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Abstrakt

Vysetteni hladiny fibrinogenu patii bezesporu k velmi dalezitym vySetienim krve.
V minulosti se Casto stavalo, ze pacient umiel na vykrvaceni. V dneSni dob¢ uz je
znamé, ze fibrinogen patfi k dulezitym faktordm srazeni krve. Nizké hladiny
fibrinogenu totiz vedou ke krvacivym projeviim. Naopak zvySena koncentrace
fibrinogenu pfedstavuje nezavisly rizikovy faktor rozvoje kardiovaskularnich
onemocnéni a je to také rizikovy faktor trombdz. Zvysenou hladinu fibrinogenu ovSem
muzeme najit i t¢hotnych.

Ve své praci bych se rada zabyvala porovnanim hladin fibrinogenu mezi muzi a
Zenami. A piipadné bych rada porovnala hladiny fibrinogenu u rtiznych onemocnéni.

Dalsi muj cil je porovnat dva pfistroje pii vySetfeni hladin fibrinogenu.

Fibrinogen je glykoprotein s biologickym polo¢asem 3-5 dni. Fibrinogen je
pfitomny vplazm¢ a v granulich krevnich desticek. Je syntetizovan v jatrech.
Fibrinogen je substratem pro trombin, ktery fibrinogen §tépi, a to za vzniku fibrinovych
monomerl. Soucasné je také substratem pro plazmin. Dale je $t€pen i1 nékterymi dalSimi
enzymy, které jsou trombinu podobné. Zaroven je i hlavni krevni bilkovinou
podporujici agregaci krevnich desticek.

V teoretické ¢asti své prace bych se rdda vénovala detailn€jSimu popisu fibrinogenu
a hemostazy. Také bych chtéla zminit koagulacni metody.

V praktické Casti se budu vénovat preanalytické fazi vysetfovani vzorki, kde bych
rdda zminila 1 chyby, které v této fazi vySetfeni mohou vzniknout. Dale budu popisovat
analytickou fézi a kratce zminim i postanalytickou.

Bylo mi umoZnéno porovnavat celkem 246 vzorkl a k tomu jesté 36 vzorkd, které
byly zméfené na dvou riznych pfistrojich. Z téchto vysledkli jsem potom sestavila

tabulky a grafy pro rtizna porovnani.
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Abstract

Fibrinogen level test is undoubtedly one of very important blood tests. In the past it
happened quite frequently for a patient to bleed to death. Nowadays it is well known
that fibrinogen is one of important factors for blood coagulation. Low fibrinogen levels
cause bleeding effects. On the other hand, an increased fibrinogen level represents an
independent risk factor of cardiovascular diseases development and also a thrombosis
risk factor. But it is possible to diagnose increase fibrinogen level at pregnant women.

I would like to deal in my thesis with comparison of fibrinogen levels at men and
women. And I would possibly like to compare fibrinogen levels at various diseases.

Another aim of my thesis is to compare two devices for fibrinogen levels testing.

Fibrinogen je glycoprotein with biological half-life of 3-5 days. Fibrinogen is present in
plasma and in platelets granules. It is synthesized in liver. Fibrinogen is a substrate for
thrombin, splitting fibrinogen with development of fibrin monomers. Simultaneously, it
is a substrate for plazmine. It is also split by some other enzymes, similar to thrombin. It
is simultaneously the main seralbumine, supporting aggregation of platelets.

In the theoretical part of my thesis I would like to pay attention to detailed description
of fibrinogen and haemostasia. | would also like to mention coagulation methods.

In the practical part | will pay attention to the pre-analytic part of samples testing, where
I would also like to mention faults that may appeal in this part of examinations. | will
also describe the analytical phase and | will mention the post-analytical phase in brief as
well.

Key words: fibrinogen, fibrinolysis, coagulation
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Uvod

Krvaceni je jednim z nejvétSich problémt mediciny. Jedna se o problém, ktery neni
zavisly na véku ¢i rase a postihuje jak nemocné, tak do té doby zdravé osoby. Krvaceni
se muze zménit na fenomén bezprostiedniho ohrozeni Zivota, fenomén dramatické
situace, ktera mtize vyustit ve fatalni zivotni zvrat (Penka, 2014).

Je nadmiru dulezité¢, aby bylo krvaceni podchyceno v co nejkratSim casovém
intervalu. K tomu, aby terapeuticka opatfeni byla co nejucinngjsi, je vyhodné jejich
fizeni podle predem stanoveného laboratorniho nalezu. Koagula¢ni testy jsou v tomto
sméru v naprosté vétsin¢ koncipovany k prikazu hypokoagulace, a tudiz k detekci
nebezpeci krvaceni (Penka, 2014).

Mezi zékladni laboratorni vySetieni fadime vySetfeni krevniho obrazu a to vcetné
vySetfeni poc¢tu krevnich desticek, dale protrombinovy cas, aktivovany parcidlni
tromboplastinovy Cas a konecné i stanoveni hladiny fibrinogenu (PospiSilova et al.,
2013).

Stanoveni téchto testll je velmi citlivé a kazda laboratot ma za svij cil samoziejme
poskytovat spravné a spolehlivé vysledky. Hlavnim z pfedpokladi k dosazeni téchto
cilt, je spravné dodrZeni podminek preanalytické faze, transport biologického materialu
a spravné zpracovani biologického materidlu. NedodrZeni téchto podminek vede

k nekvalitnim a hlavné k nespravné stanovenym vysledkim.



1. Historie

1.1 Historie koagulace

Prvni zminka, ktera byla vyslovena o koagulaci byla pravdépodobné vyicena
nejslavnéjsim lékafem starovéku Hippokratem. Hippokrat zjistil, Zze krev, ktera byla
ziskédna z obétovaného zvifete, ztuhla po ochlazeni. Pokud vSak bylo vzorkem krve
tfeseno béhem odbéru a odstranila se z ni vznikajici vlakna, ziistala krev tekuta.

Britsky lékatr, William Harvey, ktery jako prvni popsal krevni obé&h, pfipisoval
srazeni krve tzv. smrti krve (Vidner, 2011).

Vyznamngj$i objev na poli koagulace pak ucinil Polli, jez objevil, Ze se krev
normalné srdzi jak na vzduchu, tak v kysliku ¢i dusiku. Proces koagulace byl oddalovan
oxidem uhli¢itym, ktery je obsazen v atmosfére.

Johannes Muller v roce 1832 objevil nerozpustnou substanci ve srazeniné krve
,fibrin" a znamy patolog Rudolf Virchow pojmenoval jeho hypoteticky solubilni
plazmaticky prekurzor fibrinogen. Fibrinogen poprvé izoloval Prosper Sylvain Denis
v roce 1856. Alexander Schmidt kratce nato dokézal, Ze pfeména fibrinogenu na fibrin
je enzymaticky proces a enzym, jenz se na ném podili, nazval trombin.

V roce 1890 se stal objevitel antikoagulaéniho efektru citratu a oxalatu Nicolas
Maurice Arthus a pfedvedl, Ze pfitomnost iontli vapniku je nezbytnou podminkou ke
srazeni krve. Nékteré procesy, které vedly ke srazeni krve, se vSak povedlo vysvétlit az

ve 20. stoleti.

