pocet otacek a doba odstfedovani vhodnymi tlacitky a vzorky
se zcentrifuguji. Centrifugace zkumavek s citrdtem sodnym trva 15 minut pii 2500

otackach/min.

Megafuge 1.0

Po vyvazeni jsem zaviela viko, pomoci tla¢itka SET a + nebo - nastavila otacky
(speed) a Cas odstfed’'ovani (time), spustila jsem centrifugu pomoci tlacitka START.
V piipadé nutnosti jsem pouzila tlacitko STOP. Po odsttedéni jsem oteviela centrifugu

pomoci tlacitka LID.

Rotofix 32
Opét vyvazime, zavieme viko, pomoci Sipek jsem nastavila pocet otacek a dobu
odstied’ovani a stiskla tlacitko START, v pfipadé nutnosti tlacitko STOP. Centrifuga se

vypne samovolng¢.

Po centrifugaci jsem davala sto¢ené zkumavky opatrné do stojanku
a kontrolovala jsem, zda neni plazma silné¢ hemolytickd nebo chylozni. Pokud jsem
na takovy vzorek narazila, nahlésila jsem to nékteré z laborantek. Takovy materidl se
vétSinou nemohl zpracovat, protoZze by mohlo dojit ke zkresleni vysledkd. V takovém
ptipadé se po lékati pozaduje novy odbér i se zadankou. V ptipad€, ze byla plazma

nazloutlé barvy, mohla jsem material dal zpracovavat.
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3.2 Analyticka ¢ast

Tato ¢ast zahrnuje samotnou analyzu vzorkl, kterou jsem provadéla
na koagula¢nim analyzatoru ACL Elite Pro. Podafilo se mi provést analyzu na 100
vzorcich, které byly pfijaty z rGznych oddéleni Nemocnice Jindfichliv Hradec a.s.

a od externich 1ékaru.

3.2.1 Analyzator ACL Elite Pro
Jedna se o hemokoagula¢ni analyzator, ktery je plné automatizovany, specialné
zkonstruovany pro klinické pouziti v hemokoagulacni laboratofi. Testuje se na ném

srazeni a/nebo fibrinolyza. V Jindfichové Hradci se na tomto analyzatoru provadi:

e koagulaéni testy (PT - protrombinovy ¢as, APTT - aktivovany parcialni

tromboplastinovy ¢as, faktor srazeni VIII)
e chromogenni testy (antitrombin, fibrinogen-C)
e imunologické testy (d-dimer, volny protein S)

e specialni testy (APCR, protein C, protein S)

Obr 6: Koagulometr ACL Elite Pro

(Zdroj: www.nemjh.cz)
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3.2.1.1 Popis pristroje

Na pfistroji miizeme pozorovat n¢kolik komponent: LCD obrazovka, zasobnik
na vzorky, promyvaci roztok, pipetovaci jehly, prostor pro reagencie, pipetovaci
rameno, zasobnik rotorti, odpadni prostor pro rotory, vyvod kapalného odpadu,

klavesnice, externi skener carovych kodu.

Zasobnik na vzorky

Kapacita zasobniku je pro 40 zkumavek. Je zde i 10 pozic pro kalibratory nebo
lahvicky s reagenciemi (oznacené Al - A10). Okolo zasobniku se nachazeji optické

snimace, které rozeznavaji pfitomnost a rozmisténi zkumavek a lahvicek s reagenciemi.

Prostor pro reagencie

Pro reagencie na tomto analyzatoru nalezneme 12 pozic, z nichz 8 pozic je
chlazenych, 4 jsou pro reagencie pouzivané pii pokojové teploté, zaroven 4 z nich jsou

vybaveny michacim mechanismem.

Promyvaci roztok a kapalny odpad

Promyvaci roztok se dostava do promyvaci nadrzky, ktera je umisténa v prostoru
pro reagencie mezi pozici R4 a R5. V této nadrzce se promyvaji pipety mezi cykly.
Odpad jde hadickou do odnimatelné externi nadrzky. Promyvaci roztok se pouziva

1jako opticky referencni roztok pro nefelometricky kanal.

Pipetovaci rameno

Na rameni mizeme najit dvé jehly z nerezové oceli, které pipetuji vzorek a/nebo

reagencie, davkuji je do vnéjSich a vnitinich casti reak¢nich kyvet v rotoru.

