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ABSTRACT: Coagulation examination

Today coagulative examination belongs to the hematological tests which are
often required namely as part of pre-surgery examinations and in frame of anti-
coagulative therapy observation. The basic coagulative examinations are activated
partial tromboplastine time (aPTT), protrombinal time (PT), determination of blood
platelets amount and the time of bleeding (Duke’s time). These examinations enable us
to find out whether a disorder of internal or external way of coagulative cascade occurs
or if it applies to trombocytopathy or a functional blood platelets disorder. This thesis
focuses on research what is the influence on the aPTT examination and PT time
interval result between the patient’s blood taking and its laboratory analysis.

The coagulative cascade is stated in the theoretical part along with its main ways
according to the latest literary data and additions. The following chapter deals with
coagulative factors which take part in the coagulative cascade activation. Attention is
also dedicated to blood platelets and next possible pathology of haemostasia. The
biggest part deals with the methods of coagulative determination. The thesis focuses
also on analytical processes during coagulation examination, as well as the significance
of non-analytic examination phase is emphasized here.

The practical and research part of my thesis was performed in the laboratory
Laboma, s.r.0. Ceské Bud&jovice, where I examined 50 random samples chosen of daily
routine operation from various patients. In all these samples coagulative examination
with aPTT and PT tests was carried out at different time intervals after the blood taking.
The aim was to verify how final values of the stated coagulation examinations change if
these are carried out after a longer time than recommended in the laboratory practice. In
both used coagulation tests, before the sample analysis, verification was made to prove
the outcome exactness. Verification is also the practical part of this thesis.

On the basis of measured outcomes, I carried out the statistical evaluation which
shows how measured values differ depending on the blood taking time interval and
whether it is possible to perform these coagulation examinations in a different time

interval from blood taking,
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Uvod

Vysetieni koagulace se v dnesni dob¢ provadi v kazdé hematologické laboratofi.
Predoperacni vySetfeni srazlivosti krve je racionalni diagnosticky zaklad, ktery by mél
byt proveden pacientim, ktefi jdou na planovany operacni vykon. Hlavnim cilem
predopera¢niho monitorovani hemostazy je zvysit bezpecnost pacientl, kteti podstoupi
chirurgicky zéakrok (Kozek-Langenecker 2010). Dalsim, mnohem dilezitéjsim
diavodem, kdy se provadi pravidelné vySetieni koagulace je monitorovani
antikoagulacni terapie. NejCastéji provadéné vySetteni je vySetieni Casti zevni a vnitini
cesty koagulace (PT a aPTT). Ptipadné prodlouzeni cCasit muze byt disledkem
nepfitomnosti jakéhokoliv koagula¢niho faktoru nebo jeho nedostatecnou aktivaci.
Nejcastéji vyskytujici se nedostatek koagulacniho faktoru je nedostatek FVIII u jedinct
s hemofilii (Kershaw et al. 2009).

Véda i technika ve zdravotnictvi v poslednim desetileti pokrocila. Proto se uz
dnes nepouzivaji k vySetfeni koagulace manualni metody, ale nahradily je automatické
koagula¢ni analyzatory nebo-li koagulometry. Tyto pfistroje usnadni laborantkdm praci
a samoziejme usetii hodné Casu, ktery by stravily tahanim prvniho fibrinového vldkna u
manualnich metod.

Systémy k vySetfeni hemostazy jsou metody, které zjistuji hlavné ucast slozek
plazmatického koagulacniho a fibrinolytického systému v celkovém procesu hemostazy.
Jedna se pfedevsim o funkeni testy — koagulacni metody, spektrofotometrické metody,
ale i metody ke stanoveni antigenu (Pecka et al. 2010). V této praci se budu zabyvat
pouze metodami koagula¢nimi. Zcela nejnovéjsi metodou, kterd usnadni koagulacni
vySetfeni je systém CoaguChek XS, nebo-li monitorovani metodou POCT (Point-of-
care testing).

Laboratof Laboma sr.o. v Ceskych Budgovicich, kde jsem provadéla
praktickou ¢ast své prace ma kdispozici automaticky koagulacni analyzator
CEVERON® Alpha, na kterém jsem vysetiovala nahodné vybrané pacientské vzorky. U
téchto vzorki jsem zjistovala, jaky vliv ma casovy faktor na kvalitu vySetieni, pokud se

vySetieni provadi v del$im ¢asovém intervalu od odbéru nez je doporuceno.



1. Soucastny stav — teoreticka cast

1.1 Koagulacni kaskada

Koagula¢ni kaskada, jinak také zvana plazmaticky koagulacni systém
predstavuje skupinu dé&jt, které vedou ke vzniku nerozpustného fibrinu (Pecka 2004).
Cilem tohoto systému je tedy preména fibrinogenu na fibrin, ktery stabilizuje
destickovy trombus a vytvaii tak, vsoucinnosti skrevnimi bunkami cerveny
(definitivni) trombus. Tato pfeména je uskuteCiiovana sérii na sebe navazujicich
enzymatickych reakci (Kubisz et al. 2006). Koagulacni kaskadda se podle zpisobu
aktivace dé€li na zevni a vnitini systém (Matyskova et al. 1999). Hlavnim inicidtorem
koagulacni kaskady je tkanovy faktor (Mitroulis et al. 2010). Aktivace koagulacni
kaskady vznika vytvofenim komplexu TF s FVIla. Tento komplex piimo aktivuje
koagulacni faktory FIX a FX, které v posledni fad¢ vedou ke vzniku fibrinu a vytvofeni

koagula (Holy, Tanner 2010).

1.1.1 Cesty koagulace

Pii srazeni krve obéma zplsoby, jak cestou vnéjsi tak vnitini mé dilezitou tllohu
fosfolipidova slozka. K aktivaci zevni (tkanové) cesty je zapotiebi tkanového faktoru
(TF), ktery se uvolnuje napt. v piipadé poranéni (Matyskova et al. 1999). Pti této cesté
se uplatituje fosfolipid, ktery je spolu s tkanovym faktorem soucasti tkanového
tromboplastinu. Za putsobeni tohoto fosfolipidu spolu s vapenatymi ionty dochazi
k ptimé aktivaci FX na FXa, ktery byl aktivovan komplexem TF a FVIla. Pro vnitini
(plazmatickou) cestu poskytuje fosfolipid trombocyty ve formée destickového faktoru 3.
Pti této plazmatické cesté se postupné aktivuji nékteré plazmatické faktory (Hrubisko et
al. 1983). D¢&je se to aktivaci, kdy dochazi ke kontaktu FXII a FXI s aktivnim
povrchem, fyziologicky kolagenem obnazenym po poranéni (Matyskova et al. 1999).
Aktivni FXII spolu s prekalikreinem a HMWK (vysokomolekularnim kininogenem)
aktivuje FXI a ten FIX, ktery za kofaktorového pusobeni aktivuje FVIIla a za piisobeni



destickového fosfolipidu aktivuje FX (Matyskova 2010). Za vlastni aktivaci
protrombinu odpovida FXa, at’ uz jde o aktivaci vnitini nebo vnéjsi cestou. Od aktivace
FX je dalsi cesta koagulace (pfeména protrombinu na aktivni trombin) az po pfeménu
fibrinogenu na fibrin stejna (Hrubisko et al. 1983). Pfeména protrombinu na trombin je
uskute¢novana pomoci aktivniho FV, Ca’ a fosfolipidu (obr. 1) (Kurata, Horii 2004).
Je to klicovy proces, ktery urCuje rozsah hemostatické zastrcky nebo trombotického
procesu. Nasledné roztrzeni trombinu je zasadni pro vytvofeni stabilni fibrinové
fibrinogenu na fibrin za G&asti trombinu. Trombin s Ca®" aktivuje FXIIla, ktery

zodpovida spolu s trombinem za vznik pevného fibrinového vlakna (MatySkova 2010).
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Obr. 1: Kaskada koagulac¢nich faktort



Do procesu krevni koagulace patii a systém fibrinolyzy, ktery ale neni

predmétem mé prace, proto zde neni popsan.

1.2 Koagulacni faktory

Vétsina koagulacnich Cinitelll je tvofena v jatrech, nekteré potiebuji k syntéze
vitamin K, jsou to tzv. K-dependetni faktory. VétSina znich, mimo fibrinogenu a
protrombinu se nachdzi v plazmé ve velmi nizkych koncentracich. Prevazna cast
faktordl, s vyjimkou tkanového faktoru, je v plazmé pfitomna ve formé proenzymu
(koenzymu) a pro svou spravnou funkci vyzaduje proteolytické Stépeni, pii kterém
z puvodniho proenzymu vznikd koagulacné aktivni enzym. Jediny z faktort, ktery
koluje v cirkulaci v aktivni form¢, ale ve velmi nizkych koncentracich, je FVIla.
Vétsina faktoru VII je pfitomna v plazmé v podobé neaktivniho proenzymu. V ptipadé
koagulacnich faktorti se jednd pievazné¢ o glykoproteiny charakteru proenzymu a
kofaktort, které v procesu krevniho srazeni prodélavaji strukturdlni zmény. Faktory II,
VII, IX, X, XI, XII a prekalikrein po rozstépeni vykazuji enzymatickou aktivitu a fadi
se mezi serinové proteazy. Jejich aktivni misto obsahuje serin. Jiné koagulacni faktory
se po rozStépeni ucastni tvorby koagulaéné aktivnich komplexti a chovaji se jako
kofaktory. Jsou to pfedevsim faktory VII, V a vysokomolekularni kininogen (HMWK)
(Pecka 2004).

1.2.1 Proenzymy — enzymy

Vétsina enzymi, které se podili na koagulaci, jsou serinové proteazy, maji tedy
v aktivnim misté enzymu aminokyselinu serin. Tato skupina koagulac¢nich faktor se
Jako prvni jsou faktory zavislé na vitaminu K, tzv. K-dependentni faktory.
K jejich tadné funkci je potieba vitaminu K, ktery je nutny pro karboxylaci y-
karboxyglutamatového zbytku. Na vitaminu K zavislé faktory jsou FII, VII, IX, X. Tyto

faktory jsou pfi nedostatku vitaminu K sice tvoreny, ale nevznikaji jejich aktivni formy.
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Faktor II nebo-li protrombin vznikéd v jatrech (Matyskova et al. 1999). Jeho aktivni
forma trombin hraje zasadni roli jak v koagulaci, tak i v antikoagulaci ¢i fibrinolyze
(Licari, Kovacic 2009). Vedle Stépeni fibrinogenu v koagulac¢ni kaskadé¢ katalyzuje
trombin tii skupiny reakci, které slouzi k regulaci tvorby koagula. Prvni skupina
zahrnuje aktivaci bunék, ¢imz vzniknou povrchy, na kterych mohou koagulacni reakce
probihat. Druha skupina reakci slouzi k posileni probihajici koagulace a zpevnéni
vznikajiciho koagula. Posledni typ reakci je naopak nutny k zabranéni nadmérmému
sraZeni. Jedna se o reakce vedouci k inaktivaci faktord krevniho sraZeni. Trombin
zasahuje 1 v jinych systémech, hraje dtlezitou roli pii poranéni v procesech zastavy
krvaceni, zanétu a hojeni. (Matyskova et al. 1999). Zvysena hladina protrombinu je
spojena s rizikem vzniku arterialni a zilni trombdzy (Scott et al. 2004). Faktor VII, ktery
se syntetizuje v jatrech, je pfitomen také v séru. Je aktivovan FXa, FXIla, FXIa, FIXa,
ale i komplexem TF-FVIla. Jeho aktivita se pomalu zvySuje s vékem a v t¢hotenstvi
(Matyskova et al. 1999). Faktor IX, ktery je nalézan i v séru, je potiebny k zastave
krvaceni a jeho nedostatek je pricinou hemofilie B (Sineuridze et al. 2010). Je aktivovan
FXla, ale také FVIIa. Jeho aktivni forma ma strukturu podobnou trypsinu. Faktor X je
také tvofen v jatrech a je obsazen v séru. Je aktivovan tendzou, coz je komplex FIXa,
PL (fosfolipidu), Ca®* a FVIIIa a nebo je aktivovan komplexem TF-FVIla. Aktivovana
forma tohoto faktoru v pfitomnosti PL a Ca** aktivuje FV na FVa (Matyskova et al.
1999). Nedostatek FX je vzacny a jeho diagnostika je zaloZzena na soucastném
prodlouzeni PT 1 aPTT (Menegatti, Peyvandi 2009).