1.2 Historie koagulaéni kaskady
Paul Morawitz vroce 1905 poprvé popsal koagulacni kaskadu. Také navrhl
zakladni hemostatické schéma. V tomto schématu se uplatiiovaly ¢tyfi koagulaéni
faktory: fibrinogen (F I), protrombin (F II), tromboplastin (F III) a vapnik (F IV).
Celularni slozka byla poznéna az v poloviné 19. stoleti a jejim objevitelem byl nejspise
Alfréd Donné, ktery popsal krevni desticky. Jejich ucast na koagulaci byla popsana

v 70. letech 19. stoleti a zasluhy na tom maji Max Schulz a Bizzozer. Do roku 1983 se



datuje objev glykoproteinovych receptori. Ulohu téchto receptort popsal Barry Coller
(Vojacek, 2003).

Posledni slozkou koagulacniho systému, ktera byla popsana byl endotel, ktery byl
po celou dobu povazovan pouze za pasivni vystelku cévni stény. Nejmladsiho data je
préce, kterd popisuje endotel-celularni interakce. Tyto interakce maji klicovou roli nejen
beéhem hemostazy (Pecka, 2004), ale i v patogenezi fady onemocnéni typu aterosklerozy
1 akutnich forem ischemické choroby (Aschermann et al, 2005; Pecka, 2004).

V historii se tedy model koagulacni kaskady opakované upravoval az po posledni
predstavy komplexniho fungovani koagula¢niho systému a jeho napojeni na dalsi
kaskadové systémy organismu se zapojenim bunécnych receptord i extracelularni

matrix (Vidner, 2011).
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2. Fibrinogen v dnesni dobé

2.1 Fibrinogen (faktor I)

Dnes uz je vSeobecné znamo, ze fibrinogen je glykoprotein, ktery je piitomny
V plazmé i v granulich krevnich desticek. Molekulova hmotnost fibrinogenu je 340kDa.
Je syntetizovan v jatrech (Pecka, 2010).

Hlavnim cilem fibrinogenu, pfi tvorbé koagula, je jeho pfeména na fibrinovou sit’.
Fibrinogen je tedy syntetizovan v jatrech a gen pro jeho syntézu je ulozen na 4.
chromosomu. K jeho funk¢ni formé neni nutné, aby zde byl pfitomen vitamin K (Pecka,
2004).

Fibrinogen je vlaknity glykoprotein, jenz je slozen ze symetrické molekuly, ktera je
tvofena tfemi pary fetézci (dvakrat Ao, dvakrat BB a dvakrat y). Tato molekula
V hemostaze zastavd celou fadu prohemostatickych i1 antihemostatickych funkci.
Retézce jsou navzajem propojeny disulfidickymi mistky. Z molekuly fibrinogenu se
S pomoci trombinu odstépuji fibrinopeptidy A a B (FPA, FPB), pficemz vznikaji
fibrinové monomery. Tyto monomery pak postupné polymerizuji a tvoii se tak primarni
fibrinovd vldkna. Primarni vldkna nabyvaji na tloustce laterdlni adici.
Transglutamina¢ni reakce je zajiStovana aktivovanym faktorem XIII. Po této reakci,
kdy jsou kovalentné spojeny glutaminové zbytky sousednich fibrinovych vlaken, vznika
definitivni fibrinové koagulum. Fibrinogen ma dale tu vlastnost, ze vyrazné ovliviiuje
reologické vlastnosti krve a diky své symetrii, kterd je ddna spojenim aktivovanych
trombocytl pies jejich receptory GP IIb/Illa, zajist'uje agregaci desti¢ek. Mimo vazby
na trombocyty se fibrinogen dale vdze 1 na receptory aktivovanych leukocyti a
endotelii. Fibrinogen je nosi¢em faktoru XIII. Antihemostatické funkce fibrinogenu
spocivaji v jeho vazbé aktivniho trombinu a ve schopnosti fibrinu potencovat aktivaci
PLG pres tPA. Je znamo, Ze afibrinogenemie je spojena s rizikem krvéceni, a u pacientti
1 pokusnych zvifat s afibrinogenemii byla prokadzana zvySena generace trombinu. Na
druhou stranu, zvySena koncentrace fibrinogenu ptedstavuje nezavisly rizikovy faktor

rozvoje kardiovaskularnich onemocnéni (Penka, Bulikova et al, 2009).
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2.2 ZvySené hodnoty fibrinogenu

Koncentrace fibrinogenu v plazmé stoupa u akutnich stavi, jako je zanét, trauma,
operace, ale 1 napf. infarkt myokardu. V pribéhu nékolika hodin po navozeni téchto
stavii dojde ke zvySeni syntézy fibrinogenu v jatrech a jeho hladina se v prib¢hu 3-5
dnti zvysi na 3-5 nasobek vychozi hodnoty. Po této dobé se vraci k normalu. (Pecka,
2004) Vyssi koncentrace muzeme najit také u chronickych zanétd, jako nasledek
zvysené estrogenni stimulace v t€hotenstvi a u kuiaka (Racek et al, 2006).

Bylo ale zjisténo, ze hladina fibrinogenu je také vyznamny nezavisly rizikovy
faktor aterogeneze. Pocet komplikaci a rozvoj sklerotickych zmén jsou umérné
koncentraci fibrinogenu v plazmé pied piihodou. Fibrinogen se uplatiiuje zvySenou
viskozitou krve, vaze na sebe lipoproteiny, infiltruje arteridlni sténu a stimuluje
bunéénou proliferaci. Trombogenni efekt fibrinogenu spociva v podpofe agregace
trombocytl a tvorbé fibrinového trombu. Kufaci maji hodnoty fibrinogenu asi o 0,3g/1
vyssi nez stejné staii lidé, ktefi nekoufi. Jelikoz koncentrace fibrinogenu stoupa
s vékem, lze fici, Zze hladiny fibrinogenu, a tim 1 riziko rozvoje aterosklerdzy, je u
kutaki v priméru takova jako u nekutédka, ktery je starsi o 20 let (Racek et al, 20006).

ZvySené riziko koronarni ischemické ptihody piedstavuje jakékoliv zvySeni
koagulaéni pohotovosti, stejné jako porucha fibrinolyzy. Jako ptiklad muiZe slouZit
zvySeni koncentrace inhibitoru aktivatoru plazminogenu (PAI-1), které je pozorovéano u
nemocnych obéznich, s inzulinovou rezistenci a u nékterych typli mutaci genu pro PAI-
1 (Racek et al, 2006).

ZvySena hladina fibrinogenu je také rizikovym faktorem trombodzy. Riziko je
zvySovano pii hladin€ nad 3,5 g/l, nad 5 g/l je riziko 3,7 krat vyssi oproti hladin€ pod
3,5 g/l. Rada studii ukazuje p¥imou souvislost hladiny fibrinogenu s naslednou incidenci
aT. Diskutovanym problémem posledni doby je to, zda zvySeni hladiny fibrinogenu
spiSe neodrazi jiné rizikové faktory (v€etné€ vyssiho véku). Zvysend hladina fibrinogenu

wrwe

2006; Pecka, 2004).
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2.3 SniZené hodnoty fibrinogenu
Nekteré 1€ky, nahlé pieruseni koufeni nebo fyzicka aktivita, to vSechno jsou
faktory, které mohou vést ke snizeni hodnot fibrinogenu v plazmé. Pokud hladina
fibrinogenu klesne na 0,5 g/l dochazi vétSinou ke krvacivym projevim. Také
dysfibrinogenémie, kterd je dnes pomérn¢ cCastd, se muZze projevovat krvacivymi

projevy (Cetkovsky et al, 2004).
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3. Fyziologie hemostazy

3.1 Hemostaza

Srazeni krve fadime mezi dalezity obranny mechanismus, ktery pomahd chranit
integritu cévniho systému pii poranéni (Charrin, Vanneste, 1991).