Rotory

Jedna se o polystyrenové reakéni kyvety na jedno pouziti, které propoustéji UV
svétlo. Na jednom rotoru nalezneme 20 vngjSich a 20 vnitinich ptfihrddek. Vnéjsi
a vnitini ptihrddka je oddélend ptepazkou. Do wvnitini pfihradky se pipetuje vzorek
a/nebo reagencie, do vnéjsi reagencie. Diky piepazce zustavaji vzorek a reagencie
oddélené, pii centrifugaci pietece obsah vnitini pfihradky do pfihradky vnéjsi a samotna
reakce a jeji analyza probiha ve velké piihradce na vnéjsi strané rotoru. Opticky je tedy

snimdna vnéjsi ¢ast rotoru, které bychom se neméli dotykat.
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Do zasobniku se vejde 12 rotort. Ze zasobniku do prostoru drzéku rotora (kde
probiha analyza) jsou podavany automatickym podavacem. Ten zuzitkované rotory
premistuje do odpadniho prostoru pro rotory, odkud se musi vyhazovat do biologického

odpadu.

3.2.1.2 Kalibrace
Kalibrace se provadi se zménou Sarze, minimalné¢ dvakrat za rok a podle
vysledki denni kontroly kvality. Ke kalibraci se pouzivd kalibrator ze soupravy

LTM

Hemosl D-dimer.

3.2.1.3 Kontrola kvality

Denné jsem provadéla kontrolu suréenou hodnotou d-dimeru od vyrobce.
Komer¢ni kontrolni plazmy jsou dvé, jedna ma abnormalné nizkou a druha abnormalné
vysokou hladinu d-dimeru. U obou je deklarované rozmezi hodnot. Vysledky kontrol se

ukladaji do paméti analyzatoru a na konci mésice jsou tistény.

Externi kontrola kvality probiha 4x ro¢né a je provadéna firmou SEKK.

3.2.2 Stanoveni hladiny d-dimeru
Stanoveni hladiny d-dimeru pomaha odhalit nej¢astéji trombdzu, embolii, DIC

a slouzi k monitorovani trombolytické I€Cby.

3.2.2.1 Princip testu

Ke stanoveni hladiny d-dimeru byla pouZzita metoda vyuzivajici princip latexové
aglutinace. Latexové castice, které jsou potazené monoklonalni protilatkou proti
d-dimeru, tvoii agregaty s d-dimerem z vySetiované plazmy. Turbidita vzorku je pak

mirou koncentrace d-dimeru ve vzorku.

3.2.2.2 Poti'ebné reagencie
Pro méfeni hladiny d-dimeru jsem pouZivala reagencie HemosIL™. Souprava

HemosIL™

pufru (B) a 2 lahvicky d-dimer kalibratoru (C).

D-Dimer obsahuje 4 lahvicky latexové reagencie (R), 4 lahvicky reakéniho

e Latexova reagencie - 3ml lyofylizované suspenze polystyrenovych

latexovych c¢astic pokrytych mySi monoklondlni protilatkou proti
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d-dimeru s hovézim sérovym albuminem, pufrem, stabilizatory

a konzervaénimi latkami

Reakéni pufr - 9 ml fosfaitového pufiu, hovézi sérovy albumin,

stabilizatory a konzervacni latky

D-dimer kalibrator - 1 ml lyofylizovaného roztoku d-dimeru, castecné
purifikovaného z lidského fibrinu nastépeného lidskym plazminem,

hovézi sérovy albumin, stabilizatory a konezrvacni latky

Pro kontrolu vySetfeni d-dimeru na koagulacnich analyzatorech je dtlezita sada

kontrol. Kontroluje se s nimi pfesnost a spravnost stanoveni hrani¢nich a abnormalnich

hodnot d-dimeru. Souprava Hemosl

L™ Controls obsahuje 5 lahvitek nizkych a 5

lahvicek vysokych kontrol.

Nizka d-dimer kontrola - 1ml lyofylizovaného roztoku d-dimeru,
castecné purifikovany z lidského fibrinu, nastépeny lidskym plazminem,

hovézi sérovy albumin, pufr, stabilizatory, konzervacni latky

Vysoka d-dimer kontrola - 1 ml lyofylizovanéhoroztoku d-dimeru,
castecné¢ purifikovaného z lidského fibrinu, nastépeného lidskym
plazminem, hovézi sérovy albumin, pufr, stabilizatory a konzervacni

latky

Soucasné jsou k provedeni analyzy potieba reagencie koagulometru (Faktor

diluent, Cleaning solution, Wash-R Emlusion) a interni kontrolni plazma darca

(skladovani v mrazéku). Pro piipravu reagencii ze souprav se jeSt¢ pouziva aqua

pro iniectione. (Kristufova, 2011)

3.2.2.2.1 Priprava reagencii

- latexova reagencie: obsah lahvic¢ky jsem smichala se 3 ml aqua pro iniectione

- reak¢ni pufr je komeréné ptipraven k pouziti

- d-dimer kalibrator: obsah lahvic¢ky jsem smichala 1 ml aqua pro iniectione

- d-dimer kontroly: opét jsem obsah lahvi¢ky smichala s 1 ml aqua pro iniestione

- reagencie koagulometru jsou pfiraveny k pouZziti
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Latexovou reagencii, kalibrator a kontroly jsem jemné pomichala krouzivymi
pohyby, nechala je stat asi 30 minut pfi pokojové teploté. Pred pouzitim bylo tfeba

reagencie jeste jednou jemné promichat, aby nevznikla péna.