Dalsi podskupinou jsou faktory citlivé k trombinu, kam se fadi faktor XIII nebo-
li fibrin stabilizujici faktor. Je to posledni faktor koagula¢ni kaskady (Matyskova et al.
1999). Jde o klicovy regulator fibrinolyzy. FXIII je pfitomny v trombocytech,
monocytech a v makrofazich (Muszbek et al. 2010). Jeho aktivni forma hraje dalezitou
roli v hemostaze, hojeni ran a udrZeni t€hotenstvi.

A jako posledni podskupina proenzymi jsou faktory faze kontaktu, mezi které
patii FXII a FXI. Faktor XII je nalézan jak v plazmé¢, tak i v séru (MatySkova et al.
1999). Je to koagulacni protein, ktery je nezbytny pro testy krevni srazlivosti, ale jeho

nedostatek neni spojen s krvacenim (Stavrou, Schmaier 2010). ZvysSena hladina FXII je
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u zen v t€hotenstvi a po menopauze. Faktor XI je zymogen proteazy plazmy a je tvoren
predevsim v jatrech (Martincic et al. 1999). Jeho aktivni forma pfispiva k hemostaze pti
aktivaci FIX (Emsley et al. 2010). FXI je aktivovan limitovanou proteolyzou FXIIa,
trypsinem, FVIIa, ale i trombinem v pfitomnosti negativné nabitych ¢astic (Matyskova

et al. 1999).

1.2.2 Kofaktory

Kofaktory se déli na plazmatické a bunécné.

Do plazmatickych kofaktort se fadi FV a FVIII (Matyskova et al. 1999). FV se
tvoii vjatrech a v megakaryocytech, ale je také pfitomny v plazmé a v granulich
krevnich desticek. Je aktivovan limitovanou proteolyzou trombinem a FXa. FVIII se
v plazmé vyskytuje ve stopovém mnozstvi, kde je navazan na von Willebrandtiv faktor
(VWF). Vazba s vWF stabilizuje FVIII tim, ze ho chrani pfed biologickym Stépenim
aktivovanym proteinem C a FXa (Pecka et al. 2010).

Mezi bunééné kofaktory patii tkanovy faktor. Tento faktor neni za normalniho
stavu pritomen na cévnich endotéliich, krevnich elementech a necirkuluje v plazmé.
Naléza se v adventicii tkani, na bunikach obklopujici cévy, tedy na bunkach, které se
fyziologicky nedostanou do kontaktu s krvi. TF zahajuje koagulaci tvorbou komplexu

s koagula¢nim faktorem FVII a FVIla (Matyskova et al. 1999).

1.2.3 Fibrinogen

Fibrinogen je faktor s nejvyssi koncentraci v plazmé. Pro zachovani struktury a
stability tohoto faktoru hraji dileZitou roli Ca*". Hladina fibrinogenu se zvysuje pii
zatézich jako je poranéni, zanéty a tchotenstvi (Matyskova et al. 1999). Piilis vysoka
koncentrace fibrinogenu je hlavnim rizikovym faktorem pro vznik trombozy a
kardiovaskularnich chorob. Z fibrinogenu spolu s glykoproteinem je tvofena hlavni

bilkovinna slozka krevni srazeniny — fibrin, ktery velmi necinn¢ obihd v krevnim fecisti
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(Scott et al. 2004). Vazba fibrinogenu s nékterymi proteiny plazmy ovliviiuje proces

formace fibrinu i jeho rozpousténi (MatySkova et al. 1999).

1.3 Trombocyty

Dalsimi komponenty, které hraji zasadni roli pfi srazeni krve jsou trombocyty.
Aktivné se také podili u zanétlivych procesti a pifi hojeni ran (Dame et al. 2006).
Aktivace trombocytl je rozhodujici pro jejich spravnou funkei, kterda zahrnuje
komplexni souhry adheze a signalizacnich molekul (Jurk, Kehrel 2005). Aktivace
krevnich desticek nastane napf. pfi poruseni cévni stény, poté zméni svij diskoidni
(klidovy) tvar na tvar s kulovitymi vyb&zky a ptilepi se na svtij povrch. Tento proces se
nazyva adheze a vyZaduje ptitomnost nékolika adhesivnich proteinti, zejména se zde
uplatiiuje vWF, fibronektin, fibrinogen a ¢ast Ca®". V dalsi fazi se desticky lepi na sebe,
jde o tzv. agregaci. Agregaci zpusobuje ADP uvolnény zporanéné tkan¢ a ADP
uvolnény z hutnych granul, které se uvoliuji pfi zméné tvaru trombocyti. Adhesivni a
agregacni schopnost desti¢ek odpovida za vznik primarni hemostatické zatky. Jen na ni
se pak mlze vytvorit pevna sekundarni fibrinova hemostaticka zatka ve formé fibrinové
sit¢ nebo koagula. Spolu s ADP se uvoliiuji z trombocytt i dalsi latky zesilujici
agregaci, tedy latky, které zplsobuji smr$téni cévni stény, tzv. vazokonstrikci a latky,
které zasahuji do procesu srazeni krve. Vyznamnou ulohou krevnich desticek je
smrst'ovani nebo-li retrakce fibrinové sraZzeniny nebo koagula (Hrubisko et al. 1983). In
vitro dochazi k vytlaceni séra ze smrstujiciho se koagula a in vivo slouzi k podpofe

uzavieni rany (MatySkova et al. 1999).
1.4 Patologie hemostazy

Koagulacni poruchy jsou pomérné casté. Intenzivni péce se poskytuje
pacientim, ktefi trpi tézkou trombocytopénii, pacientim, u kterym se provadéji

dlouhodob¢ globalni testy srazlivosti a v neposledni fadé pacientim, které postihla

diseminovana intravaskuldrni koagulace (DIC) (Levi, Schultz 2010). Pii poruse
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nekterych slozek hemostazy dochédzi k prodlouzeni ¢asu krvaceni a k opozdénému

hojeni.

1.4.1 Poruchy destickové sloZky

Pokud jde o snizeni poctu trombocytd, jednd se o trombocytopénii. V piipadé
kvalitativniho nedostatku trombocytii jde o trombocytopatii. Obé tyto poruchy mohou

zpusobit poruchu v hemostaze (Hrubisko et al. 1983).

1.4.2 Poruchy cévni slozky

Zanétlivé nebo alergické zmény drobnych cév mohou vést ke zvySeni
propustnosti cévni stény a k pronikani krve do okolnich tkani, tim se na kiizi a sliznicich
tvoti krevni vyrony.

Mezi vrozené poruchy patii vrozend teleangiektazie, ktera se projevuje jasné
¢ervenymi uzlicky na rtech, ¢ele, tvafich, na nosni a Ustni sliznici, ale i v zaZivacim
traktu. Tyto uzlicky jsou velikosti $pendlikové hlavicky, v misté vyduté cévy snadno
prasknou, nereaguji vazokonstrikei a t€zko se zde tvoii hemostatickéd zatka (Hrubisko et
al. 1983).

Mezi ziskané choroby patii degenerativni nebo zanétlivé zmény na cévach, které
mohou byt pfic¢inou trombdzy. Krevni desticky hraji dalezitou roli pfi
tromboembolickych onemocnénich, pfispivaji ke vzniku trombi, které mohou vést
k t€Zkym komplikacim, jako jsou cévni mozkové piithody nebo infarkt myokardu
(Lowenberg et al. 2010). Tromboza a jeji komplikace v soucastné dobé zaujimaji prvni
tfi mista kardiovaskularnich chorob, které jsou hlavni pfi¢inou nemocnosti a umrtnosti
na celém svété (Owens, Mackman 2010).

Pokud wvznikaji tromby v kapilarach ve vétSin€ tkanich, jednd se o
diseminovanou intravaskularni koagulaci, kdy je nejcastéjsi pfi¢inou uvolnéni

tkanového tromboplastinu z poSkozenych tkani (Hrubisko et al. 1983).

-14 -



1.4.3 Koagulopatie

Pii koagulopatiich se jednd o nedostatek plazmatické slozky, defekt se muze
tykat jakéhokoliv faktoru. Mohou byt jak vrozené, tak i ziskané.

Vrozené choroby jsou vzacné, nejCastéji se vyskytujici je hemofilie A. Tato
nemoc je vazana na X chromozom, postihuje tedy jedince muzského pohlavi, Zeny jsou
v tomto piipad¢ prenaSecky. Jde o snizeni nebo chybéni koagulacniho FVIIla. Dalsi
vrozena koagulopatie je hemofilie B, kdy je o snizeni nebo nedostatek FIX. Ob¢ tyto
choroby jsou nevylécitelné, dochdzi pouze k nahrad¢ nebo substituci chybéjiciho
faktoru. Stejné tak vyskytujici se koagulopatii je von Willebrandova choroba (Hrubisko
et al. 1983), kdy chybéni vWF vede ke krvaceni (Wang, Eikenboom 2010). Tato
choroba postihuje muze i Zeny, chybéni FVIIla je mensi nez u hemofilie A. Ostatni
vrozené defekty faktori jsou velmi vzacné.

Ziskané koagulopatie se na rozdil od vzozenych koagulopatii vyznacuji snizenim
ne jednoho, ale zpravidla celé skupiny koagulacnich faktord. Toto snizeni se objevuje
zejména pii onemocnéni jater, pii antikoagulacni 1é€b¢ a pii chorobné aktivaci procesu

srazeni krve (Hrubisko et al. 1983).

1.5 Koagulacni stanoveni

Koagula¢ni vySetieni je jednou z metod laboratorniho vySetfeni krve. Toto
stanoveni se pouziva pii vySetfeni hemostazy. Hemostaza je komplexni proces, na
kterém se podili fada sloZzek a mechanismt a jehoz cilem je zastava krvaceni (Pecka
2004). Je to proces, ktery je zalozen na slozité interakci mezi cévni sténou, krevnimi
bunkami a koagulaci proteinti. VySetfeni hemostazy zahrnuje laboratorni testy, kterymi
jsou testy vySetfeni koagulace, fibrinolytické testy a vySetieni funkce krevnich desticek
(Tluerlemann et al. 2009). Porucha hemostazy, ktera mize zpisobit vazné krvaceni
musi byt vyloucena pred kazdym opera¢nim vykonem nebo jinou invazivni procedurou
(Albert et al. 2009). Dalsi indikaci pro koagulacni vySetfeni je monitorovani

antikoagulacni terapie u dlouhodob¢ 1éc¢icich se pacientl. Mezi nejcastéjsi koagulacni
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testy patii aktivovany parcidlni tromboplastinovy ¢as (aPTT) a protrombinovy ¢as (PT).
Principem kazdého koagulacniho stanoveni je méteni reakéniho ¢asu od spusténi reakce

az po vytvoreni zjistitelného koagula nebo fibrinového vldkna (Pecka 2004).

1.5.1 Typy koagulacnich stanoveni

Existuji dva typy koagulacnich stanoveni, manualni a pfistrojové
(koagulometry).

Manualni typ stanoveni se v dne$ni dobé ke stanoveni koagulace nepouziva.
Jeho princip byl zaloZzen na detekci prvniho fibrinového vlakna v koagulaénim médiu
pomoci hacku v temperované lazni. Mé&fil se koagulacni cas od okamziku ptidani
startovaci reagencie az do vytvofeni fibrinového vldkna (obr. 2; viz. 9. Prilohy).
Pristrojové stanoveni (pomoci koagulometrt) je trojiho typu, jsou tedy zalozeny na
ttech principech. Na dvou principech jsou zalozeny metody elektromechanické, na

jednom principu metoda opticka.