Hemostdzu chapeme jako soubor mechanismil, které zabrafiuji spontdnnim
krvacivym projevim a vedou k zastavé krvaceni pfi poranéni cévni stény. Za
fyziologickych podminek hemostdza zajist'uje tekutost krve v inaktivnim cévnim fecisti.
V ptipad€, ze je poruSena kontinuita cévni stény, vede krevni srdzeni k zdstavé
krvaceni. Hemostaticka rovnovaha je vysledkem normalni funkce cévni stény, krevnich
desti¢ek a plazmatickych ¢initeltl zahrnujici systémy koagula¢ni a fibrinolyticky a jejich
inhibitory. NaruSeni hemostatické rovnovahy miiZze vyustit na jedné stran¢ v krvacivy
stav a na druhé strané ve stavy trombofilni (MatySkova, 1999).

Hemostaza muze byt zaménovana s hemokoagulaci. PficemZz hemostiza je
komplexni d&j, pfi kterém dochazi k zastavé krvaceni. Zatimco hemokoagulace je

soubor mechanismd, pii kterych se zejména uplatituje plazmaticky koagulacni systém.

3.1.1 Hemostaza od narozeni po dospélost
Hemostaza je dynamicky proces, ktery prochazi, z hlediska vyvoje organismu,

riznymi stadii.

3.1.1.1 Fetalni a neonatalni hemostaza
Tato hemostaza je nevyzrald s velmi malou rezervni kapacitou pii odpovédi na
rizné podnéty. Koagulacni proteiny v tomto obdobi neprochazeji placentarni bariérou.
Syntéza koagulacnich proteinli zacina ve fetu asi v 10. tydnu a jejich koncentrace stoupa
tim vic, ¢im je doba tc¢hotenstvi del§i. Mezi 19. a 29. tydnem je koncentrace
koagula¢nich proteina asi o 1/3 az 1/2 vys§i nez po narozeni. Kolem 30. az 38. tydne

jsou hodnoty faktorti na 1/2 az 3/4 hodnot po narozeni. U zralého novorozence jsou
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hodnoty faktoru K-dependentnich a faktori kontaktu na 1/3 az 1/2 oproti hodnotam,
které¢ mizeme nameétit u dospélych. Koncentrace postupné stoupa a asi v 6. mésici po
narozeni se blizi hodnotam dospélych. Koncentrace fetdlniho fibrinogenu odpovida

hladiné dospélych- fibrinogen ma ale snizenou schopnost polymerace (Pecka, 2004).

3.1.1.2 Hemostaza détského véku
V détském véku se jednotlivé parametry hemostazy postupné blizi k stejnym
hodnotdm, jako maji dospéli. V tomto obdobi zistdva zachovéna hemostaticka
rovnovaha, kterd je velmi kiehkd a s velmi nizkou rezervni kapacitou. Mirné rozkolisani
nestabilni rovnovahy muze vést velmi zavaznym komplikacim. V tomto véku se
vyskytuje malo trombo6z a trombotickych piihod. Rozkolisani rovnovahy vede spise ke

krvacivym komplikacim (Pecka, 2004).

3.1.1.3 Hemostaza pozdniho véku
Se stoupajicim vékem (nad 50 let) se hladiny nékterych faktort vyznacné zvySuji
(fibrinogen, F VI, F VIIa). U nékterych faktorti naopak dochazi ke snizeni hodnot, a to
u protrombinu, F X, AT. Vyznamné se ve vysSich v€kovych skupinach zvysuji hladiny
molekularnich markeri aktivace koagulace a fibrinolyzy oproti mlad$im vékovym

skupinam (Pecka, 2004).

3.1.2 Slozky hemostazy
Hemostaza je fizend nejvyhodnéj$i souhrou endotelidlni bariéry, trombocytd,
aktivacnich a inhibi¢nich faktorti koagulaéni kaskddy a fibrinolytického systému
(Pecka, 2004)

3.1.2.1 Cévni sténa
Dilezitou roli v hemostaze hraje cévni sténa S endotelidlni vystelkou. Endotel

kontroluje jednak protrombotické dé&je v pfipadné poSkozeni cévy, jednak udrzuje
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fluiditu krve za fyziologickych podminek. V misté poranéni nastava velmi rychla, ale
piechodné vazokonstrikce, Na jejim vyvolani se podili vice faktorti. Zménu prisvitu
cévy zajistuje stfedni vrstva elastickymi vldkny a hladkou svalovinou. Tim se
Vv okamziku poranéni zabrdni unikani krve =z krevniho fecisté. Krev nemuze
V postizeném useku proudit a tedy ani unikat. Pfi vazokonstrikci dochazi predevsim
k organizaci primarni hemostatické zatky na obnazené subendotelové pojivové tkani

cévni stény (Trojan, 2003).

3.1.2.2 Slozka tkanova
Z poranéné tkané a okolnich bun¢k se uvoliuje ADP, které vyvolava primarni

agregaci a tkanova faktor, ktery zptisobi pfeménu protrombinu na trombin (Pecka,

2004).

3.1.2.3 Krevni desticky

Cinnost trombocytll je primarnim d&jem pfi poranéni nebo poskozeni cévni stény a
spoc¢iva v jejich adhezi, zméné tvaru, agregaci a uvoliiovaci reakci. Adheze je ptilnuti
krevnich desticek na jakykoliv povrch s vyjimkou dalSiho trombocytu. Vedle
trombocytl se na ni podileji struktury subendotelu, plazmatické proteiny a
hemodynamické zmény. Adheze je piimo linedrn€ zavisla na poctu trombocyti.
Zatimco agregace je vzajemné spojeni krevnich desticek mezi sebou s cilem vytvofit
trombus (Pecka, 2004; Matyskova, 1999).

Cinnosti desti¢ek vznikne desti¢kovy (bily) trombus neboli provizorni hemostaticka
zatka, kterd ucpava drobné trhliny.

Pii porusSeni soudrznosti cévni stény se obnazi subendotelové pojivo a desticky
k nému v prub&hu nékolika malo sekund pfilnou a adheruji. Tato pfilnavost je zajisténa
dvéma specifickymi makromolekularnimi proteiny: kolagenem, jehoZz vldknité struktury
jsou hlavni slozkou subendotelu a von Willebrandovym faktorem, ktery je syntetizovan

cévnim endotelem a secernovéan do plazmy i1 do subendotelového pojiva. (Pecka, 2004)
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Trombocyty se adhezi aktivuji a zaénou rychle ménit svij tvar. Cinnosti
kontraktilnich bilkovin a cytoskeletu se stavaji kulovitymi a vysilaji dlouhé, tenké
vybézky-filopodie. Vlivem dalsiho aktivatoru desti¢ek- trombinu, jenz se v mensim
mnozstvi rychle vytvofi srdzenim krve v misté poranéni a u¢inkem dal$ich stimulujicich
latek, se desticky zacnou shlukovat a zachycuji se k sobé navzajem. Mediatorem tohoto
déje, tedy agregace, je fibrinogen. Pro néj exponuji aktivované desticky na svém
povrchu receptory a dimerické molekuly desticky spojuji. Soucasné se z destickové
membrany uvoliiuje kyselina arachidonovd a je metabolizovana na endoperoxidy a
tromboxan A,. Tyto extrémné labilni latky maji agrega¢ni GCinky. Podporuji rast
znaéného shluku desti¢ek. Adheze, zména tvaru a dosavadni tzv. primarni agregace jsou
reverzibilni. Desticky se vSak jeS$t€ mohou uvolnit a odplynout krvi. Sekundérni
agregace je ireverzibilni a je spojena s tzv. uvoliovaci reakei, pti niz desti¢ky vylucéuji
obsah svych granul. Kromé¢ jinych latek se vylucuje i nejznaméjsi agregan¢ pusobici
substance-adenozindifosfat. Trombocyty tak maji vlastni ucinny amplifikacni
mechanizmus pro rychlé vytvofeni velkych agregati. Dvé pozitivni zpétnovazebné
smy¢ky v podobé uvoliiovani endoperoxidi a TX A, a ADP vylucované z granul.