Tabulka 2: Ulozeni a stabilita reagencii (Zdroj: Kristufova, 2011)

stabilita po rozpusténi v origindlni lahvicce

pii2-8°C pfi15-25°C pti-20 °C
latexova reagencie 1 mésic 1den -
reakéni pufr 1 mésic 1 den -
d-dimer kalibrator 1 mésic 3 dny 2 mésice
d-dimer kontroly 1 mésic 8 hodin 2 mésice

smésna kontrola )
pii-42 °C po dobu 1 mésice
darct

Factor diluent - do data exspirace -

Cleaning solution

LM - do data exspirace -

Hemosl

Wash-R Emulsion

- do data exspirace -
HemosIL™

3.2.2.3 Pracovni postup
Pted prvni analyzou se provadi kalibrace pfistroje. Tu provadéla vzdy jedna
z laborantek. Dilezité je rozmisténi vSech reagencii na sprdvnd mista (podle mapy

reagencii uvedené v piistroji).

Odstfedéné zkumavky jsem opatrné odzatkovala a vlozila do zasobniku vzorku.
Dbala jsem na to, aby ¢arovy kod smétfoval vné zdsobniku. Analyzator po spusténi

piete koédy a z laboratorniho informacniho systému zjisti, jakd vySetfeni jsou
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z konkrétni zkumavky pozadovany. Poté nastavd samotnd analyza, kdy analyzator
pipetuje reagencie (70 ul pufru, 90 ul latexové reagencie) a vzorek (20 pl) do rotoru.

Dochazi k odstiedéni, vzniku agregati a méfeni.

Rozsah méfeni koncentrace d-dimeru, ktery je analyzator ACL Elite Pro schopen
zachytit, je 200 — 1050 ng/ml. Pokud dojde k natedéni vzorku, je analyzator schopen

naméfit az 5250 ng/ml.
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3.3 Postanalylticka faze

Vysledky jsou pfeneseny z analyzatoru do LIS, které kontroluje laborantka
s vysokoskolskym vzdélanim. Za cut-off hodnotu v nemocnici v Jindfichové Hradci
povazuji 255 ng/ml. Vysledky jsou uvoliiovany na jednotlivd oddé€leni nemocnice
prostfednictvim nemocni¢niho informac¢niho systému. Vysledky se hodnoti v souvislosti
s klinickym stavem pacienta a vzhledem k fyziologické hodnoté. Nekteré vysledky se
konzultuji s 1ékatem, obzvlast pokud dojde k prudkému vychyleni hodnot, anebo pokud
hodnota prekro¢i koncentraci 1000 ng/ml. Na nékterd oddéleni se vysledky dodavaji
v tisténé formé, stejné€ jako externim lékaiim. VSechny vysledky jsou archivovany v

LISu a v tisténé formé v Hlavni knize.

Zanalyzované zkumavky jsem vyjmula z analyzitoru, zazatkovala a ulozila
do stojanku, ktery byl skladovan nasledujicich 24 hodin pii pokojové teploté.

Archivovany jsou i zadanky.
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4. Vysledky

Vysetiila jsem 100 pacientskych vzorki, z toho 53 od muzi a 47 od zen.
Po ziskani vysledki od 100 pacientd z okresu Jindfichiv Hradec jsem zpracovala
vysledky do tabulek a grafii pomoci programu Microsoft Office 2007. Tabulka

s nam¢fenymi hodnotami a uvedenymi diagndzami je zahrnuta do ¢asti Ptilohy.

4.1. Pomér fyziologickych a patologickych hodnot

Tabulka 3: Koncentrace d-dimeru u muzi a zen

Koncentrace d-dimeru celkem
Pohlavi 0-255 ng/mi > 255 ng/ml
Muzi 25 28 53
Zeny 19 28 47
celkem 44 56 100

Z tabulky ¢. 2 mizeme vycist, ze do cut-off hodnoty se veSlo celkem 44
pacientli, z toho 25 muzi a 19 zen. Patologickou hodnotu vykazovalo celkem 56
vzorkl, z toho 28 od muzl a 28 od zen. Celkem bylo vySetieno 53 vzorkli od muzt a 47

vzorku od Zen.

Graf 1: Koncentrace d-dimeru u muzi a Zzen

Porovnani koncentrace u muzi a Zzen
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koncentrace d-dimeru [ng/ml]
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Graf ¢. 1 ukazuje, Ze fyziologickou hodnotu mélo po zaokrouhleni 47% muzt

a 40 % zen. Patologickou hodnotou bylo zatizeno 53% muzt a 60% zen.