1.5.1.1 Optické metody

Optickd metoda vyuzivd principu monochromatického svételného zatfeni
prochazejici kyvetou, které na fotobuitkku propousti nebo odrazi jen urité mnozstvi
zateni. Opticka hustota proslého zafeni je pak dana vlastnosti média v uritém stavu
koagulacniho déje. Mé&fi se snizeni optické hustoty bud’ tvorbou fibrinové struktury
(stromeckova struktura) nebo tvorbou koagula. Vyuziva metod turbidimetrie a
nefelometrie. Optické koagulometry mohou mit problémy se stanovenim
hemolytickych, lipemickych nebo ikterickych vzorki (Pecka 2004), coz mize ovlivnit

presnost méteni. Takovéto vzorky by nemély byt vySetfovany.
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1.5.1.1.1 Automaticky koagulacni analyzdator CEVERON® Alpha

Laboratoi Laboma s.r.0. pouziva k provadéni koagulacnich vysetfeni v plazmé
plné automaticky koagulaéni analyzator Caveron” Alpha (obr. 3; viz. 9. Piilohy).
K analyzatoru je ptipojen osobni pocitac, ktery mize byt doplnény tiskarnou, kterou se
nasledné tisknou vysledky. Pfistroj pracuje na fotometrickém principu méfeni.
Koagulac¢ni ¢as je vyhodnocen na zékladé optického méfeni zmény turbidity, zpisobené
tvorbou fibrinovych vldken. Vzorky lze analyzovat v jejich ptivodnich odbérovych
zkumavkach.

Analyzator je tvofen rotorem pro vzorky, jehoz 42 pozic je uspofadano do
kruhu. Vnéjsi kruh mé 24 pozic pro odbérové zkumavky a vzorky statimové, vSechny
jsou snimany cteckou carovych koda. Vnitini kruh ma 6 pozic pro kontroly a
kalibratory, 6 pozic pro mikrozkumavky a 6 pozic pro specialni nddobky o objemu 3
ml. Dalsi dalezitou soucasti je métici kyvetovy rotor. Tento rotor s méficimi kyvetami
ma 84 pozic a jeho teplota je nastavena na 37 °C. Do téchto kyvet jsou pomoci
pipetovacich ramen (jehel) davkovany reagencie a vzorky (kontroly, kalibratory) o
objemu 500 pl. Aby se zabranilo kontaminaci, jsou pipetovaci jehly po kazdém kroku
proplachnuty v proplachovacich stanicich. Ob¢ pipetovaci jehly jsou napojeny na senzor
hladiny, ktera méti konduktivitu na povrchu jehel. Lze tak urCit objem kapaliny
v reagencnich nadobkach i ve zkumavkach vzorkd. Kdyz se jehla dotkne hladiny
s kapalinou, je zaznamenana zména konduktivity. Tento impulz je -elektronicky
zpracovan a pocita¢ vyhodnoti zbyvajici objem kapaliny v nadobce.

Aby se zamezilo pfipadnym chybam a poskozeni pfistroje, jsou na analyzatoru

umisténé diody LED, které signalizuji jeho stav (Stru¢na uZzivatelska ptirucka).

1.5.1.2 Elektromechanické metody

Elektromechanické metody se rozdéluji do dvou hlavnich skupin: na metody

hackové a kulickové.
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Hackové metody pouzivaji méfici kyvety, kde jsou zasunuty dvé elektrody.
Prava elektroda je pohybliva, leva elektroda je pevna. Na tyto elektrody je ptivadén
elektricky proud a jakmile dojde k vytvofeni prvniho fibrinového vlédkna, prob¢hne
elektricky impuls mezi elektrodami a zastavi se ukazatel Casu. Zjistuje se tedy
probéhnuti elektrického signalu mezi elektrodami.

Druhou skupinou jsou metody kulickové, které vyuzivaji principu kovové
kulicky, ktera se pohybuje v magnetickém poli a vlivem zmény viskozity prostfedi po
Detekuje se tedy zména magnetického pole po vychyleni kulicky. Tato zména je pak
prevedena na elektricky impulz, ktery zastavi ukazatel ¢asu. (Pecka et al. 1998). Na
velmi podobném principu jako tyto kulickové metody byly diive zalozeny metody

manualni, kde se prvni fibrinové vlakno tahalo hackem.

1.5.1.3. POCT (Point-of-care testing)

Novym typem pfistroje, ktery ma wusnadnit praci a milze monitorovat
protrombinovy ¢as u ltzka pacienta ¢i v domaci péci je systém CoaguChec XS. Tento
systém se pouziva ke kvantitativnimu stanoveni pii monitoringu protrombinového ¢asu
pomoci testovacich prouzka s pouzitim kapilarni krve odebrané z konecku prstu nebo
nativni zilni krve. Testovaci prouzek obsahuje lyofilizované ¢inidlo. Reaktivni slozky
tohoto Cinidla se skladaji z tromboplastinu a peptidového substratu. Po naneseni vzorku
tromboplastin aktivuje koagulaci, coz vede k tvorbé trombinu (Pecka et al. 2010). Na
rozdil od laboratornich zkousek je tento POCT (Point-of-care testing) provadeén i
nekvalifikovanymi nebo polovyskolenymi osobami a v mnoha pfipadech neni
predmétem piisnych programii kontroly kvality, které existuji v centralnich laboratofich

(Perry et al. 2010).

1.5.2 Metody popisujici hemostdazu

Tyto metody se pouzivaji k diagnostice poruch hemostazy a trombdzy

(Matyskova et al. 1999). Mlzeme je délit na testy globalni, které popisuji cely jeden
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nebo vice srazecich procest, na testy skupinové, ty popisuji urcitou ¢ast koagula¢niho
déje a na testy specifické, u kterych se stanovuje jeden z koagula¢nich Ciniteld (Pecka

2004).

1.5.2.1 Globdlni testy

Predstavuji jen orientacni testy, dnes jsou nahrazovany testy skupinovymi
(Matyskova et al. 1999.)

Mezi tyto testy se fadi doba srazlivosti nativni krve (Lee — White), ktera se jiz
v dne$ni dobé nepouziva, vétSinou ji nahrazuji skupinové koagulacni testy. Princip
tohoto testu spocival v urCeni Casu sraZeni nativni zilni krve. Méfil se ¢as od okamziku
odbéru az po srazeni krve za standardnich podminek (Pecka 2004). Podle velikosti
zkumavky se normalni hodnoty pohybovaly mezi 6-15 minutami (Matyskova et al.
1999).

Dalsim testem je doba krvéaceni, pii kterém se urcuje ¢as, kdy dojde k zastaveni
krvaceni pii standardnim vpichu. Je to rychld orienta¢ni metoda, kterd ndm poskytne
prvni informace o funkci trombocytti (Pecka 2004). Nejcastéji pouzivana metoda je
metoda dle Duke, kdy se urcuje se doba, za kterou dojde k zastavé krvaceni v misté
standardniho vpichu do usniho lali¢ku. Normalni hodnota je vice nez 270 sekund

(Matyskova et al. 1999).

1.5.2.2 Skupinové testy

Mezi zakladni skupinové koagulacni testy, které se v laboratofich nejcastéji
provadéji patii aktivovany parcidlni tromboplastinovy ¢as (aPTT) a protrombinovy cas
(PT). Provadéni téchto koagulacnich vysetfeni vyZzaduje znalost hlavnich cest sraZeni
(Green 2010).

Tromboplastinovy cas dle Quicka — protrombinovy c¢as (PT) je nejcastéji
pozadovany koagulacni test (Fevaloro et al. 2010). Je méfen z nesrazlivé krve — plazmy,

do které se pridava citrat sodny (Knoschnewis et al. 2004). Tento zakladni koagula¢ni
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test monitoruje zevni koagulacni systém (FF II, V, VII, X a fibrinogen). Pfidanim
tkanového tromboplastinu s Ca®" k testované citratové plazmé se sleduje rychlost, za
kterou se vytvori fibrinové vlakno. Jeho tvorba zavisi na faktorech zevniho
koagulacniho systému. Vysledky tohoto testu se vyjadiuji v sekundach, v procentech a
v jednotkach INR. Normalni hodnoty v sekundach se li$i podle typu reagencie, rozmezi
je 10 - 15 sekund. V procentech 70 - 120 % a v jednotkach INR 0,8 - 1,2 (Matyskova et
al. 1999). INR je mezinarodni normalizovany pomér, ktery je vypocitan za pouziti
mezinarodniho indexu citlivosti (ISI) a stfedni hodnoty protrombinového ¢asu (MNPT).
Je tedy vypocitan podle vzorce: INR = [PT pacienta / MNPT] (ISI). ISI je hodnota pro
konkrétni reagencie, které se pouZzivaji pii tomto testu (Fevaloro et al. 2010). Hodnota
ISI se pohybuje kolem 1,0. Protrombinovy ¢as se sleduje u antikoagulacni terapie
antagonisty vitaminu K (Osman, Lindahl 2009). K prodlouZeni casi dochazi u
vrozeného nedostatku F VII, X, II, V a fibrinogenu, dale u nedostatku vitaminu K, pfi
1é€be antagonisty vitaminu K, pfi jaternim onemocnéni, pii 1é¢bé heparinem a
fyziologicky maji prodlouzeny PT novorozenci (Matyskova et al. 1999).

Aktivovany parcidlni tromboplastinovy ¢as (aPTT) je nejpouzivanéjSim testem
pfi monitovani terapie heparinem (Dudek et al. 2010). Sleduje vnitini cestu aktivace
pfemény protombinu na trombin a zachycuje faktory koagulacniho systému (FF II, V,
VI, XI, X, XI, XII, fibrinogen, prekalikrein a HMWK) (Pecka 2004). Po pfidani
parcialniho tromboplastinu — kefalinu a Ca®" k vy3etiované plazmé& dochézi k aktivaci
koagulacniho systému vnitini cestou. Rychlost tvorby fibrinového vlakna zavisi na
koncentraci faktori vnitiniho systému. K urychleni aktivace je ptidavan aktivator
(kaolin, kiemicitany, kyselina elagovd). Vysledky aPTT se vyjadfuji v sekundach a
v jednotkach Ratio (R). Tyto jednotky Ratio udavaji pomér casti, R = Cas testované
plazmy / ¢as denniho normalu, kde ¢as denniho normalu je vypocitan jako primérny Cas
20-ti hodnot ze smésnych plazem od 20-ti darci. Hodnoty v sekundach se vyrazné
stejn¢ jako u PT l1iSi podle typu reagencii, rozmezi byva 25 - 45 sekund. V jednotkach
Ratio je rozmezi 0,8 — 1,2, toto rozmezi je pro vSechny reagencie stejné. Prodlouzeni
¢asti je u vrozeného nebo ziskaného nedostatku faktorti vnitfni cesty, pii 1é¢be

heparinem a fyziologicky také u novorozencti. (Matyskova at al. 1999).
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Vysledek téchto testi muze byt ovlivnén nespravnymi preanalytickymi
technickymi postupy, jako je zplsob napichnuti zily pfi odbéru, odbér krve, transport
materidlu do laboratofe nebo podminky skladovani pied vlastni analyzou. Také vzorky
s viditelnou hemolyzou by nemély byt vySetfovany (Laga et al. 2006). Dalsim faktorem
kvality a spravnosti vySetfeni je Cas mezi odbérem vzorku a jeho vySetfenim
v laboratofi. Vzorky je nutné pfed samotnym vysetienim odstfedit pii pokojové teploté

(Lippi et al. 2006), k analyze se pouziva pouze krevni plazma.
1.5.2.3 Specifické testy

Tyto testy vyuzivaji zjistovani hladiny jednotlivych faktorti ve vnitini nebo
vnéjsi cesté aktivace protrombinu. VéEtSinou se sleduji funkéni charakteristiky dané

latky a pfitomnost antigenu (Pecka at al. 1998).

Specifické testy se vétSinou provadéji jen ve specializovanych laboratotich.
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2. Cil prace a predpokliadané hypotézy

2.1 Cil prace

Cilem této prace bylo ovéteni vlivu Casového faktoru na kvalitu vySetieni a pomoci
verifikace se wujistit, zda jsou pouzit¢é metody spolehlivé a zaruCuji spravnost

naméfenych vysledka.