Nakonec se desticky uplné rozpadaji a splynou (Trojan, 1994).
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3.2 Primarni hemostaza

Priméarni hemostaza je proces tvorby primarni hemostatické zatky, kterd uzavird
misto naruseni celistvosti cévni stény a zastavuje tak krvaceni. Na primarni hemostéze

se hlavné podili krevni desticky a cévni slozka (Pecka, 2004).
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3.2.1 Tvorba primarni zatky

V okamziku poranéni cévni stény a obnazeni subendotelidlnich struktur (kolagenu),
se ke kolagennim vlaknim (GP Ia/lla/llb a GP Ib/V/IX) pfichyti, prostfednictvim
receptord glykoproteinové povahy, krevni desticky. Tento proces, na kterém se ucastni
adhezivni proteiny (von Willebrandav faktror, fibronektin), se nazyva adheze. Adhezi
se zméni tvar trombocytll a spolecn¢ s aktivaci receptorti glykoproteinové povahy se
spusti kaskada biochemickych pochodl. Pritom dojde k aktivaci trombocytti. Tento
proces aktivace doprovazi uvolnénim silné ptisobicich proagregacnich ¢initeltt (ADP,
tromboxanu A2- TXA2, fibrinogenu, aj). Pfi zméné tvaru krevnich desti¢ek dojde
k ptesunu fosfolipidit z vnitini membranové dvojvrstvy do vnéjSich membranovych
struktur. Tento pfesmyk, jenz je spojeny se zménou naboje povrchovych vrstev, se
nazyva flip-flop fenomén. Obnazuji se také dalsi glykoproteinové receptory- GP I1b/Illa
a dochazi k vzajemnému pospojovani trombocytl- agregaci. Tato agregace probiha diky
pomoc bivalentnich proteint (fibrinogen, von Willebrandtv faktor, vitronektin). Vytvari

se bily rozpustny trombus- priméarni desti¢kova zatka (Slechtova, 2007).

3.3 Plazmaticky koagulacni systém

Plazmaticky koagula¢ni systém je mySlena skupinu dé&jh, které maji vést ke vzniku
nerozpustného fibrinu. Pfi tomto déji dochazi postupné k pteméné fibrinogenu na fibrin,
potom na fibrinové monomery a tyto monomery nasledné spontanné polymeruji.
Polymery fibrinu se pak propojuji kovalentnimi vazbami pusobenim aktivovaného
faktoru XIII a vznikéd nerozpustny fibrin. Fibrin ma tu schopnost, Ze vytvaii vldknitou
sit’. V této siti se nasledné zachycuji krevni buniky- tvoii se krevni sraZzenina tzv. stabilni
fibrinova zatka. Na smrsténi krevni srazeniny se podileji opét krevni desticky (Pecka,

2004; Slechtova, 2007).
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3.3.1 Koagulaéni faktory
Koagula¢ni faktory se oznacuji fimskymi ¢islicemi v posloupnosti podle toho, jak
byly objeveny. Aktivované formy se oznacuji pismenem a. V jatrech je syntetizovana
vétSina koagulacnich faktord a nékteré faktory ke své syntéze potiebuji vitamin K.
Vyjma tkanového faktoru jsou vSechny koagulacni faktory pfitomné v plazmé jako
proenzymy a pro svoji aktivitu vyzaduji proteolytické Sté€peni, pii némz vznika

koagula¢ng aktivni enzym (Slechtova, 2007).

3.3.2 Prehled koagula¢nich faktora

e Faktor I- fibrinogen- je velky rozpustny protein.

e Faktor II- protrombin- je op-globulin. Pfi aktivaci je z n€j odstépen lehky N-
termindlni fetézec.

e Faktor Ill- tkanovy tromboplastin neboli tkanovy faktor je transmembranovy
apoprotein, ktery nabude koagula¢ni aktivity spojenim s membranovym
fosfolipidem. Vyskytuje se na buiikach, s nimiz pfijde krev vyronénd z protrzené
cévy do styku. Uplatiuje se jako kofaktor v zevnim systému.

e Faktor IV-véapenaté ionty- tvoii asi 50% plazmatického kalcia. Jsou nezbytné pro
vetsinu interakcei v koagulacni kaskade.

e Faktor V- proakcelerin- je kofaktorem v komplexu aktivatoru protrombinu.

e Faktor VII-prokonvertin- aktivuje v komplexu zevniho systému faktor X.

e Faktor VIlI-byva oznacovan jako antihemofilicky faktor. Chybéni této slozky je
nejcastéjSi vrozenou poruchou koagulace a oznaCuje se jako hemofilie A.
Uplatiuje se jako regulaéni protein ve vnitinim systému koagulacni kaskady.
V plazmé cirkuluje ve vazbé svelkym glykoproteinem nazvanym von
Willebrandiiv faktor. Tento faktor se vaze na povrch aktivovanych desticek a
ucastni se jejich adheze na kolagen.

e Faktor IX- Christmastv faktor- je proenzym, ktery po aktivaci v komplexu s f.
Vllla, X, d. f. 3 a Ca** preméfiuje f. X na Xa.
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e Faktor X-Stuartv-Prowertv faktor- je centrem vV fetézu reakci pii tvorbé
protrombinového aktivatoru.

e Faktor XI- Plasma Thromboplastin Antecendent- patfi mezi proenzymy
kontaktniho systému.

e Faktor XIl-Hagemanuv faktor- stoji na zac¢atku vnitiniho systému

e Faktor XIllI- fibrin stabilizujici faktor- podnécuje tvorbu kovalentnich vazeb
mezi molekulami fibrin-monomeru a tim vytvofeni fibrinové sité.

e Prekalikrein- je soucasti kontaktniho systému. Jako enzym podporuje aktivaci
faktoru XII a i faktoru XI.

¢ HMWAK- High Molecular Weight Kininogen (kininogen o vysoké molekulové
hmotnosti)- je kofaktorem ve fazi kontaktu na zac¢atku vnitiniho systému.

e Faktor XIV- takto je oznacovan protein C (spolu s proteinem S). Protein C je
proenzym antikoagulac¢ni serin-proteazy, protein S je jeho kofaktor (Trojan,
2003).

3.4 Fibrinolyticky systém

Za lyzu fibrinového koagula je zodpovédny fibrinolyticky systém. Ale hraje také
podstatnou ulohu pii degradaci kolagenu, v angiogenezi a u metastaz tumoru. Lidska
krev obsahuje enzymovy systém schopny rozpoustét krevni fibrinovou srazeninu. Za
fyziologickych podminek systém udrzuje hemostatickou rovnovahu. Krevni tok vyrazné
omezuje fibrinové koagulum, a toto mize vést pii nekontrolované aktivaci i k uzavieni
cévy (Pecka, 2004).