4.2 Vékové zastoupeni vySetiovanych pacienti
Tabulka 4: VE&kové zastoupeni vySetiovanych pacientl

Mladsi nez 45 let | Stars$inez 45 let Celkem
Muzi 10 43 53
Zeny 12 35 47
Celkem 22 78 100

Tabulka ¢. 4 znazoriuje, kolik pacientli ucastnicich se vySetfeni je starSich
nez 45 let a kolik je jich mladSich. Celkem 22 pacientll bylo mladSich 45 let, z toho 10
muzl a 12 zen. 78 pacientl bylo starSich 45 let, z toho 43 muzi a 35 Zen. Celkem se

vySetieni ucastnilo 53 muza a 47 zen.

4.3 Zavislost koncentrace d-dimeru na véku

Graf 2: Zavislost koncentrace d-dimeru na véku
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Na grafu ¢. 2 mizeme vidét zavislost koncentrace d-dimeru na véku. Zaroven

vidime, Ze vySetfeni prob&hlo u pacienti vSech vékovych kategorii ( pod 20 a nad 80

let). Nejsou zde zahrnuty hodnoty vétsi nez 5250 ng/ml a mensi nez 100 ng/ml.

Graf 3: Zastoupeni muzii a zen
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Na grafu ¢. 3 vidime koncentraci d-dimeru v zavislosti na véku, ptiCemz jsou

barevné odliSeni muzi a Zeny. Nejsou zde zahrnuty hodnoty vétsi nez 5250 ng/ml

a mens$i nez 100 ng/ml.

4.4 Prumérna koncentrace d-dimeru celkové

Tabulka 5: Pruimérna koncentrace d-dimeru u muzi a Zzen

Primér Smérodatna odchylka Stiedni chyba priméru
[ng/mi] [ng/mil] [ng/mil]

Muzi 540,9 727,2 102,8

Zeny 786,4 1108,0 161,6

Z tabulky €. 3 vyéteme pramérnou koncentraci d-dimeru, smérodatnou odchylku

a stfedni chybu priiméru. Primérnéd koncentrace d-dimeru u muzi je 540,9 ng/ml, u Zen

je vyssi a sice 786,4 ng/ml. Smérodatna odchylka u muzi je 727,2 a u Zen 1108 ng/ml.

Stfedni chyba priméru u muzi je 102,8 ng/ml a u Zen 161,6 ng/ml.
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4.5. Prumérna koncentrace d-dimeru vékovych kategorii

Graf 4: Primérna koncentrace d-dimeru u riznych vékovych kategorii
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Na grafu ¢. 5 vidime primérné koncentrace d-dimeru u jednotlivych vékovych
skupin. Skupina je tvofena pacienty, ktefi spadaji do dané vékové kategorie. Vékoveé
kategorie jsem si rozdélila po 5 letech. Do grafu jsem nezahrnovala hodnoty vétsi

nez 5250 ng/ml a mensi nez 100 ng/ml.
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5. Diskuze

D-dimer je vhodnym markrem nékterych patologickych stavii. ZvySenou hladinu
nachazime hlavné pfi postizeni trombdzou, kterou je zatizeno ptiblizn¢ 71 pacientt
na 100 000 osob ro¢né (Segal et al., 2007), a plicni embolii, kterou je postizeno 69
pacienti ze 100 000 osob (Gupta et al, 2009). Dale se zvySené hodnoty d-dimeru
objevuji ve stari, pfi mrtvici, v novorozeneckém obdobi, pfi periferni arteriopatii,
srde¢nim selhani, hemolyze, infekci, krvaceni, po nedavné operaci, pii jaternim nebo
ledvinném onemocnéni, zanétlivém stfevnim onemocnéni, DIC, ischemické chorobé

srde¢ni a pfi trombolytické terapii atd. (Tripodi, 2011).

Hladina d-dimeru se vySetfuje i v dob¢ téhotenstvi. ZvySuje se a piekracuje
hodnotu 500 ng/ml. To ale vede k falesné pozitivnim vysledkim. Ve druhém trimestru
mélo zvySenou hladinu 82% z testovanych zen a ve tietim trimestru byly hodnoty vSech
zen veétsi nez 500 ng/ml. To nam ukazuje, Ze koncentrace v prubéhu téhotenstvi
se fyziologicky zvySuje. Proto je nutné zavést nové prahové hodnoty d-dimeru, aby

se vylouc¢ila moZnost vyskytu tromboembolie u téhotnych Zen (Kline et al., 2005).