2.2 Piedpokladané hypotézy

Hypotéza 1: Predpoklada se, ze rozhodujicim faktorem pro kvalitu koagula¢niho
vySetieni je doba mezi odbérem krve pacienta a jejim vySetfenim v laboratofi.

Doporucend doba zpracovani vzorku je do 4 hodin po odbéru.

Hypotéza 2: Predpoklada se, Ze provedeni verifikace probéhne ispésné, a ze pouzity

analyzator je pIn€ funkcni a poskytuje nam spravné vysledky.
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3. Metodika

V laboratofi Laboma s.r.o. v Ceskych Budgjovicich jsem méla k dispozici 50
nahodné vybranych pacientskych vzorkli z denniho rutinniho provozu, které jsou do
laboratofe svazeny od praktickych Iékaiti. U téchto pacientli s rtiznymi diagnézami jsem
vySetfovala aktivovany parcialni tromboplastinovy cas (aPTT) a protrombinovy cas

(PT). V této kapitole jsou také uvedeny jednotlivé analytické casti tohoto vySetieni.

3.1 Cist preanalytickd

Do této, velice dilezité casti, kterda mize negativné ovlivnit vysledek vysetieni
patfi: pfiprava a pouceni pacienta, odbér materidlu (krev), transport materialu, piijem a
identifikace vzorku a ptiprava vzorku (centrifugace,...).

Hlavnim ptedpokladem pro fadné vysledky je spravné provedeny odbér. Odbér
se provadi mimo laboratof. Pacientovi by méla byt krev odebirdna na la¢no. Na
zadance, ktera je nedilnou soucasti pacientského vzorku by mél byt napsany ¢as odbéru,
ptipadné komplikace pii odbéru a 1écba (zejména antikoagulacni) (Matyskova et al.
1999). Odebira se vzorek zilni krve do predem oznacené zkumavky (jméno a rodné
¢islo pacienta) s protisrazlivym roztokem 0,109 mol/l citratu sodného v poméru 9:1 (9
dild krve:1 dil citratu sodného). Typy pouzivanych zkumavek v laboratofi Laboma s.r.0.
jsou: BD Vacutainer s modrym uzavérem a AQUISEL s modrym uzavérem (obr. 4; viz.
9. Ptilohy). Po odbéru se zkumavka s obsahem vzorku Setrné promiché prevracenim, ne
ttepanim, aby nedoslo k hemolyze.

Vzorky musi byt do laboratote transportovany co nejrychleji. Transport vzorkl
v laboratoti Laboma s.r.0. zajist'uje svozova sluzba laboratofe. Zkumavky jsou ukladany
do stojankt a ty pak do tepeln¢ izolovanych termoboxii, ve kterych jsou do laboratofe
prevezeny. Ne vSechny vzorky se do laboratote dostanou do 4 hodin po odbéru.

Po doruceni vzorkd do laboratofe se nejprve zkontroluje, zda se piebird
oznatena zkumavka (jméno, piijmeni pacienta a rodné Cislo pacienta) s fadné

vyplnénou zadankou. Nasledné se zkumavce i Zadance pfid€li stejny carovy kod a
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informace ze zaddanky se zadaji do LIS (pocitacovy program, kterym se provadi piijem
materialu). Pod timto kédem se vzorek vysetfuje po celou dobu v laboratofi az po
vydani vysledk.

K vySetteni se pouZziva pouze krevni plazma, proto se musi pfed samotnou
analyzou vzorky centrifugovat. Vzorky se v laboratoti Laboma s.r.o. Ceské Budgjovice

centrifuguji 15 minut pti 3000 otackach /min. v odstfedivee CENTRIC 322 A (SOP).

3.2 Cast analytickd

Do analytické faze vySetfeni pati vSechny faktory, které mohou ovlivnit vlastni
provedeni vySetfeni. Musi se piesn¢ dodrzovat popsané metodické postupy. Kazda
laboratof ma podrobné¢ vypracované standardni operaéni postupy (SOP) pro piipravu
diagnostickych setil a reagencii, vlastni provedeni testu, nastaveni a kalibraci ptistroja a
provedeni kontrol a kalibraci (Matyskova et al. 1999). Podle téchto SOP laboratofe

Laboma s.r.o0. jsem provad¢la i praktickou ¢ast této mé prace.

3.2.1 Priprava, skladovani a stabilita reagencii

Reagencie jsou dulezitou soucasti reakce, kdy po jejich pfidani k citratové
plazmé dochazi k vytvofeni prvnich fibrinovych vldken. Kazda laborator pouziva
reagencie od rdznych vyrobct. Laboratof Laboma s.r.o. pouzivd nize uvedené
reagencie.

Pro vysetfeni funkce vnitini cesty aktivace pfemény protrombinu na trombin
(aPTT) je zapotiebi reagencii DAPTTIN (Technoclone) a Ca-Chloride Solution 25
mmol/l f. Ceveron — (Technoclone). DAPTTIN (Technoclone) je dodavan
v lyofilizovaném stavu, pfipravuje se ptfidanim 10 ml Cerstvé destilované vody, poté
musi pracovni roztok 10 minut homogenizovat. Ca-Chloride Soloution 25 mmol/l f.
Ceveron — (Technoclone) je dodavan v kapalném stavu a slouzi k pfimému pouziti.
Neoteviené reagencie jsou stabilni pii 2-8 °C do doby exspirace vyznacené na
lahvickach. Po rozpusténi je DAPTTIN stabilni 15 dni pfi teploté 2-8 °C a Ca-Chloride

po otevieni 1 mésic pfi teploté 2-8 °C.
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K vysetfeni zevni cesty aktivace piemény protrombinu na trombin (PT) se
pouziva reagencie Technoplastin HIS f. Ceveron (Technoclone). Tato reagencie je
dodévéana v lyofilizovaném stavu, pfipravuje se pfidanim 20 ml cerstvé destilované
vody. Po pfidani destilované vody musi pracovni roztok 10 minut homogenizovat.
Neoteviena reagencie je stabilni pti 2-8 °C do doby expirace vyznacené na lahvickach.
Po rozpusténi je roztok Technoplastin HIS stabilni 6 dni pii teploté 2-8 °C.

Stabilita vSech reagencii je sledovana softwarem analyzatoru, obsluha je povinna

hlaseni o stabilité sledovat (SOP).

3.2.2 Kalibrace metod

Kalibrace metod pouzitych v této praci se provadi vySetienim rtznych fedéni
kalibra¢ni plazmy (100%, 50%, 25%...), vynesenim namétenych hodnot do grafu a
sestrojenim kalibra¢ni kiivky, kterd musi byt minimalné tfibodova (obr. 5 a 6). Jako
kalibra¢ni plazmy se nejcasteji pouzivaji firemni referencni plazmy s ptesné¢ uvedenymi
hodnotami stanovovanych slozek (Matyskova et al. 1999).

U aktivovaného parciadlniho tromboplastinového testu (aPTT) se kalibrace
neprovadi. Pomoci referencni plazmy (Coagulation Reference f. Ceveron) se urci
normalni hodnota testu a z ni se vypoctou nasobky v rozmezi ratio 0,5 az 4, které se
poté zadaji do analyzatoru. Normalni hodnota testu se nastavuje jako koagulacni Cas
vhodné referen¢ni plazmy. Ten se méfi pii kazdé zméné Sarze reagencie nebo nastaveni
ptistroje. Referencni plazma je dodavana v lyofilizovaném stavu, pfipravuje se ptidanim
1 ml destilované vody. Poté se musi nechat plazma 20 minut homogenizovat.

U protrombinového testu (PT) jsou vysledky INR kalkulovany automaticky za
pouziti hodnot ISI a normalni hodnoty testu. Hodnoty ISI, které jsou provedené
vyrobcem jsou tedy vysledkem kalibrace. Tyto hodnoty jsou deklarovany pro kazdou
Sarzi reagencie. Normalni hodnota testu se stejn¢ jako u aPTT nastavuje jako koagulacni
¢as vhodné referencni plazmy. Koagulacni Cas se i zde méfi pti kazdé zméné Sarze
reagencie nebo nastaveni pfistroje. Referen¢ni plazma je u tohoto testu stejna jako u

aPTT a ptipravuje se tedy stejnym zptisobem (SOP).
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Obr. 5: Kalibra¢ni kiivka u aPTT

Obr. 6: Kalibra¢ni kiivka u PT
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3.2.3 Méi‘eni kontrol

Pred samotnym méfenim pacientskych vzorkG se musi zméfit kontroly, aby
doslo k ujisténi, ze prislusny analyzator méii spravné. U obou metod se pouzivaji dveé
stejné¢ kontroly: Coagulation Control N f. Ceveron, (Technoclone) a Coagulation
Control A f. Ceveron, (Technoclone). Jedna kontrola je vzdy v rozmezi fyziologickych
hodnot. Druhé kontrola je naopak v rozmezi hodnot prevysujicich a je tedy v oblasti
patologickych hodnot. Ob¢ kontroly jsou dodavany v lyofilizovaném stavu a piipravuji
se pfidanim 1 ml destilované vody, pot¢ musi kontroly 20 minut homogenizovat.
Meéfteni se provadi pravidelné kazdy den vzdy rano pted zpracovanim rutinnich vzorka
od pacientti a pokazdé pti delSim preruseni prace. Kontroly musi byt zpracovany a
meéfeny za naprosto stejnych podminek jako pacientské vzorky. Kontrolni a kalibracni

protokoly jsou nasledné vytistény a dokumentovany (SOP).

3.2.4 Vlastni méieni

Do pocitade, ktery je sougasti automatického analyzatoru CEVERON® Alpha se
zadaji cCisla vzorki, které budeme vySetfovat a zvoli se typy pozadovanych vySetieni.
Nasledné se vysetfované vzorky naskladaji do rotoru pro vzorky na pfedem pocitacem
uvedené pozice. V rotoru jsou uz predem piipravené piislusné reagencie. Pokud je vSe
na spravném mist¢, mize se zahajit analyza vySetfovanych vzorkd. Zavie se kryt
analyzatoru a méfeni se odstartuje tlacitkem Start v menu pracovniho listu (Work list).
V pribéhu méfeni jsou v pracovnim listu zobrazeny informace o teploté chlazenych
pozic reagencii (14 °C) a o teploté kyvetového rotoru (zahtaty na 37 °C). Po naméieni
hodnot posledniho vzorku se celé méfeni automaticky zastavi a veskeré naméiené
hodnoty, které jsou zobrazeny v menu pracovniho listu se uloZi do archivu. Nasledné se
tyto vysledky mohou vytisknout.

Toto meéfeni se v prubchu celé mé prace provadélo celkem Cctyfikrat. Prvni
méteni se uskutecnilo ihned po doruceni vzorkid do laboratofe, poté nasledovalo méetfeni

po 4 hodinach, dalii po 8 hodinach. Ctvrté (posledni) méfeni se provedlo az druhy den,
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presné v Case, ve kterém probihalo prvni méfeni v predeslém dni. Namétené hodnoty

byly mezi sebou nasledné statisticky porovnany.

3.2.5 Vypocet vysledkii

V pracovnim listu jsou zobrazeny namétené hodnoty. U pouzivanych reagencii
je rozmezi ve vysledkovych listech nastavené u aPTT: 24 - 40 sec. a 0,8 - 1,2 Ratioa u
PT: 10 - 14 sec., 70 - 120 % a 0,80 - 1,20 INR. Sam pocita¢ ihned zhodnoti, zda je
vysledek v rozmezi fyziologickych ¢i patologickych hodnot

U aktivovaného parcidlniho tromboplastinového casu (aPTT) se hodnoty
vyjadiuji v sekundach suddnim casu denniho normélu a v hodnotich Ratio (R).