Fibrinolyza je nepfetrZity proces, ktery probihd v normalné fungujicim organismu
S vyssi aktivitou béhem dne a po fyzické namaze a s nizsi aktivitou béhem téhotenstvi
(Pecka, 2004).

Fibrinolyza je v fad€ svych aktivacnich a reak¢nich krokii podobna plazmatickému
koagula¢nimu systému. Plazminogen je hlavni sloZzkou fibrinolytického systému, ktery

vvvvvv

je vychozi latkou serinové proteazy — plazminu. Nejdilezitéj$Simi aktivatory
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plazminogenu jsou prekurzory serinovych protedz tkanovy aktivator plazmininogenu (t-
PA) a urokinaza (u-Pa) (Lexova et al, 2000).

V piipadé, ze je piitomno fibrinové koagulum nebo fibrinovd vlédkna, reaguje
organismus aktivaci fibrinolytického systému (Davie et al, 1991). Plazminogen je
navazan na krevni koagulum, je aktivovan na plazmin ptisobenim aktivatort, které se
uvolni z endotelu. Plazmin proteolyticky piisobi na koagulum a je nakonec inaktivovan
cirkulujicimi antiplazminy. Fibrinolyza je fyziologicky vdzana na misto poranéni a
plazmin je generovan pouze na povchu koagula. Schopnost fibrinolyzy specificky stépit
fibrin a ne fibrinogen je dana zvySenou afinitou jak plazminogenu, tak i jeho aktivatoru
(t-PA) k fibrinu (Pecka, 2004).

Je také moZno aktivovat fibrinolyzu podanim 1éku, které se nazyvaji fibrinolytika.
Tyto 1€ky aktivuji plazminogen, a tim se spousti proces fibrinolyzy. A hlavné je tento
proces fibrinolytiky posilovan. Tyto léky lze uzivat u trombo6z a embolii, pti kterych je
zvySena srazlivost krve. Aktivace fibrinolyzy se vyuziva napiiklad v pfipad¢ akutniho
infarktu myokardu. V této situaci je nutné, v co nejkratsi dobé& rozpustit krevni
srazeninu, kterd vedla k ucpani nékteré koronarni tepny a tim se priitok v tepné obnovi

(Vokurka et al, 2007).

3.4.1 Stépeni fibrinogenu a rozpustného fibrinu

Vzhledem Kktématu své prace, bych se rada vénovala pouze této CcCasti
fibrinolytického systému.

Pti Sté€peni fibrinogenu a rozpustnych fibrinti vznikaji fragmenty. Jednak fragmenty
vysokomolekularni (X, Y) a jednak fragmenty nizkomolekuldrni (D, E). Stépy X a Y
maji antipolymeracni G¢inek a tvofi s monomery fibrinu rozpustné komplexy. Timto
zabranuji monomertm fibrinu v jejich polymeraci, tedy ve vzniku fibrinové sité- v tom
se projevuje jejich antikoagulacni Gcinek. Jsou schopny potlacovat agregaci krevnich

desti¢ek. Stépy D a E jsou odbouravany MFS (Pecka, 2004).
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3.4.2 Stépeni nerozpustného fibrinu

Pii proteolytické degradaci nerozpustného fibrinu plazminem probihd Stépeni
podobné. Takeé jsou zde odstépovany fragmenty X a Y, které se ale vzhledem k pfi¢nym
kovalentnim vazbam od sebe neoddé€luji. Konecnym stadiem této degradace jsou
fragmenty o molekulové hmotnosti 182kDa, pojmenované D-dimery. D-dimery jsou
odplavovany do obvodové krve. Molekula D-dimeru se sklada ze dvou D-domén, které
vznikaji z ptilehlych fibrinovych jednotek. Tyto jednotky jsou spojeny kovalentné Glu-
Lys vazbou mezi jejich y fetézci. Tato kovalentni vazba zajistuje odolnost D-dimeru
proti Stépeni plazminem a laboratorni prikaz D-dimeru je pfimym dikazem S$tépeni
nerozpustného fibrinu (Pecka, 2004).

Pro rychlost proteolytick¢ degradace fibrinu je urcujicim parametrem tloustka
fibrinovych vlaken. Byla popsana vzajemna zavislost mezi rychlosti fibrinolyzy a
pramérem vlaken. Opticky hustsi gely, s vétSimi pory a s tlust§imi vlakny a mechanicky
méné odolné se rozkladaji rychleji, nez gely s tenc¢imi vlakny, které vznikaji pii veétsi

koncentraci trombinu (Bachman, 1994).

3.4.3 Aktivace fibrinolyzy
Aktivace fibrinolyzy je schopnost organismu odbouravat nerozpustny fibrin. Tento
proces tfadime mezi zékladni fyziologické d&je v organismu. Aktivita odpovidad za

odbouravani jiz nepotiebného fibrinového koagula po procesu, kdy dosSlo ke srazeni

krve a zhojeni rany (Pecka, 2004).

3.4.1 Hyperfibrinolyza
Vyrazna produkce plazminu je spojovana pravé s hyperfibrinolyzou. Jde o velmi
nebezpecnou klinickou situaci. Je spojovana s tézkymi krvacivymi stavy a nékdy muaze
predisponovat az k trombdze. Hyperfibrinolyza mize propuknout u nemocnych

s traumatem V pribéhu sepse a u DIK (Pecka, 2004).
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3.4.2 Hypofibrinolyza
Hypofibrinolyza vznika vétSinou jako nasledek pii poskozeni nebo nedostatecné
funkci nékterych komponentt v systému fibrinolyzy. Poskozenym komponentem mize
byt defektni molekula, nebo nizka koncentrace t-PA, u-PA a plazminogenu. DalSim
muze byt nedostatecné uvoliiovani tPA z endotelu, zvySend koncentrace nékterych
inhibitorti fibrinolyzy, a to zejména PAI-I a a-2-antiplazminu a kone¢né i nefunk¢ni
kontaktni systém. Hypofibrinolyza je casto spojovdna s vyvojem tromboembolické

nemoci (Pecka, 2004).

3.5 Systémy inhibitorti hemostazy

Soucasti a zaroven i zékladnim regulaénim mechanismem koagulace jsou inhibitory
krevniho srdZeni. Ve chvili, kdy je koagulaéni kaskada u konce, je docileno zna¢ného
zesileni prvotniho aktivacniho impulsu. Tento sled reakci, by mohl v kratké dobé vést
k masivnimu srazeni krve, k ucpani cév a nasledné ke smrti. Zakladnim principem
procest krevniho srdzeni je udrzovani dynamické hemokoagula¢ni rovnovahy. Podili se
na ném celd fada mechanisml. Pii jeho regulaci je nejvyznamnéj$im Uc¢inek
fyziologickych inhibitorti koagula¢niho a fibrinolytického systému. Inhibitory krevniho
srazeni jsou pfirozené slozky krve, které tlumi antikoagulacnimi mechanismy proces
jejiho srazeni vyvolany plazmatickym koagulacnim systémem a fibrinolyzou.
Pozménéné hladiny, pfipadné funkcéni abnormality nékterych inhibitorti predstavuji

znacné riziko pro vznik trombdzy (Pecka, 2004).
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4. Koagula¢ni metody

V plazm¢ jsou ptitomny jednotlivé slozky koagula¢niho systému vétSinou ve formé
neaktivnich slozek- proenzymti. Aby mohl probéhnout proces srazeni, je nutné tyto
slozky aktivovat. K této aktivaci se pouzivaji aktivatory. Jsou to jednak aktivatory
nefyziologické- silika, kaolin, celit, jednat aktivatory fyziologické, kam patii tkanové
extrakty nebo ¢isténé, ¢i rekombinantni aktivované koagula¢ni faktory. Pak jsou zde
jesté aktivatory specifické, které maji sva omezeni a fadi se sem zmiji enzymy (jedy).
Nékteré¢ hadi enzymy nejsou zavislé na inhibitorech a aktivuji nejen proenzymy, ale i
PIVKA formy téchto koagula¢nich faktort. Hadich jedu je mozné vyuzit i k inaktivaci
inhibitori proteaz, které by jinak v systému béznych koagula¢nich testi mohly
interferovat s nékterymi slozkami systému a vykazovat prodlouzené hodnoty

koagulacénich ¢asti (Zima, 2007; Pecka et al, 2010).