Pfi vySetfeni hladin d-dimeru jsem se zaméfila i na zachyceni diagnéz,
se kterymi vzorky piisly. Mezi nejCastéjsi diagnoézy (bez ohledu na to, zda Slo
o patologickou hodnotu nebo ne), se kterymi jsem se pii vySetfovani koncentrace
d-dimeru setkala byla pravé flebitida a tromboflebitida cév dolnich koncetin. U této
diagnézy se vyskytly 3 patologické hodnoty a 8 fyziologickych. U této diagnozy
pfedpokladdm, Ze pacienti jsou léCeni, proto hodnota d-dimeru neni ve vétSing
patologicka. Casto se objevila i dusnost a bolest na hrudi, coz miize byt ukazatelem
pravé plicni embolie. U téchto diagndz byla u 13 pacientll zvySena hladina d-dimeru,
fyziologickd byla prokdzana u 9 pacientd. Dal§imi diagnézami byla rtiznd zanétliva
onemocnéni, postizeni srdce, nddory, riznd onemocnéni krve a dalsi. Nepodaftilo se mi
ale provést vySetfeni, které by souviselo s téhotenstvim nebo novorozeneckym
obdobim.
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Za patologickou hodnotu je obecné povazovana koncentrace nad 500 ng/ml
(Korte, Riesen, 2000). V Jindtichové Hradci je ale cut-off hodnota nastavena ponékud
jinak, a sice na 255 ng/ml. Patologickou hodnotu vykazovalo 56 vzorku, 44 vzorki
se veslo do fyziologické cut-off hodnoty. Potvrdil se mi tedy predpoklad, Ze patologicka

hodnota bude naméfena u vice nez poloviny pacientt.

Cilovou skupinou pro vySetfeni jsou piedevsSim lidé stfedniho véku (45 let),
u kterych lze ptedpokladat rozvoj trombotickych stavil, pfiCemz Zeny onemocni Castéji
pred 45. rokem Zivota nez muzi. Tato onemocnéni se mohou tykat i déti. Zilni tromboza
postihuje 1 déti pod 15 let. V souvislosti s rostoucim vékem se riziko vyskytu Zilni
trombozy zvySuje exponencialné. U divek pubertalniho a postpubertdlniho véku
se klade daraz na riziko trombo6z v souvislosti s uzivanim hormonalni antikoncepce.

(Chalmers et al., 2011; Quaseem et al., 2007).

Mohu potvrdit, Ze vySetfeni prob&hlo hlavné u pacienti starSich 45 let. Celkem
jich bylo 78, z toho 43 muzu a 35 Zen. 22 pacienti bylo mlad$ich nez 45 let. Zastoupeni
muzd a Zen je rovnomérné. Pacienti mladsi 15 let byli dva, jeden muzského pohlavi
a druhy zenského. Ani u jednoho nebyla uvedena diagnoéza trombdzy, pouze vada
koagulace. U obou pacientti byla naméfena fyziologicka hodnota d-dimeru. (viz Pfiloha
¢. 7). Zavislost zvySené hladiny d-dimeru na pohlavi hemohu potvrdit, protoze vztah

neni linearni, neni mozné daty smyslupIné prolozit ptimku.

Pti zjistovani, zda se koncentrace d-dimeru zvySuje s rostoucim vékem, jsem
zjistila, ze nalezeny model neni pfili§ kvalitni. To urcuje hodnota spolehlivosti (R)
spojnice trendu, jejiz hodnota je blizko nule. Nelze tedy fict, ze koncentrace d-dimeru
se umérné zvySuje s rostoucim vékem. To souvisi i se zjisténim, ze ziskané vysledky
jsou velice variabilni. Primérna hodnota hladiny d-dimeru u muzi je 540,9 ng/ml, u zen
je to 786,4 ng/ml. Rozptyl hodnot kolem stfedni hodnoty je u obou pohlavi vysoky.
U muzi dosahuje hodnoty 727,2 ng/ml a u zen je to dokonce 1108 ng/ml. V obou
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pripadech je smérodatna odchylka pies 40% vétsi, nez samotny prumér. Stiedni chyba

priméru je také vysoka, u muzi 102,8 ng/ml a u zen 161,6 ng/ml.

Pro zmapovani koncentraci d-dimeru v rdznych vékovych skupinach jsem
si rozdélila pacienty do skupin. Kazda skupina je interval 5 let véku. Nejvice pacientii
bylo v kategorii 61-65 let, 71-75 let a 76-80. V kazdé této kategorii bylo 10 pacientu.
Nejméné pacientti spadalo do ve€kové kategorie 11-15 let, 21-25 let a 41-45 let, kde byli
pacienti po dvou. U kategorie 16-20 let jsem nevySetfila zadného pacienta. Nejvyssi
primérnou hodnotu d-dimeru jsem naméfila u posledni kategorie - 86-90 let. Nejnizsi
u kategorie 11-15 let (2 pacienti), nasledovala skupina pacientt ve véku 41-45 let
(2 pacienti). Nejvice patologickych hodnot se vyskytovalo u pacientit v€kové skupiny
86-90 let. U vSech 8 pacientii z této vékové kategorie jsem naméfila patologickou

hladinu d-dimeru v plazmé.