Hodnota Ratio se vypocita podle vzorce:

cas testované plazmy

R:

b

¢as normalu

kde ¢as normalu u aPTT = 33,1 sec.
U protrombinového casu (PT) se hodnoty vyjadfuji v sekundach s udanim casu
denniho normalu a v hodnotach Ratio (R). Hodnota Ratio se vypocita stejné jako u

aPTT podle vzorce:

cas testované plazmy

¢as normalu
kde ¢as normalu u PT = 12,6 sec.
Dale se PT uvadi v procentech (%) normalni koagulacni aktivity a v hodnotach INR,

coz je mezinarodni normalizovany poméra jeho hodnota se spocte jako:

INR =R™! |
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kde ISI je mezinarodni index citlivosti a vyjadiuje citlivost daného tromboplastinu
stanovenou vii¢i mezindrodnimu standardnimu tromboplastinu. Hodnota IST musi byt
ur¢ovana pro kazdy tromboplastin a v dnes$ni dobé byva uz vzdy uvadéna vyrobcem
reagencie (Matyskova et al. 1999). Kalciovy tromboplastin (TECHNOPLASTIN® HIS)

pro stanoveni protrombinového ¢asu (PT, Quick) mé hodnotu ISI 1,3.

3.2.6 Kontrola kvality

Vnitini kontrola kvality poskytuje denni pribézné informace o kazdé metodé,
zda je zajiSténa reprodukovatelnost vysledkl. Provadi se kontroly ptesnosti, ale i
spravnosti. Uelem této analyzy je ziskat vysledek, ktery je dobrou aproximaci spravné
hodnoty (Matyskova et al. 1999). Postupy vnitini kontroly kvality maji okamzity efekt
na laboratorni praci a mely by vést ke kontrole, poptipad¢ k vylouceni analytické série
laboratornich vysledkii. Cilem fizeni kvality je detekovat analytické chyby, v idedlnim
ptipadé vsechny ty, které mohou negativné ovlivnit rozhodovaci medicinsky proces
(Bartos et al. 2008). Vysledky ziskané v procesu vnitini kontroly kvality 1ze pouzit pro
validaci a verifikaci metod, stejné jako pti odhadu nejistoty vysledkti méteni (Friedecky

et al. 2008).

3.2.6.1 Validace

Validace metod je v klinickych laboratotfich vyZadovana normami managementu
kvality. Jejim hlavnim cilem je prostiednictvim experimentalniho stanoveni
analytickych a vykonnostnich znakd metod prokazat, Zze bylo dosazeno takové urovné
téchto znakul, ktera postacuje pro dany ucel. V laboratorni mediciné to znamena, ze
vysledky méfeni jsou efektivnim nastrojem diagnostiky, terapie a prevence. Validace
potvrzuje, ze métici postup (systém nebo vyrobek) je schopen plnit pozadavky na né
kladené, jinak feCeno, ze uroven meéfeni je dostatecna, postupy méfeni korektni a
s fadné provedenou kalibraci. V klinickych laboratofich se v naprosté vétSin€ pouzivaji

jiz validované metody, produkované vyrobci in vitro diagnostik (Friedecky et al. 2010).
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V laboratoti Laboma s.r.0. jsou metody validovany vyrobcem reagencii IVD CE.

3.2.6.2 Verifikace

Verifikace je poskytnuti objektivniho dikazu, Ze dand polozka spliuje
specifikované pozadavky. Je to potvrzeni, Ze jsou dosazeny funkcni vlastnosti nebo
zakonné pozadavky na méfici systém, potvrzeni prostfednictvim objektivnich dikazd,
Ze data o analytickych znacich deklarovana vyrobcem, jinou laboratofi, nebo referencni
instituci jsou v dané laboratofi s pouzitim konkrétniho méficiho sytému dosaZena.
Pojem verifikace se pouziva v laboratofich pro proces ovcfovani, zda je laboratof
schopna dosdhnout u pouzitych a jiz vyrobcem validovanych metod deklarovanou
vykonnost metody. Potvrzuje, Ze métici postup (systém nebo vyrobek) je plné funkcni
v konkrétni laboratofi.

V laboratotich se verifikuji vSechny metody a postupy méteni (Friedecky et al.
2010). Verifikace analytickych spolehlivosti metod (aPTT a PT) vcetné nejistot
v laboratofi Laboma s.r.0. jsou uvedeny ve verifikacnich protokolech, které jsou

soucasti této prace (obr. 7 a 8; viz. 9. Prilohy).
3.2.7 Ovérovani naméienych hodnot

Namétfené hodnoty koagula¢niho vySetieni byly ovéfeny pomoci verifikace.
Verifikace byla provedena u dvou kontrolnich vzorki a u obou pouzitych metod pied
vlastni analyzou 50-ti ndhodné vybranych vzorkl. Timto se potvrdilo, zZe vSe spliuje
vyse specifikované pozadavky.
3.2.7.1 Opakovatelnost a mezilehla preciznost (pFesnost)

Pouziji se dva az tfi vzorky materidli o riznych hodnotach (fyziologické a

patologické). Méfi se minimalné 10, optimaln¢ vcas 20 dni po sob¢ a je nutné ziskat

alespon 20 vysledki. Pokud je pfi méteni v nékterém dni ziskan odlehly nebo ne zcela
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davéryhodny vysledek, je tfeba dobu méfeni adekvatné prodlouzit. Cilem mezilehlé
preciznosti je kvantifikace ndhodné chyby méfeni (Friedecky et al. 2010).

Byly méteny dva kontrolni vzorky, kazdy z obou vzorkl byl méten 23 dni za
sebou (v sérii). Naméfené vysledky byly dale zpracovany. Vse je uvedeno ve

verifikacnich protokolech (obr. 7 a §; viz. 9. Ptilohy).
3.2.7.1.1 Aritmeticky primeér

Aritmeticky primér AM se vypocita jako podil souctu vSech namétenych hodnot

ku poctu méfeni, podle vzorce:

Am= 20
n

b

kde n = pocet méteni

Xi = naméfené hodnoty.

3.2.7.1.2 Smérodatnd odchylka

Smeérodatna odchylka SD se vypocita podle vzorce:

SD = %Z(Xi—AM)Z
.

3.2.7.1.3 Variaéni koeficient

Variacni koeficient CV se udava v procentech a vypocitd se jako podil

smérodatné odchylky a aritmetického pruméru podle vzorce:

CVZS—D-IOO.
AM
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3.2.7.2 Vychyleni (bias) metody

Cilem tohoto dalSiho postupu verifikace je odhad systematické chyby méfeni
pomoci analyzy referen¢niho nebo vhodného kontrolniho materialu. K provedeni tohoto
odhadu musi byt minimalizovana ndhodna chyba méfeni pouZzitim dostatecného poctu
opakovanych méteni (minimaln€¢ 10). Vyslednad hodnota vychyleni (bias) dokumentuje
stav navaznosti méfeni v laboratofi a vycisluje systematickou slozku celkové chyby
vysledki méfeni. Tato hodnota je vhodna pro zpracovani do odhadu nejistoty méfeni
(Friedecky et al. 2010).

Me¢fteni se provadelo za podminek opakovatelnosti. Byly méfeny dva kontrolni
vzorky, které byly pouzity pro méteni mezilehlé preciznosti. Kazdy vzorek byl méfen
desetkrat, deset dni za sebou. Ze ziskanych soubord vysledkll byly vypocteny stejné
jako u mezilehlé preciznosti hodnoty aritmetického priméru, smerodatné odchylky a
varia¢niho koeficientu. Nakonec byla vypoctena hodnota vychyleni (bias) a vytéznost.

Vytéznost se vypocte podle vzorce:

R= A—M-100,

U
kde p je danou referencni (cilovou) hodnotou.

Bias je nasledné vypocten dle vzorce:

B=M'IOO,
U

ob¢ dvé hodnoty jsou udavany v procentech.
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3.2.7.3 Kombinovanda nejistota

Kombinace zjisténych a vycislenych dil¢ich slozek nejistoty je provedena
kovarianci. Jsou-li zjiStény potiebné dilci nejistoty (Ambrozova 2005), vypocte se

kombinovana nejistota podle vzorce:

. 2 2 2 2
Ur, tot = \/(ur,repro + ur,r‘e_f’ + Br + ur’,xp )’

kde u;, repro = varia¢ni konfiecient mezilehlé presnosti, reprodukovatelnosti
Uy rof = Nejistota hodnot certifikovaného (referen¢niho) materialu
B, = systematicka odchylka (vychyleni, bias)

U, xp = nejistota systematické odchylky.
Kombinovana nejistota byla spoctena za pomoci kalkulatoru, ktery je dostupny

na strankach www.cskb.cz. Vysledek kombinované nejistoty je udavan v procentech,

stejné jako dilci nejistoty, které jsou potfebné pro jeho vypocitani.
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4. Vysledky
4.1 Ovéieni spravnosti vysledkii pomoci verifikace

V obdobi 12. 8. — 13. 9. 2010 byla pted samotnou analyzou ndhodn¢ vybranych
pacientskych vzorkt provedena verifikace na mé&ficim analyzatoru CEVERON® Alpha,
u dvou kontrolnich vzorki a u pouzitych metod stanoveni koagulace. Touto analyzou
(kontrolou) se potvrdilo, Ze pfislusny métici analyzator méfi spravné. Tudiz se mohla
potvrdit pfedpokladana spravnost nasledujiciho méteni a namérenych hodnot.

Verifikace byla provedena 23 po sob¢ jdoucich dni pfed zahajenim analyzy
pacientskych vzorkt. Verifika¢ni protokoly obou metod (aPTT a PT) jsou soucasti této

prace (obr. 7 a §; viz. 9. Ptilohy).
4.2 Naméiené hodnoty a jejich statistické vyhodnoceni

V obdobi 14. 9. - 22. 9. 2010 byly naméteny hodnoty koagulacnich vysetfeni u
50-ti ndhodné vybranych pacientskych vzorkt. Kazdy vzorek byl méfen Ctytikrat. Prvni
méfteni se provedlo ihned po doruceni vzorkt do laboratofe. Druhé méfeni probehlo po
4 hodinach od prvniho méteni. Potfeti se vzorky meéfily po 8 hodinach od prvniho
meéteni. Posledni (¢tvrté méfeni) se provedlo druhy den ve stejny cas, kdy se vzorky

meéftily poprvé.

Tabulka 1: Namétené hodnoty koagulacnich vySetfeni v sekundach

aPTT (aktivovany parcialni
tromboplastinovy cas) QUICK (protrombinovy cas)
sec. sec.
¢islo 1. 2. 3. 4. 1. 2. 3. 4.
vzorku méfeni méfeni méfeni meéfeni | méfeni meéfeni meéfeni —méfeni
1 31,1 30,8 31,0 35,3 12,4 12,0 11,9 12,9
2 43,6 41,2 444 50,5 30,1 28,5 28,3 30,2
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aPTT (aktivovany parcialni

tromboplastinovy cas)

QUICK (protrombinovy cas)

S€C.

S€C.