4.1 Koagula¢ni systémy

Techniky vyuZivané u koagulacnich vySetfeni jsou zaloZené na tom, Ze je méfen
¢as od spusténi reakce az po vytvoteni zjistitelného fibrinového koagula ¢i fibrinového
vlakna. Tyto naméfené Casy se porovnavaji s Casy, které jsou u normalni kontrolni
plazmy. Detekce vysledného koagulacniho ¢asu mize byt vizualni (pomoci hacku se
zjistuje tvorba fibrinového vlédkna, dnes uz se ovSem toto stanoveni nepouziva), opticka
(ze zmény transmise svétla dopadajiciho pfes méfici kyvetu na fotoclanek), elektricka
(probéhnuti elektrického impulsu pies fibrinové vldkno, které propoji elektrody
napajené elektrickym proudem), magneticka (zménou magnetického pole, kterd se
vyvola zménou viskozity prostiedi, ve kterém se pohybuje ocelova kulicka nebo vibruje
tenky kovovy platek). Metody zjistuji tvorbu polymerového fibrinu, ne fibrinu
stabilizovaného faktorem XIIla (Pecka et al, 2010).
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4.1.1 Manualni stanoveni
Diive se u koagulac¢niho vySetfeni pouzivalo manualniho stanoveni, kdy se detekce
tvorby fibrinového vldkna v koagulaénim médiu urcovala pomoci pohybu hacku
Vv temperované¢ vodni lazni (37°C). Mgril se Cas od okamziku pfidani startovaci
reagencie az do vytvoreni fibrinového vldkna. Tento zpisob se dnes prakticky neuziva.

Nyni se hojn¢ vyuziva pfistrojové stanoveni (Pecka et al, 2010).

4.1.2 Pristrojové stanoveni

4.1.2.1 Optické koagulometry

Princip stanoveni u tohoto vysetieni spociva v tom, Ze monochromatické svételné
zafeni prochazi kyvetou se vzorkem, kterd na fotoclanek propousti nebo odrazi jen
ur¢it¢ mnozstvi zafeni. Optickd hustota dopadajiciho zafeni odrézi vlastnosti média
Vv aktudlnim stavu koagula¢niho déje. Optickd metoda méfi sniZeni optické hustoty po
vytvofeni fibrinového koagula nebo fibrinového vldkna. Neméfi tedy pfimo vzniklé
fibrinové koagulum. Optické koagulometry mohou mit problémy se stanovenim
hemolytickych, lipnickych a ikterickych vzorkd. VétSina téchto optickych metod je
zavisla na hladiné fibrinogenu v plazmé. U vyraznéjSich hypofibrinogenémii mohou

tyto metody poskytovat neptesné vysledky (Pecka et al, 2010).

4.1.2.2 Elektromechanické koagulometry- hackové
Princip stanoveni je takovy, Ze se do méfici kyvety vlozi dvé elektrody. Leva je
pohybliva, prava pevnd. Na elektrody je napojen elektricky proud. Ve chvili, kdy dojde
K vytvofeni fibrinového vlakna, probéhne pres toto vlakno elektricky impuls mezi

obéma elektrodami a zastavi se ukazatel ¢asu (Pecka et al, 2010).
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4.1.2.3 Elektromechanické koagulometry- vibra¢ni
V tomto ptipadé¢, je zde vibrujici platek s elektromagnetickou detekci. Vyhodnocuje
se zména frekvence vibraci. Ke zvySeni viskozity a ke zpomaleni vibrace kovového
platku dochazi pfi tvorbé fibrinového vladkna. Soucasné se zastavi ukazatel ¢asu. Tento
pfistroj je pomérné¢ citlivy a neni prakticky zavisly na koncentraci fibrinogenu.
Nevyhodou je pomérné obtizna manipulace s vibracnimi platky a existuje urcité

nebezpeci kontaminace vzorku (Pecka a kolektiv, 2010).

4.1.2.4 Elektromechanické koagulometry- kulickové
Kovova kulicka je, pfi tomto principu stanovni, drzena magnetickym polem ve
stejné poloze a pohybuje se zkumavka. V piipadé, ze ma prostiedi nizkou viskozitu,
muze kulicka prochézet celym systémem a pisobi jako clona zdroje svételného zareni.
Nartstani viskozity béhem koagula¢niho procesu zpomaluje pohyb kulicky. Pokud je
kulicka vychylena ze své polohy, probéhne svételny paprsek a foto¢lankem vybuzeny

elektricky impuls zastavi ukazatel ¢asu (Penka et al, 2012; Pecka et al, 2010).

4.2 Zakalové systémy

Zakalové systémy jsou vlastné fotooptické metody. V ptipad¢ vyuzivani téchto
metod se sleduje prichod nebo odraz svétla na Casticich koloidniho charakteru. Patii
sem nefelometrie a turbidimetrie. Nefelometrie zjist'uje intenzitu rozptyleného zateni na
casticich koloidniho charakteru v kolmém smeéru na dopadajici svételny svazek
(detektor je umistén v uhlu 90°). Zatimco turbidimetrie zjiSt'uje zménu optické hustoty

po prichodu svételného paprsku systémem koloidnich castic (Pecka a kolektiv, 2010).

4.3 Spektrofotometrické systémy

K posouzeni koagula¢ni aktivity pfedev§im nékterych serinovych protedz nebo

inhibitorti koagula¢niho systému se pouzivaji spektrofotometrické metody, pii kterych
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se vyuzivaji syntetické chromogenni substraty. Pouzivaji se u pifimych, nebo u
nepfimych metod. Vyhodou téchto metod je stanoveni aktivity jednotlivych slozek
koagula¢niho systému bez ndvaznosti na ostatni slozky tohoto systému, jako je tomu

napiiklad u koagula¢nich metod (Zima, 2007; Pecka et al, 2010).

4.4 Imunochemické systémy

V hemostéze se hlavn€ vyuzivaji sendvicové ELISA techniky. Jde o kvantitativni
metodu, pii které se zjiStuje mnozstvi latky pomoci detekce antigenu, ne jeji funkénost

(Pecka et al, 2010).