Pii interpretaci vysledkl je dulezité zamétit se nejen na to, zda hodnota je
patologicka nebo ne, ale 1 na klinicky stav pacienta, divod, pro¢ k vySetfeni doslo.
U pacientt, ktefi jsou pod vlivem lécby trombotickych stavii je dalezité pozorovat
1 pfedchozi vysledky vySetfeni i1 vysledky ostatnich vySetfeni. Hlida se razantni
vychyleni hodnot od hodnot dfive provedenych vySetfeni. Muze to znamenat
nedodrzovani zasad 1écby, ale 1 zménu stavu pacienta. Pii hodnoceni vysledki si
v hematologické laboratofi v Jindiichové Hradci v§imaji 1 hodnot, které prevysuji 1000

ng/ml. Takové hodnoty je pak nutné ozndmit telefonicky osettujicimu 1ékari.

Dfiive se hojné¢ vyuzivalo ELISA stanoveni d-dimeru v plazmé k diagnostice
trombotickych stavil. Tento test byl dlouhou dobu povazovan za zlaty standard, ale bylo
potieba vyvinout test, ktery by byl rychlejsi a poskytoval by kvantitativni vysledek.
Mezi takové testy patii stanoveni d-dimeru pomoci latexové aglutinace. V dne$ni dobé
se u této metody pro méfeni nejvice vyuziva imunoturbidimetrie. Byl kladen diraz
na to, aby bylo mozné rychlé vySetieni vzorkd, napf. aby bylo mozné vyloucit Zivot

ohrozujici stav (tyka se hlavné plicni embolie). Proto byla vyvinuta tato metoda, ktera
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poskytuje kvantitativni hodnoceni. Citlivost této metody je pfes 90 %, specificnost je
ale ponc¢kud niz$i - kolem 70 %. Tento test se provadi na automatizovaném
koagulometru, umoznuje poskytovat opakované nizsi koncentrace d-dimeru. Test mize

byt zhotoven do 15 minut. (Tripodi, 2011; Brown et al., 2003; Heim et al., 2004).

Se stejnou metodou jsem pracovala v nemocnici v Jindfichové Hradci, kde

se provadi vySetieni pacientli z ambulanci na koagulometru ACL Elite Pro.
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6. Zaveér

Cilem mé bakalaiské prace bylo osvojeni si metody, kterou pouZzivaji
na oddéleni Hematologie krevni transfiize v Nemocnici Jindfichtiv Hradec a.s. Druhym

cilem bylo vysetiit minimaln¢ 30 vzorkti v obdobi jednoho mésice.

Podatilo se mi vysettit 100 vzorkt, z toho 53 od muzi a 47 od Zen. Z celkového
mnozstvi vykazovalo patologickou hodnotu (nad hodnotou cut-off = 255 ng/ml) 56

vzorku. 44 pacientti mélo fyziologickou hodnotu d-dimeru.

Stanovila jsem si tf1 hypotézy:

Hypotéza 1 znéla, ze zvySena hladina nezavisi na pohlavi. Tato hypotéza se mi
potvrdila. Nemizu fict, Ze by se zvySena hladina d-dimeru vyskytovala statisticky

vyrazngji u muzi nebo u Zen.

Hypotéza 2 tika, Ze koncentrace d-dimeru v pacientskych vzorcich stoupa
se zvySujicim se vékem. Tato hypotéza se mi nepotvrdila, 1 kdyz byly v zastoupeni
témer vSechny vékové skupiny (kromé novorozencti, piedSkolnich a Skolnich déti). Na
druhou stranu, mozna prave to, ze tyto mladsi vékové skupiny se mezi vySetfovanymi
vzorky neobjevili poukazuje na to, Ze patologickymi stavy, spojenymi se zvysenou

koncentraci d-dimeru v krvi, netrpi.

Poslednim ptedpokladem bylo, ze zvySena hladina d-dimeru bude u vice nez
poloviny vzorki. To se mi u vySetfovanych pacientt z okresu Jindfichiv Hradec
potvrdilo. Tento vysledek jsem pfedpokladala z diivodu toho, Ze do zminéné laboratoie

se vzorky pro vySetieni d-dimeru dostavaji hlavné z ambulantnich oddéleni nemocnice.

Pro lepsi statistické hodnoceni by bylo vhodné zaméfit se na vétsi skupinu

obyvatel, s tim, Ze by byli zahrnuty vSechny vékové kategorie s rovnomérnym
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zastoupenim muzd a Zzen. Bylo by vhodné do vySetfovani zahrnout i tu skupinu lidi,

kteti by nevykazovaly zddné znamky trombofilnich stavii.