Cislo 1. 2. 3. 4. 1. 2. 3. 4.
vzorku méfeni méfeni méfeni méfeni | méfeni méfeni méfeni méfeni
3 67,6 59,8 62,4 78,8 49,6 48,9 47,1 48,9
4 47,9 45,5 45,3 54,0 27,6 26,4 25,7 27,8
5 39,7 40,5 39,7 43,9 21,6 21,3 20,9 22,4
6 36,8 37,8 37,6 40,6 25,8 25,0 24,7 26,0
7 35,4 35,9 36,8 40,8 26,6 26,2 25,1 27,0
8 55,7 53,5 53,6 60,6 38,9 36,9 37,1 39,1
9 36,5 36,1 35,8 39,9 22,0 21,4 21,4 23,0
10 47,0 47,1 48,0 53,3 26,1 25,6 25,6 27,5
11 33,5 33,2 33,6 37,9 17,3 16,9 16,5 18,3
12 33,2 33,1 34,0 37,5 14,2 13,8 13,8 15,0
13 36,4 37,5 37,6 41,2 21,9 21,6 21,4 23,0
14 37,5 37,3 37,6 44,1 22,5 22,1 21,5 233
15 42,7 43,7 44,2 49,4 25,0 23,6 233 25,2
16 31,5 31,6 31,6 35,6 16,2 15,6 15,1 16,8
17 53,4 55,3 56,0 61,6 35,9 33,6 33,6 35,0
18 27,7 28,7 29,3 31,3 14,0 13,3 13,5 14,4
19 53,1 50,8 51,7 59,6 29,7 28,2 27,2 29,3
20 36,2 36,9 35,5 40,2 20,6 20,5 20,2 21,3
21 47,0 51,1 48,5 53,4 35,8 36,3 36,0 36,3
22 30,7 30,6 33,0 36,3 13,0 12,9 12,9 14,0
23 40,5 404 42,6 47,6 28,1 27,9 27,9 29,2
24 33,8 33,6 33,6 36,1 17,8 18,1 17,4 18,5
25 31,6 32,5 31,6 33,9 13,0 12,9 12,8 13,7
26 429 43,0 44,8 49,0 30,7 29,8 29,2 32,4
27 43,2 404 45,0 50,0 28,9 28,6 28,1 30,4
28 55,2 51,3 55,1 60,4 28,7 27,3 27,8 30,0
29 45,1 44,6 46,2 49,8 33,9 33,6 33,2 35,3
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aPTT (aktivovany parcialni
tromboplastinovy cas) QUICK (protrombinovy cas)
sec. sec.

Cislo 1. 2. 3. 4. 1. 2. 3. 4.
vzorku méfeni méfeni méfeni méfeni | méfeni méfeni méfeni méfeni
30 36,4 36,2 36,2 38,9 14,8 14,3 14,6 15,4
31 30,9 32,6 32,2 34,0 13,7 13,3 13,4 14,4
32 40,9 43,5 44,0 45,8 30,8 29,6 30,6 31,9
33 40,2 429 43,3 48,0 30,3 29,6 29,3 31,5
34 45,2 48,1 46,8 52,1 34,4 33,4 32,9 35,6
35 41,8 44,0 43,9 47,0 26,0 25,2 24,9 26,6
36 26,4 27,1 27,9 30,4 13,4 13,2 13,0 14,1
37 29,6 31,9 30,5 35,7 12,4 12,0 12,1 13,1
38 37,0 36,9 37,5 44,1 22,8 21,9 22,0 23,5
39 30,1 30,2 30,3 35,1 13,8 13,5 13,6 14,5
40 28,5 28,4 28,7 30,4 13,6 13,3 13,5 14,6
41 29,3 28,3 29,4 32,0 12,0 11,6 11,9 13,0
42 31,0 31,3 31,9 34,0 18,8 18,3 18,7 20,0
43 31,4 31,9 32,8 34,5 13,5 13,3 12,9 14,5
44 42,3 41,5 42,5 45,2 28,8 27,7 27,8 29,4
45 32,0 33,0 32,9 34,8 13,5 12,9 12,9 14,5
46 31,3 31,6 31,5 35,2 12,4 12,3 12,4 13,3
47 44,9 44,5 444 49,5 30,4 29,9 29,2 32,6
48 54,5 53,9 54,0 56,1 28,5 27,9 27,3 29,4
49 35,3 35,3 35,6 36,3 13,7 12,9 13,1 14,8
50 40,2 39,8 40,3 43,7 32,9 32,1 32,0 34,2

Pro ptehlednost jsou v tabulce uvedeny jen vysledky v sekundach. Tyto ¢asové
vysledky byly statisticky zhodnoceny. V pocitacovém programu Microsoft Office Excel
byly vytvofeny tabulky, do kterych byly vepsany jiz uvedené namétené hodnoty.
Z téchto 50-ti hodnot se nasledné vypocitaly priméry se smérodatnymi a relativnimi

odchylkami. Z vypocitanych vysledka byly sestaveny nasledujici grafy, které zobrazuji,
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jak se méni namétené hodnoty v zavislosti na prodlouzeném case. Nakonec byl pouzit
pro potvrzeni ¢i vylou€eni piredpokladané hypotézy parovy t-test.
Soubor tabulek, ktery obsahuje veSkeré naméfené hodnoty v urcenych

jednotkach je vlozen v ptiloze (tab. 2, 3 a 4; viz. 9. Ptilohy).
4.2.1 Aritmeticky priumér a smérodatna odchylka

Tabulka 5: Primérmné hodnoty a smérodatné odchylky u aPTT v sekundach

1. méfeni 2. méfeni 3. méfeni 4. méfeni

pramér 39,114 39,134 39,654 43,908
smérodatna odchylka 8,8 8,0 8,3 10,0
60 -

1. méreni 2. méfeni 3. méreni 4. méfeni

Obr. 9: Zavislost ménicich se primérnych hodnot u aPTT na zaklad¢é prodlouzené¢ho
casového intervalu mezi odbérem a vysetfenim. Chybové usecky odpovidaji velikosti

smérodatnych odchylek. PferuSovana ¢ara zvyraznuje hodnotu prvniho méfeni
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Tabulka 6: Primérné hodnoty a smérodatné odchylky u PT v sekundach
1. méfeni 2. meéfeni 3. méfeni 4. méfeni
prameér 23,168 22,540 22,346 22,942
smérodatna odchylka 8,8 8,6 8,4 8,7
35
30 A
25
—~ 20 -
L
@
© 15 4
10
5 -
0
1. méfeni 2. méfeni 3. méfeni 4. méfeni

Obr. 10: Zavislost ménicich se primérnych hodnot u PT na zakladé¢ prodlouzeného

casového intervalu mezi odbérem a vysetfenim. Chybové usecky odpovidaji velikosti
smérodatnych odchylek. Prerusovana ¢ara zvyraziuje hodnotu prvniho méfeni.
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4.2.2 Relativni odchylka

Vypocet relativni odchylky byl proveden nasledujicim zplisobem: nejprve se
spocital primémy rozdil mezi prvnimi a druhymi (prvnimi a tfetimi, prvnimi a
¢tvrtymi) naméfenymi hodnotami. Tento rozdil se poté pficetl (pfipadné odecetl)
k priméru prvniho méfeni, kterému se pro nazornost ptifadila hodnota 1. Pfevedenim
na procenta jsem ziskala relativni posun v hodnotach druhého, tfetiho a ¢tvrtého méfeni

ve srovnani s pocate¢nim stavem (= 100 %).

Tabulka 7: Relativni odchylky u aPTT v %

1. méfeni 2. meéfeni 3.méfeni 4. méfeni

100 102 154 579

700% -

600% -

500% A

400% -

300% ~

relativni odchylke

200% A

100% A

0% -
1. méfeni 2. méfeni 3. méfeni 4. méfeni

Obr. 11: Zobrazeni relativnich odchylek u aPTT udavajicich, o kolik % se v priméru

li$1 hodnoty, které byly naméteny v rizném casovém intervalu od 1. méfenti.
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Tabulka 8: Relativni odchylky u PT v %

1.méfeni 2. méfeni 3. meéfeni 4. méfeni

100 37 18 177
200% -
175% -
150% -
w
i; 125%
e
(&}
el
S 100% -
E
D 75% -
50% -
25% I I
0% ‘ I I
1. méfeni 2. méfeni 3. méfeni 4. méfeni

Obr. 12: Zobrazeni relativnich odchylek u PT udévajicich o kolik % se v praméru lisi

hodnoty, které byly naméfeny v rizném ¢asovém intervalu od 1. méfeni.
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4.2.3 Pdrovy t-test a dosaZend hladina vyznamnosti

Parovy t-test slouzi k porovnani pramérti dvou skupin spojitych dat, které byly
ziskany opakovanym méfenim stejnych vzorkd. Nezajimaly mé tedy vzajemné rozdily
mezi vSemi Ctyfmi naméfenymi skupinami dat, ale pouze rozdily mezi prvnim a
druhym, prvnim a tfetim a prvnim a ¢tvrtym méfenim. Dosazena hladina vyznamnosti
(p) vtomto pfipadé udava, zda je ¢i neni rozdil namétfenych hodnot statisticky
vyznamny. Pokud je dosaZzend hladina vyznamnosti men$si nez 5 %, je
rozdil naméfenych hodnot statisticky vyznamny. Cim je tedy vysledek mensi, tim vétsi

je rozdil.

Tabulka 9: Dosazena hladina vyznamnosti u aPTT v %

1. méfeni 2. meéfeni 3. méfeni 4. méfeni

94, 029 1,024 0,000

Tabulka 10: Dosazend hladina vyznamnosti u PT v %

1.méfeni 2. méfeni 3.meéfeni 4. méfeni

0,000 0,000 0,000

Tabulka 9 ukazuje, ze hodnoty prvniho a druhého méfeni u aPTT se od sebe
statisticky neodlisuji (p = 94 %). Dalsi méfeni uz jsou statisticky vyznamné odlisna.

Rozdily hodnot u PT jsou podle dosazené hladiny vyznamnosti (p < 0,001 %) ve
vsech tiech piipadech statisticky vyznamné. Veliky rozdil ukazuji i dva grafy (obr. 10 a

12), kde je videt, ze hodnoty PT v pritbéhu ¢asu nerovnomérné kolisaji.
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5. Diskuze

Hlavnim cilem mé prace bylo zjistit a porovnat, jak ovliviiuje prodlouzeny
Casovy interval vysledné hodnoty koagulacniho vySetfeni u dvou zakladnich
koagulacnich testi: u aPTT (aktivovaného tromboplastinového casu) a u PT
(protrombinového Casu).

Za prodlouzeny Casovy interval byla povazovana doba mezi odbérem vzorku,
jeho dorucenim do laboratote a nasledn¢ jeho vySetfenim v laboratofi. Krev je nutno
v tomto ptipad¢ dodat do laboratote ke zpracovani do 4 hodin po odbéru, aby nedoslo
ke znehodnoceni vysledkl. UZ po 4 hodinach dochazi ke zvySeni inaktivace FV a FVIII
(Kvasnicka 2003).

Koagulacni vySetfeni se provadi z krevni plazmy, ktera se odebird do zkumavky
s citratem sodnym. Vzorky dodané v jiném antikoagulantu, jako je EDTA by nemély
byt vysetfovany (Crist et al. 2009). Spravnost laboratornich vysledkl zavisi na mnoha
faktorech, které mohou mit objektivni (variabilita dané metody, stabilita pouzivaného
ptistroje) nebo subjektivni pfi¢inu (kvalifikace pracovniki, individudlni piistup
pracovnika ke stanoveni). Faktory ovliviiujici spravnost vysledki mohou byt rozdéleny
na preanalytické, analytické a postanalytické. Zatimco analytické faktory jsou
kontrolovatelné a je mozné jim piedejit, nckteré chyby v preanalytické fazi jsou tézko
prokazatelné. U vétSiny testl je nutné zpracovani vzorku do 2 hodin po odbéru.
Zpracovanim se rozumi centrifugace vzorku (krve) a stazeni plazmy do umélohmotnych
zkumavek. Poté se plazma muze skladovat az 4 hodiny do provedeni vlastni analyzy pii
18-22 °C (Matyskova et al. 1999). Faktory, které vysledné hodnoty koagulacnich
vySetfeni snizuji (zkracuji ¢as koagulace pacienta) jsou: dlouhodoba ven6zni komprese
pii odbéru, télesné cviceni u muzi, dlouhodoba rybi dieta, nedodrzeni poméru
krev:citrat (9:1), hemolyza, chybna centrifugace, téhotenstvi (multigravidita),
imobilizace, obezita. Nékteré 1éky mohou téz snizit vysledné hodnoty, mezi né patii
napiiklad barbituraty, antiepileptika, glukokortikoidy, karbamazepin, koenzym Q10,
peroralni antikoncepce, penicilin, vitamin K. Konzumaci potravin s vysokym obsahem

vitaminu K miize téz dojit ke snizeni naméfenych koagula¢nich hodnot. Naopak k
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prodlouzeni c¢asii koagulace u pacientd a tedy k vyslednym vysokym naméfenym
hodnotam pftispiva technicky chybny odbér krve, nepromichani vzorku ihned po odbéru,
nedodrzeni poméru krev:citrat (9:1), télesné cviceni, malnutrice, hypoalbuminemie,
dlouhodobé vystaveni vyssim teplotam, hofecnaté stavy, prijem, alkoholicky exces,
nedostatecny piijem vitaminu K, vyssi hematokrit, prodlouzeni doby zpracovani (po 24
hodinach dochazi k prodlouzeni o 7 % a po 72 hodindch o 25 %), nedostatecné
predehtati roztokd. ZvySeny Cas koagulace maji také novorozenci. Mezi léky, které
prodluzuji dobu koagulace patii naptiklad anaesthetika, antibiotika 2. a 3. generace,
antidepresiva, antikoagulancia, hormondlni antikoncepce, antidiabetika, vysoké davky
heparinu (Kvasnicka 2003). Také hemolyzované vzorky by se nemély vysetfovat a pfi
pfijmu by mély byt odmitnuty. Hemolyza zptisobuje aktivaci srazecich faktorti, ptisobi
rusivymi vlivy a tim ovliviiuje spravnost vysledkt (Laga et al.).