4.5 Gelacni testy

Jednd se o orientatni metody kvalitativniho charakteru. Principem je snadno
polymerujici slozka (napf. monomer fibrinu), kterd je v pfitomnosti ne¢kterych latek
(protamin, sulfat, etanol) vyraznéji polymerovanda, piipadné¢ tvoii komplexy.
V ptitomnosti monomert fibrinu se po pfidani protamin sulfatu nebo etanolu do plazmy
objevi vlocky, vldkna fibrinu, pfipadné se vytvaii viditelny gel. Hodnoceni se u téchto

testl provadi vizudlné (Pecka et al, 2010).
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5. Preanalyticka Cast

vvvvvv

vétSinou oddélené z diivodu toho, Ze zahrnuje vice dil¢ich tkold, které je nutno pred
vlastni analyzou vzorku splnit, avSak tyto ikony mohou byt a ¢asto i jsou, rozhodujici
pro ovlivnéni vysledku. Preanalytickd ¢ast zahrnuje ptipravu pacienta, vlastni odbér,
zaslani odebraného vzorku do laboratoie a pfipravné prace, nékdy i skladovani, pred
provedenim vlastni analyzy v laboratofi. Preanalytickou ¢ast mtizeme rozdélit do dvou
skupin a to je- preanalyticka ¢ast mimo laboratof a preanalytickd ¢ast v laboratofi.
Dohromady tyto faze €ini asi 56% celkové ¢asové narocnosti laboratorniho vySetteni,
tedy vice jak polovinu a proto je nutné dbat na dilezZitost preanalytiky (Racek et al,
2006).
V preanalytickém obdobi mohou vysledek ovlivnit tyto faktory:

- 0soba pacienta

- odbér vzorku

- transport vzorku

- uchovavani vzorku pted analyzou

- pfiprava vzorku ke zpracovani (Racek et al, 2006).

5.1 Osoba pacienta

V této fazi mohou vySetfeni ovlivnit jednat faktory, které nelze ovlivnit, ale
musime je vzit v ivahu, vzhledem k pozdéjSimu hodnoceni vysledku, jednak faktory,
které jsou ve vétSin€ piipadid ovlivnitelné a jejichz ucinek na laboratorni vySetfeni
muzeme eliminovat (Racek et al, 2006).

Mezi faktory neovlivnitelné fadime:

- pohlavi: na pohlavi nezavisi vétsina vysledkt laboratornich testi
- rasa, etnicka ¢i socidlni skupina obyvatel: je zndmé odliSna frekvence
vyskytu nékterych onemocnéni ¢i distribuce krevnich skupin u ptislusniki

riznych ras
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vek

cyklické zmény

gravidita

soucasné probihajici jind nemoc
biologicky polocas stanovované latky

zpusob stanoveni referencnich hodnot

Mezi faktory ovlivnitelné fadime:

fyzickou aktivitu

psychicky stres

vliv potravy, alkoholu a tekutin
kouieni

1éky

operace

5.2 Odbér vzorku

Krev obsahuje erytrocyty, leukocyty a trombocyty, které jsou rozptylené v plazmé.
Ve chvili, kdy je krev mimo krevni feCiSté, stava se srazlivou, coZ zapficinuje pfeména
rozpustného fibrinogenu na nerozpustny fibrin (Chromy et al, 2002).

Plazma je tekuta slozka krve, je to jeji nejobjemné&jsi ¢ast. Ma jantarové nazloutlou
barvu. V ptipadé¢, ze je plazma nacervenald, zna¢i nam to hemolyzu, mlééné zakaleni
poukazuje na emulgované tukové kapénky. Pak mluvime o tzv. chyl6znim vzorku.
Plazma je tvotena z 90 % vodou, zbytek tvoii organické latky a anorganické soli. Pfi
pouziti plazmy k vySetfeni, musime krev odebrat do zkumavek s protisrazlivym
ucinkem, tim ziskdme plazmu z krve (Chromy et al, 2002).

Sérum ziskdme tak, Ze nechame krev srazit. Odebrana krev tedy musi byt ve
zkumavce s polarnim povrchem a bez antikoagulaci. Sérum je svym slozenim velmi

podobné plazmé, avSak chybi v ném srazlivé latky, véetné fibrinogenu (Chromy et al,

2002).
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5.2.1 Odbér venézni krve

Pii vySetfeni se nejCastéji vyuziva krve, kterd se odebere z vena cubitalis. Svoji
ulohu pfi tomto odbéru hraje i poloha pacienta. Pokud pacient u odbéru stoji, miize se
stat, ze dojde k tomu, Ze se tekutina z intravazalniho prostoru piesune do intersticia a
mize dojit k vzestupu koncentrace vysokomolekularnich latek v krvi vcetné
hematokritu a to az o 10-15%. Toto miiZe nastat i v piipad¢, kdyz je paze stazena
turniketem po dobu delsi nez 1 minuta, anebo po delsSim cviceni se stazenou pazi. Proto
je lepsi poloha vleze a pii opakovaném odbéru neni doporuc¢ovano menit polohu.
K hematologickému vySetfeni se pouziva vétSinou druha, pfipadné dalsi odbérova
nadobka. Prvni se nepouzivd a to proto, Ze odbérovy systém neni zcela inertni
k fyziologickym vlastnostem krvinek a plazmy (Racek et al, 2006; Pecka et al, 2010).

Pti odbéru vendzni krve muze byt ovlivnén vysledek nejen polohou, ale naptiklad i
dezinfekei, kterd je pouzita na kazi. Je-li pouzita dezinfekce Ajatin, muze dojit
k hemolyze. Pfi nasavani krve je tieba, aby doslo k eliminaci pfilisného podtlaku, ktery
muze vést k mechanické hemolyze (Racek et al, 2006).

Pted odbérem krve, by mél pacient dodrzovat urcitd pravidla, aby nedoslo k chybé
Vv preanalytické fazi. Rozhodné by mél byt pacient pfed odbérem nalacno, posledni jidlo
by mélo byt veCer pred odbé€rem a rano se mize pacient napit malého mnoZstvi vody,
nebo neslazené¢ho Caje. V urcitych piipadech je nutné dodrzovat i dietu. Pokud pacient
uziva n&jaké léky, které by mohly mit vliv na vysledky odbéru, mél by pacient tyto 1éky
vysadit alespon 24- 72 hodin pied odbérem. Coz se ve vétsiné piipadi ovSem nedéje,

takze je dalezité v zddance o vySetfeni uvést 1€ky, které pacient uziva.

5.2.2 Zkumavky na odebranou krev
Na odebranou krev se pouzivaji komeréné vyrobené zkumavky, které obsahuji
presné definované mnozstvi antikoagulacniho nebo koagula¢niho ¢inidla.
Antikoagulaéni c¢inidla jsou latky vytvarfejici komplexy s ionty endogenniho
vapniku, ktery je nutny pro srazeni krve. Pouzivaji se draselné nebo sodné soli kyseliny

citronové nebo Stavelové nebo EDTA. Heparin je dal§im c¢inidlem, jenz ma jiny
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mechanismus ptsobeni. Aktivuje inhibitor krevni koagulace, zejména antitrombin II1.
Nesrazliva krev se pouziva nejvice v hematologii (Chromy et al, 2002).

Krev se odebira do tzv. uzaviené¢ho systému, coz znamena odbér do vakuované
zkumavky z plastu. Zkumavky maji objem v rozmezi od 2 ml do 10 ml, uzaviraji se
umélohmotnou zatkou, kterd je ptizptisobena pro vpich jehly. Zatky jsou rozliSené
riznymi barvami, podle toho, které antikoagula¢ni nebo koagulacni Cinidlo obsahuji.
Toto barevné rozliSeni je dano normou ISO. Jsou vylu¢né na jedno pouziti.