Myslim si, ze v dne$ni dobé je vyskyt trombofilnich stavli pomérné casty.
Dtivodem mohou byt dédiéné priciny, ale stejné tak i pfiiny jako je stravovani, malo
pohybu, Zivotni styl. Myslim, Ze zménou zazitych navykt a zménou Zivotniho stylu
by se dal omezit vyskyt téchto patologickych stavii. Dnes ale zaroven dochazi k tspésné

a dobte kontrolovatelné terapii.
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9. Prilohy

filoha & 1 Zadanka oddéleni hematologie a krevni transfiize Nemocnice Jindfichtiv

Hradec, a.s.

Oddéleni hematologie a krevni transfiize Nemocnice J. Hradec a.s.
ADANKA O LABORATORNI VYSETRENI Podpis lékate, razitko, adresa, ICZ/ICP

PFijmeni, jméno

Cislo pojisténce

Diagnoza

Statim E ; 3 £
todou je uveden typ odebirs ilu (B = krev)
- Krevni obraz * B-K2EDTA . AT III - antitrombin 111 - citrit

- Krevni obraz s rozpoétem leukocytu * B-K2EDTA . D-dimer* - citrit

Rozpocet leukocytu mikroskopicky B-K2EDTA Trombofilni stavy koagulaéni - citrit
screening

- Retikulocyty B-K2EDTA . Protein § - citrit
LE buiiky Srazlivi Protein C - citrit
krev

Quick - tromboplastinovy test* - citrdt . Hladina faktoru VIII - citrit
APTT* - citrit

Fibrinogen * RNTTE I Laboratorni Eislo

Trombinovy ¢as* - citrit

Krvicivost dle Duke

2075.1
Podrobné informace jsou dostupné na internetu i internetu Nemocnice J. Hradec a.s. v laboratornf pFirutce oddélent.

filoha ¢&. 2 Centrifuga Megafuge 1.0 (Zdroj: viastni foto)




Priloha ¢. 4 Zasobnik na vzorky (Zdroj: viastni foto)

Priloha ¢&. 5 Rotor s reak¢énimi kyvetami (Zdroj. viastni foto)

Priloha ¢. 6 Promyvaci roztok Wash-R a dilutory (pipetovaci jehly) (Zdroj: viastni foto)
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Priloha ¢. 7 Tabulka namétenych hodnot d-dimeru a diagndz, fazeno podle pohlavi

a roku narozeni

Cislo Rok Konc_entrace
Pohlavi , | d-dimeru Diagnoza
vzorku narozeni
[ng/ml]

1 muz 25 355,2 Méstnavé selhani srdce

2 mu 26 472.7 Flebjtic}a a tromboflebitida cév dolnich
koncetin

3 muz 27 255,6 Anémie

4 muz 28 1151,2 Cystitida

5 mus 28 2214 Fleb}tic}a a tromboflebitida cév dolnich
koncetin

6 muz 28 330,9 Esencidlni (primarni) hypertenze

7 muz 31 698 Mdloba - synkopa a zhrouceni - kolaps

8 muz 32 1222 Mdloba - synkopa a zhrouceni - kolaps

9 muz 34 2471,1 Esencidlni (primarni) hypertenze

10 muz 34 > 5250 Subduralni krvaceni (akutni) (netirazove)

11 muz 35 369,7 Akutni infekce HCD

12 muz 36 886,7 Horecka

13 muz 37 166,5 Vada koagulace

14 mus 37 101 Flebjtida a tromboflebitida cév dolnich
koncetin

15 muz 39 3414 Esencialni (primarni) hypertenze

16 muz 40 279,8 Bolest hrudi

17 muz 41 1664 Chronické selhani srdce

18 muz 41 3146,6 Dusnost - dyspnoe

19 muz 42 > 5250 Nestabilni angina (pectoris)

20 muz 42 244 Dusnost - dyspnoe

21 muz 43 857,2 Dusnost - dyspnoe

29 s 44 217 .4 Pozorovani pro [?odezfeni na nemoc
nebo patologicky stav

23 s 44 649.1 Pozorovani pro [?odezfeni na nemoc
nebo patologicky stav

24 muz 45 1603,7 Esencidlni (primarni) hypertenze

25 muz 46 259,9 Bolest hrudi

26 muz 47 201,5 Dusnost - dyspnoe

27 muz 48 136,3 Fibrilace a flutter sini

28 muz 48 260,5 Meéstnavé selhani srdce

29 muz 50 298 Dusnost - dyspnoe

30 s 51 206.1 Pozorovani pro Podezfeni na nemoc
nebo patologicky stav

31 muz 52 714 Zilni méstky dolnich konéetin se zdndtem

32 muz 52 204,8 Bolest hrudi

33 muz 53 168,8 Dé&dicna sférocytoza
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34 muz 53 131 Fibrilace a flutter sini