Jak je vySe uvedeno, doporuceny casovy interval mezi odbérem vzorku pro
koagulacni vysetfeni a jeho vysetfenim v laboratoti jsou 4 hodiny. Za tuto dobu by se
mel vzorek z odbérové mistnosti nebo z mista, kde byl odbér proveden dorucit do
laboratofe, kde je nasledné zpracovan. Bohuzel, ne ve vSech laboratotich, které tato
vySetfeni koagulace zajist'uji 1ze doporuceny ¢asovy interval 4 hodin dodrzet. Vysledky
této prace ukazuji, jak se ptipadné prodlouzeni casového intervalu projevi ¢i neprojevi
na zmén¢€ naméienych hodnot.

Primérné hodnoty a smérodatné odchylky (tab. 5 a 6), které byly vypocteny
z namétenych hodnot koagulacnich vysetfeni (tab. 1) se od sebe pfili$ nelisi. Naopak je
ale tomu u relativni odchylky, kterd udava o kolik % se v priméru 1i$i hodnoty, které
byly naméfeny vrizném casovém intervalu od prvniho meéfeni. U aktivovaného
tromboplastinového ¢asu (aPTT) se naméfené hodnoty druhého meéteni (4 hodiny po
prvnim meéfeni) od namétenych hodnot prvniho méteni (po doruceni vzorku do
laboratote) 1i8i pouze o 2 %. Nasledné¢ naméfené hodnoty tfettho méteni (8 hodin po
prvnim meéfeni) se od namétenych hodnot prvniho méfeni lisi uz o 54 %. Nameétené
hodnoty posledniho ¢tvrtého méteni (24 hodin po prvnim méfeni) se od naméfenych
hodnot prvniho méteni 1isi o celych 479 % (tab. 7). Velice odlisné vysledky relativnich

odchylek jsou u protrombinového ¢asu (PT), kde i hodnoty métené v riznych casovych
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intervalech mezi sebou velice kolisaly. Namétené hodnoty druhého méfeni (4 hodiny po
prvnim méteni) od naméfenych hodnot prvniho méfeni (po doruceni vzorku do
laboratote) v priméru klesly o 63 %. Namétené hodnoty tfetiho méfeni (8 hodin po
prvnim méfeni) od naméfenych hodnot prvniho méfeni v priméru klesly o 82 %.
Naméfené hodnoty posledniho ctvrtého méfeni (24 hodin po prvnim méfeni) od
namétenych hodnot prvniho méteni v prioméru stouply o 77 % (tab. 8).

Z téchto vysledkil je patré, Ze by se doporuCeny casovy interval od odbéru
vzorku po jeho zpracovani v laboratofi mél dodrzovat. Ptipadné delsi prodlouzeni

¢asového intervalu ma vliv na vysledky koagula¢niho vysetfeni.
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6. Zavér

Cilem této prace bylo ovéfeni vlivu ¢asového faktoru na kvalitu koagula¢niho
vySetfeni a pomoci verifikace se pfed zahajenim vlastni analyzy vzorkl ujistit, zda jsou
pouzité koagulacni metody spolehlivé a zarucuji spravnost mérenych vysledki.

Verifikace obou koagulacnich metod prob¢hla v poradku, tudiz jsem mohla
predpokladat, Ze nasledné méfeni pacientskych vzorki z denniho rutinniho provozu
bude poskytovat spravné vysledky. Tim se potvrdila ma druhd hypotéza - spravnost
naméfenych hodnot. Z naméfenych hodnot byly vypocteny primémé hodnoty,
smérodatné a relativni odchylky a parovym t-testem byla vypoctena dosazena hladina
vyznamnosti. Tato dosazena hladina vyznamnosti potvrdila, ze za rozhodujici faktor pro
kvalitu vySetfeni a nasledné namétenych hodnot je povazovana doba mezi odbérem
vzorku, jeho transportem do laboratote a jeho naslednym vySetienim v laboratofi. Timto
se tedy potvrdila i ma prvni hypotéza. Z vysledki mohu tedy konstatovat, ze u
aktivovaného tromboplastinového ¢asu (aPTT) po 4 hodinach (po odbéru) nedochazi
k odlisnym statisticky vyznamnym hodnotam. Dalsi naméfené hodnoty (méfené po 8 a
24 hodinach od prvniho méfeni) se jiz odliSuji a jsou staticky vyznamné. U
protrombinového ¢asu (PT) se naméfené hodnoty statisticky vyznamné lisi uz po 4
hodinach od prvniho méfeni.

Na zékladé¢ mych vysledk a poznatki, které jsem v této praci ziskala, mohu
navrhnout, aby se doporuceny Casovy interval mezi odbérem krve a jejim vySetfenim
v laboratofi dodrzoval. Pokud se tento ¢asovy interval dodrzet neda, méla by laboratot

pocitat s nepfesné namétrenymi hodnotami.
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9. Prilohy

Obr. 3: Automaticky koagulacni analyzator CEVERON" Alpha
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Obr. 4: Odbérové zkumavky pouzivané v laboratoti Laboma s.r.o. (vlevo: zkumavka

‘o . . TM ‘o .
odbérového systému BD Vacutainer ~, vpravo: zkumavka odbérového sytému

AQUISEL)
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Nazev souboru: F-023 Verifikacni-protokol.doc

Metoda: Stanoveni APTT Nazev pouzité soupravy: DAPTTIN
Analyzitor: CEVERON" Alpha Vyrobce: Technoclone
Vyhodnotil: Kat. ¢islo: 5277017
Datum: 13.9.2010

1. Mezilehla piesnost
Datum: Vzorek 1  1.7.—14.10.2010 Pouzity  Vzorek 1  Coagulation Control N f. Ceveron
(od - do) Vzorek 2 1.7.—14.10. 2010 material: Vzorek2 Coagulation Control A f. Ceveron

Vzorek 3 Vzorek 3
Pocet
hodnot | Primér SD (0%

Vzorek 1 23 1,04 0,029 2,8

Vzorek 2 23 1,96 0,048 2.4

Vzorek 3

2. Opakovatelnost, bias

Provedl:
Datum:  25.8.2010
Pouzity material: Vzorek A= Coagulation Control N f. Ceveron
Vzorek B= Coagulation Control A f. Ceveron
Vzorek C =
Vysledné hodnoty:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Vzorek A | 1,000 | 1,000 | 1,010 | 1,010 | 1,000 | 0,990 | 1,000 | 1,000 | 1,010 | 1,000

Vzorek B | 1,910 | 1,920 | 1,910 | 1,900 | 1,920 | 1,920 | 1,910 | 1,910 | 1,910 | 1,910

Vzorek C

Intraindividualni biologicka variabilita (CV;) = 2,7
Interindividuélni biologicka variabilita (CV,) = 8,6
Celkova biologicka variabilita = 9,0
Ptesnost odvozena z biologickych variabilit Iy, = 1,4
Bias odvozeny z biologickych variabilit By, = 2.3
Celkova chyba odvozena z biologickych variabilit TEy;,; = 4,5
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Vyhodnoceni:

Vzorek Vzorek A | Vzorek B | Vzorek C | Jednotky
Primér 1,002 1,912

Cilova hodnota 1,000 1,930

Nejistota ref. materialu %
SD 0,006 0,006

CvV 0,631 0,331 %
R(x) 100,200 99,067 %

b 0,200 -0,933 %

Neni zadana nejistota referenéniho materialu.

Mezni hodnota nejistoty (%): 20,00

Pramen: SEKK

Vysledek verifikace: Vzorek A Vyhovuje
Vzorek B Vyhovuje
Vzorek C

3. Kombinovana nejistota:
Ut (%)= 2,877 proc= 1,000
Ut (%)= 2,596 proc= 1,930

ur,tot (%) = pI'O c=

Vysledek méfeni se pohybuje v tomto intervalu pti 95% intervalu spolehlivosti:

4. Zavér:
Kombinovana nejistota je vyhovujici vzhledem TMU SEKK. Metoda je vhodna ke klinickému vyuziti.
Platnost do: 5.8.2011

Obr. 7: Veritikacni protokol metody aPTT
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Nazev souboru: F-023 Verifikacni-protokol.doc

Metoda: Stanoveni INR Nazev pouzité soupravy: Technoplastin HIS
Analyzitor: CEVERON® Alpha Vyrobce: Technoclone
Vyhodnotil: Kat. ¢islo: 5003022

Datum: 13.9.2010

1. Mezilehla piesnost
Datum: Vzorek 1  1.7.—14.10. 2010 Pouzity = Vzorek I  Coagulation Control N f. Ceveron
(od-do) Vzorek2 1.7.—14.10.2010 material: Vzorek2 Coagulation Control A f. Ceveron

Vzorek 3 Vzorek 3
Pocet
hodnot | Prumér | SD CV
Vzorek 1 | 23 1,04 0,044 | 4,2
Vzorek 2 | 23 3,48 0,225 | 6,5
Vzorek 3

2. Opakovatelnost, bias

Provedl:
Datum:  25.8.2010
Pouzity material: Vzorek A= Coagulation Control N f. Ceveron
Vzorek B=  Coagulation Control A f. Ceveron
Vzorek C =
Vysledné hodnoty:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Vzorek A | 1,020 | 1,010 | 1,010 | 1,010 | 1,020 | 1,020 | 1,010 | 1,010 | 1,000 | 1,010

Vzorek B | 3,570 | 3,570 | 3,550 | 3,550 | 3,540 | 3,540 | 3,530 | 3,540 | 3,550 | 3,530

Vzorek C

Intraindividualni biologicka variabilita (CV;) = 4,0
Interindividuélni biologické variabilita (CV,) = 6,8
Celkova biologicka variabilita = 7,9
Ptesnost odvozena z biologickych variabilit I, = 2,0
Bias odvozeny z biologickych variabilit By, = 2,0
Celkova chyba odvozena z biologickych variabilit TEy, = 5,3
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Vyhodnoceni:

Vzorek Vzorek A | Vzorek B | Vzorek C | Jednotky
Primér 1,012 3,547

Cilova hodnota 1,000 3,900

Nejistota ref. materialu | 0,000 0,000 %

SD 0,006 0,014

CV 0,625 0,400 %

R(x) 101,200 90,949 %

b 1,200 -9,051 %

Neni zadana nejistota referenéniho materialu.

Mezni hodnota nejistoty (%): 20,00

Pramen: SEKK

Vysledek verifikace: Vzorek A Vyhovuje
Vzorek B Vyhovuje
Vzorek C

3. Kombinovana nejistota:
Ut (%)= 4,413 proc= 1,000
Ut (%)= 11,151 proc= 3,900

ur,tot (%) = pI'O c=

Vysledek méfeni se pohybuje v tomto intervalu pii 95% intervalu spolehlivosti:
proc=1,00 (0,912 -1,088)
pro ¢ =3,90 (3,030 -4,770)

4. Zavér:
Kombinovana nejistota je vyhovujici vzhledem TMU SEKK. Metoda je vhodna ke klinickému vyuziti.
Platnost do: 5.8.2011

Obr. 8: Verifikacni protokol metody PT
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Tabulka 2: Namétfené hodnoty u aPTT

aPTT (aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as)

sec. Ratio
Cislo 1. 2. 3. 4. 1. 2. 3. 4.
vzorku méfeni méfeni meéfeni meéfeni | méfeni méfeni méfeni méfeni
1 31,1 30,8 31,0 353 0,9 0,9 0,9 L1
2 43,6 41,2 444 50,5 1,3 1,2 1,3 1,5
3 67,6 59.8 62,4 78,8 2,0 1.8 1,9 24
4 47,9 45,5 453 54,0 1,4 1,4 1,4 1,6
5 39,7 40,5 39,7 43,9 1,2 1,2 1,2 1,3
6 36,8 37,8 37,6 40,6 1,1 1,1 1,1 1,2
7 35,4 35,9 36,8 40,8 1,1 1,1 1,1 1,2
8 55,7 53,5 53,6 60,6 1,7 1,6 1,6 1,8
9 36,5 36,1 35,8 39,9 1,1 1,1 1,1 1,2
10 47,0 47,1 48,0 53,3 1.4 1.4 1,5 1,6
11 33,5 33,2 33,6 37,9 1,0 1,0 1,0 1,1
12 33,2 33,1 34,0 37,5 1,0 1,0 1,0 1,1
13 36,4 37,5 37,6 41,2 1,1 1,1 1,1 1,2
14 37,5 37,3 37,6 44,1 1,1 1,1 1,1 1,3
15 42,7 43,7 44,2 49,4 1,3 1,3 1,3 1,5
16 31,5 31,6 31,6 35,6 1,0 1,0 1,0 1,1
17 53,4 55,3 56,0 61,6 1,6 1,7 1,7 1,9
18 27,7 28,7 29,3 31,3 0,8 0,9 0,9 0,9
19 53,1 50,8 51,7 59,6 1,6 1,5 1,6 1.8
20 36,2 36,9 35,5 40,2 1,1 1,1 1,1 1,2
21 47,0 51,1 48,5 53,4 1,4 1,5 1,5 1,6
22 30,7 30,6 33,0 36,3 0,9 0,9 1,0 1,1
23 40,5 40,4 42,6 47,6 1,2 1,2 1,3 1,4
24 33,8 33,6 33,6 36,1 1,0 1,0 1,0 1,1
25 31,6 32,5 31,6 33,9 1,0 1,0 1,0 1,0
26 42,9 43,0 44,8 49,0 1,3 1,3 1,4 1,5
27 43,2 40,4 45,0 50,0 1,3 1,2 1,4 1,5
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aPTT (aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as)

sec. Ratio
Cislo 1. 2. 3. 4. 1. 2. 3. 4.
vzorku méfeni meéfeni —meéfeni meéfeni | méfeni méfeni meéfeni méfeni
28 55,2 51,3 55,1 60,4 1,7 1,5 1,7 1,8
29 45,1 44,6 46,2 49,8 1,4 1,3 1,4 1,5
30 36,4 36,2 36,2 38,9 1,1 1,1 1,1 1,2
31 30,9 32,6 32,2 34,0 0,9 1,0 1,0 1,0
32 40,9 43,5 44,0 45,8 1,2 1,3 1,3 1,4
33 40,2 42,9 433 48,0 1,2 1,3 1,3 1,5
34 45,2 48,1 46,8 52,1 1,4 1,5 1,4 1,6
35 41,8 44,0 43,9 47,0 1,3 1,3 1,3 1,4
36 26,4 27,1 27,9 30,4 0,8 0,8 0,8 0,9
37 29,6 31,9 30,5 35,7 0,9 1,0 0,9 1,1
38 37,0 36,9 37,5 44,1 1,1 1,1 1,1 1,3
39 30,1 30,2 30,3 35,1 0,9 0,9 0,9 1,1
40 28,5 28,4 28,7 30,4 0,9 0,9 0,9 0,9
41 29,3 28,3 29,4 32,0 0,9 0,9 0,9 1,0
42 31,0 31,3 31,9 34,0 0,9 0,9 1,0 1,0
43 31,4 31,9 32,8 34,5 0,9 1,0 1,0 1,0
44 42,3 41,5 42,5 452 1,3 1,3 1,3 1,4
45 32,0 33,0 32,9 34,8 1,0 1,0 1,0 1,1
46 31,3 31,6 31,5 35,2 0,9 1,0 1,0 1,1
47 44,9 44,5 44.4 49,5 1.4 1,3 1,3 1,5
48 54,5 53,9 54,0 56,1 1,6 1,6 1,6 1,7
49 35,3 35,3 35,6 36,3 1,1 1,1 1,1 1,1
50 40,2 39,8 40,3 43,7 1,2 1,2 1,2 1,3
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Tabulka 3: Namétfené hodnoty u PT

QUICK (protrombinovy ¢as)

S€C.

%

Cislo 1. 2. 3. 4. 1. 2. 3. 4.
vzorku meéfeni meéfeni méfeni méfeni | méfeni meéfeni méfeni —méfeni
1 12,4 12,0 11,9 12,9 102,1 108,3 110,0 95,2
2 30,1 28,5 28,3 30,2 28,6 30,6 30,9 28,5
3 49,6 48,9 47,1 48,9 16,0 16,2 16,9 16,2
4 27,6 26,4 25,7 27,8 31,9 33,7 34,9 31,6
5 21,6 21,3 20,9 22,4 43,7 44,6 45,7 41,7
6 25,8 25,0 24,7 26,0 34,7 36,1 36,7 344
7 26,6 26,2 25,1 27,0 33,4 34,0 35,9 32,8
8 38,9 36,9 37,1 39,1 21,1 22,4 22,3 21,0
9 22,0 21,4 21,4 23,0 427 443 443 40,2
10 26,1 25,6 25,6 27,5 34,2 35,0 35,0 32,0
11 17,3 16,9 16,5 18,3 59,7 61,8 64,0 55,0
12 14,2 13,8 13,8 15,0 80,9 84,8 84,8 74,1
13 21,9 21,6 21,4 23,0 42,9 43,7 443 40,2
14 22,5 22,1 21,5 23,3 41,4 42,4 44,0 39,6
15 25,0 23,6 23,3 25,2 36,1 38,9 39,6 35,8
16 16,2 15,6 15,1 16,8 65,8 69,7 73,4 62,3
17 35,9 33,6 33,6 35,0 23,2 25,1 25,1 23,9
18 14,0 13,3 13,5 14,4 82,9 90,3 88,0 79,1
19 29,7 28,2 27,2 29,3 29,1 31,0 32,5 29,6
20 20,6 20,5 20,2 21,3 46,6 47,0 47,9 44,6
21 35,8 36,3 36,0 36,3 23,2 22,9 23,1 22,9
22 13,0 12,9 12,9 14,0 93,9 95,2 95,2 82,9
23 28,1 27,9 27,9 29,2 31,2 31,4 31,4 29,7
24 17,8 18,1 17,4 18,5 57,3 55,9 59,2 54,2
25 13,0 12,9 12,8 13,7 93,9 95,2 96,5 85,9
26 30,7 29,8 29,2 32,4 27,9 29,0 29,7 26,2
27 28,9 28,6 28,1 30,4 30,1 30,5 31,2 28,3
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QUICK (protrombinovy ¢as)

SecC.

%

Cislo 1. 2. 3. 4. 1. 2. 3. 4.
vzorku meéfeni meéfeni méfeni méfeni | méfeni meéfeni méfeni —méfeni
28 28,7 273 27,8 30,0 30,4 32,3 31,6 28,7
29 33,9 33,6 33,2 353 24,8 25,1 254 23,6
30 14,8 14,3 14,6 15,4 75,5 80,0 77,4 71,1
31 13,7 13,3 13,4 14,4 85,9 90,3 89,1 79,1
32 30,8 29,6 30,6 31,9 27,8 29,2 28,1 26,7
33 30,3 29,6 29,3 31,5 28,4 29,2 29,6 27,1
34 34,4 33,4 32,9 35,6 24,4 25,2 25,7 23,4
35 26,0 25,2 24,9 26,6 34,4 35,8 36,3 33,4
36 13,4 13,2 13,0 14,1 89,1 91,5 93,9 81,9
37 12,4 12,0 12,1 13,1 102,1 108,3 106,7 92,7
38 22,8 21,9 22,0 23,5 40,7 429 42,7 39,1
39 13,8 13,5 13,6 14,5 84,8 88,0 86,9 78,3
40 13,6 13,3 13,5 14,6 86,9 90,3 88,0 77,4
41 12,0 11,6 11,9 13,0 108,3 115,4 110,0 93,9
42 18,8 18,3 18,7 20,0 53,0 55,0 534 48,6
43 13,5 13,3 12,9 14,5 88,0 90,3 95,2 78,3
44 28,8 27,7 27,8 29,4 30,2 31,7 31,6 29,5
45 13,5 12,9 12,9 14,5 88,0 95,2 95,2 78,3
46 12,4 12,3 12,4 13,3 102,1 103,6 102,1 90,3
47 30,4 29,9 29,2 32,6 28,3 28,9 29,7 26,0
48 28,5 27,9 27,3 29,4 30,6 31,4 32,3 29,5
49 13,7 12,9 13,1 14,8 85,9 95,2 92,7 75,7
50 32,9 32,1 32,0 34,2 25,7 26,5 26,6 24,5
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Tabulka 4: Namétfené hodnoty u PT (pokracovani)

QUICK (protrombinovy ¢as)
INR

Cislo 1. 2. 3. 4.
vzorku meéfeni méfeni meéfeni méfeni
1 0,98 0,94 0,93 1,03
2 3,10 2,89 2,86 3,12
3 5,94 5,83 5,55 5,83
4 2,77 2,62 2,53 2,80
5 2,02 1,98 1,93 2,11
6 2,54 2,44 2,40 2,56
7 2,64 2,59 2,45 2,69
8 4,33 4,04 4,07 4,36
9 2,06 1,99 1,99 2,19
10 2,58 2,51 2,51 2,76
11 1,51 1,46 1,42 1,62
12 1,17 1,13 1,13 1,25
13 2,05 2,02 1,99 2,19
14 2,12 2,08 2,00 2,22
15 2,44 2,26 2,22 2,46
16 1,39 1,32 1,27 1,45
17 3,90 3,58 3,58 3,77
18 1,15 1,07 1,09 1,19
19 3,05 2,85 2,72 3,00
20 1,89 1,88 1,85 1,98
21 3,89 3,96 3,91 3,96
22 1,04 1,03 1,03 1,15
23 2,84 2,81 2,81 2,98
24 1,57 1,60 1,52 1,65
25 1,04 1,03 1,02 1,11
26 3,18 3,06 2,98 3,41
27 2,94 2,90 2,84 3,14
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QUICK (protrombinovy ¢as)

INR

Cislo 1. 2. 3. 4.
vzorku meéfeni méfeni meéfeni méfeni
28 2,92 2,73 2,80 3,09
29 3,62 3,58 3,52 3,82
30 1,23 1,18 1,21 1,30
31 1,11 1,07 1,08 1,19
32 3,20 3,04 3,17 3,35
33 3,13 3,04 3,00 3,29
34 3,69 3,55 3,48 3,86
35 2,56 2,46 2,42 2,64
36 1,08 1,06 1,04 1,16
37 0,98 0,94 0,95 1,05
38 2,16 2,05 2,06 2,25
39 1,13 1,09 1,10 1,20
40 1,10 1,07 1,09 1,21
41 0,94 0,90 0,93 1,04
42 1,68 1,62 1,67 1,82
43 1,09 1,07 1,03 1,20
44 2,93 2,78 2,80 3,01
45 1,09 1,03 1,03 1,20
46 0,98 0,97 0,98 1,07
47 3,14 3,08 2,98 3,44
48 2,89 2,81 2,73 3,01
49 1,11 1,03 1,05 1,23
50 3,48 3,37 3,36 3,66

- 64 -