35 mus 54 <100 Flel)vltha a tromboflebitida cév dolnich
koncetin

36 muz 54 439,1 Chronicka ischemicka choroba srde¢ni

37 mu 55 9017 Sekundarr}l a neuréeny ZN - nitrohrudni -
intratorakdlni - mizni uzliny

38 muz 55 149,1 Bolest hrudi

39 muz 55 276,4 Dorzalgie, mnohocetné postizeni patere

40 mu 64 192.7 Flebvltlc.ia a tromboflebitida cév dolnich
koncetin

41 muz 65 119,2 Fibrilace a flutter sini

42 muz 66 130,3 Chronické selhani ledvin

43 mu 67 153,7 Pozorovani pro Podezrem na nemoc
nebo patologicky stav

44 mus 73 266.2 Flebvltlc.ia a tromboflebitida cév dolnich
koncetin

45 mus 73 236 Flebvltlc.ia a tromboflebitida cév dolnich
koncetin

46 muz 76 255,1 Vada koagulace

47 mu 76 235.9 Flelavltha a tromboflebitida cév dolnich
koncetin

48 mu 78 262.5 Pozorovani pro podezrem na nemoc
nebo patologicky stav

49 mu 80 555.4 Pozorovani pro podezrem na nemoc
nebo patologicky stav

50 muz 85 168,3 Bolest hrudi

51 s 85 137 Flebvltu‘ia a tromboflebitida cév dolnich
koncetin

52 muz 89 155,8 Dusnost - dyspnoe

53 muz 99 153 Vada koagulace

54 zena 21 368,4 Selhani srdce

55 zena 21 537,1 Selhani srdce

56 zena 23 740,5 Nestabilni angina (pectoris)

57 Zena 24 4842,2 Pokracujici infarkt myokardu pfedni stény

58 zena 24 1089,2 Akutni bronchitida

59 zena 25 1483,2 Dusnost - dyspnoe

60 zena 27 1875 Fibrilace a flutter sini

61 zena 28 289,3 Plicni embolie bez akutniho cor pulmonale

62 Zena 28 792,6 Dusnost - dyspnoe

63 zena 29 675,1 Bolest hrudi

64 ena 32 1658 F lek)vltha a tromboflebitida cév dolnich
koncetin

65 zena 32 167,5 Hypoglykemie bez komatu zptisobena léky
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66 Zena 33 629,7 Bolest hrudi

67 zena 34 369,7 Dusnost - dyspnoe

68 zena 34 297,6 Dusnost - dyspnoe

69 sena 35 3945 Diabetfs,mqlitus ne.zévisly. na inzulinu
s neurcitymi komplikacemi

70 zena 38 169,4 Astma prevazné alergické

71 zena 39 634,6 Selhani srdce

72 zena 39 1145,5 Fibrilace a flutter sini

73 zena 40 770 Dusnost - dyspnoe

74 zena 43 160,6 Mdloba - synkopa a zhrouceni - kolaps

75 sena 43 177.6 Mozkovy ,infarkt zpﬁsopeny neurcitou inkluzi
nebo stendzou mozkovych tepen

76 zena 47 4234,8 Gastroenteritida a kolitida NS ptvodu

77 zena 48 1272,2 Bolest v konceting, bérec

78 zena 49 153 Bolest hrudi

79 zena 51 3288 ZN - dolni lalok bronchus nebo plice

80 zena 51 176,7 Dusnost - dyspnoe

81 zena 53 149,7 Fibrilace a flutter sini

82 zena 57 131,5 Dyspepsie

83 zena 58 137,9 Palpitace

84 ena 60 151.1 Diabetvqs,mglitus ne‘zévisly'na inzulinu
s neurcitymi komplikacemi

85 ena 60 181.2 Pozorovani pro podezfeni na nemoc
nebo patologicky stav

86 sena 63 218.6 Fleb}tic}a a tromboflebitida cév dolnich
koncetin

87 zena 65 208,1 Zhoubny nador - horni zevni kvadrant prsu

88 zena 67 147,9 Bolest hrudi

89 zena 73 330,7 Mdloba - synkopa a zhrouceni - kolaps

90 zena 74 469,5 Vada koagulace

91 zena 76 38494 Selhani srdce

92 zena 78 272,3 Alergie

93 zZena 79 256,6 Chronickd ryma

94 sena 80 1151 Pozorovani pro Podezfeni na nemoc
nebo patologicky stav

95 zena 81 148,2 Endometridéza panevni pobrtiSnice

96 Zena 81 198,6 Abnormality bilych krvinek, nezatazené jinde

97 zena 86 330,3 Dusnost - dyspnoe

98 zena 89 160,6 Mdloba - synkopa a zhrouceni - kolaps

99 zena 92 967,9 Pneumonie

100 zena 97 1444 Vada koagulace
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