Ze zkumavky, ve které je antikoagulacni Cinidlo, ziskdme krev nesrazenou a
plazmu a ze zkumavky skoagulaénim Ccinidlem ziskame srazenou krev. Ke
koagulaénimu procesu je ovSem potiebujeme zhruba 30 minut a po nasledné

centrifugaci ziskdme sérum (Chromy et al, 2002).

5.2.3 Centrifugace
Pro nésledné vysetieni krve je nutna jeji centrifugace. Krev odstfed'ujeme 5-10
minut pti 1000- 2000 otackach za minutu. Teplota je 18- 25 °C. Pokud by se provadél
hemokoagula¢ni test, méli bychom odstied’ovat krev asi 15 minut pfi 2000 otackach.
Jestlize se provadi centrifugace vzorkl v separaénim gelu, centrifugaci nelze opakovat

(Chromy et al, 2002).
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6. Cile a hypotézy

Cilem mé prace je:
1. Seznamit se smetodou vySetieni fibrinogenu, kterd je pouzivana
v Nemocnici Ceské Budgjovice, a. s.
2. Porovnani dvou pfistroji, které jsou vyuzivany k vySetteni fibrinogenu.
Hypotézy mé prace jsou:
1. VysSetteni hladiny fibrinogenu bude u vice jak poloviny vzorkti nad hodnotu
4,2 g/l.
2. Fibrinogen stoupa se zvySujicim se vékem.

3. Pfi porovnavani dvou piistroju se vysledky nebudou lisit.
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7. Prakticka cast

V této ¢asti bych se chtéla zabyvat popisem toho, jak jsem pracovala se vzorky od

preanalytické faze az po postanalytickou fazi.

7.1 Preanalyticka ¢ast — prijem biologického materialu

Biologicky material se pfepravuje v boxech, které jsou urceny pro piepravu tohoto
materialu. Zkumavky pro naSe vySetfeni se piepravuji v boxech pii standardni
laboratorni teploté 25 °C.

Material se piijima v laboratofi, kam se dostava z riznych oddéleni v nemocnici,
pfipadné i zjinych externich pracovist. Pfi pfedavani materidlu je dulezité, aby
laborantka, kterd material pfijima, zkontrolovala stav pfijimaného materidlu, hlavné to,
zda nejsou napiiklad n&jak poskozeny zkumavky.

Pro vySetfeni na fibrinogen se pfijiméa vendzni krev ve zkumavkach BD Vacutainer,
které maji objem 4,5 nebo 2,7 ml. Zkumavky obsahuji protisrazlivé ¢inidlo pufrovany
citrat sodny (3,8 %), v poméru 9+1. Do laboratoie by se mél biologicky material
dopravit co nejdfive, nejpozdéji vSak do dvou hodin od odbéru.

Velice dileZité je pfi pfijimani biologického materidlu pfifadit k zddankdm spravné
zkumavky. Uz pfi tomto kroku totiz vznikd spoustu chyb, které pozdéji vedou
k Spatnému vysledku. Zkumavka musi byt spravné popsana. Musime na ni najit
piijmeni, popiipadé i kiestni jméno pacienta a rok narozeni. Dale musime zkontrolovat,
zda tyto udaje souhlasi s udaji na Zadance. Potom musime zkontrolovat také to, zda krev
byla odebrana do spravné zkumavky.

Na kazdé Zadance musi byt:

e jméno a piijmeni pacienta
e rodné Cislo

e kod pojistovny

e datum a ¢as odbéru

e diagnoza
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e podpis a razitko I¢kaie

e oznacena pozadovana vysetieni

7.1.1 Odmitnuti biologického materidlu
Dulezité pfi piijimani biologického materialu je, zkontrolovat Zadanku i zkumavky
s biologickym materidlem. Laborantka po kontrole mize biologicky material odmitnout
ato z divodu:
e nepopsané odbérové zkumavky
e odbérova zkumavka je nevhodna pro pozadované vysetieni
e na zadance chybi néjaky udaj
e udaje na Zaddance nejsou stejné, jako tdaje na zkumavce
e poskozeni zkumavky
e vyliti biologického materidlu ze zkumavky
e nedodrzeni pozadovaného objemu biologického materidlu pro dané
vySetfeni
e srazeni vzorku
Pokud nastane nektery z té€chto diivod, musi se provést o tomto zapis do LISu a do
deniku neshod pfi pfijimani materidlu. Musi se zapsat datum a oddéleni, ze kterého
poSkozeny vzorek pfisel, ¢islo Zadanky, jméno a ptijmeni pacienta a divod odmitnuti
vzorku.
Pokud neni mozné vzorek zpracovat, musi se o tomto informovat 1ékaft, od kterého

poskozeny vzorek ptiSel a pozadovat novy odbér vzorku.

7.1.2 Laboratorni informacni systém
Udaje ze zadanky je tieba prevést do laboratorniho informaéniho systému, aby
mohlo byt provedeno pozadované vysetfeni. V nemocnici v Ceskych Budgjovicich se
pouziva informaéni systém Fons Open Lims, ktery je propojen s nemocni¢nim
informacnim systémem. Pokud tedy zadame rodné Cislo pacienta do LISu, zobrazi se

nam o tomto pacientovi vSechny dostupné informace, napiiklad 1 vySetfeni z jinych
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laboratofi. Pokud ovSem pacient zadna ptredchozi vySetfeni nemél, je tfeba vSechny
potfebné udaje do systému zadat. Automaticky se nam vSak zadava Cas a datum zépisu
do systému. Pokud tedy zadame rodné Cislo, ziskdme pro pacienta laboratorni Cislo,
které se vytiskne na $titky s ¢arovym kodem. Jeden Stitek se nalepi na zkumavky, dalsi

pak na zadanku.

7.1.3 Odstfed’ovani vzorku

Pted samotnou analyzou vzorku je nutné jesté vzorek pfipravit. Pro vySetfeni na
koncentraci fibrinogenu je nutné vzorky odstfedit (zcentrifugovat).

Pti odstfed’ovani se odd€luji krvinky od séra, nebo plazmy. U odstfedivek je
vyuzito odstiedivé sily. Ve chvili, kdy se daji zkumavky do odstfedivky je nutné, aby
odstfedivka byla vyvazend. Pokud mame sudy pocet zkumavek, nenastdva zadny
problém, ovSem ve chvili, kdy jich mame lichy pocet, musi sudou zkumavku se
vzorkem zastoupit stejné velkd zkumavka svodou. Poté se zavie peclivé viko
centrifugy, nastavi se pocet otacek a doba, po kterou chceme vzorek odstied’ovat.

Po odstfedéni vzorku je tfeba zkontrolovat, jestli neni plazma chylozni, nebo
hemolytickd a poté se zkumavky vlozi do stojanku. V pftipadé, ze by k tomu doslo, je
tteba toto oznamit, protoze by mohlo dojit ke zkresleni vysledkd. Je nutné pozadovat

novy odbér vzorku.

7.2 Analyticka ¢ast

Fibrinogen se stanovuje metodami, které se zamétuji bud’ na schopnost jeho
pfemeény na fibrin, nebo sleduji pouze jeho mnozstvi- pfitomnost molekuly fibrinogenu.
Fibrinogen stavujeme v hmotnosti koncentraci v g/l a fyziologické meze jsou od 1,

8 g/l do 4,2 g/l. Za zvySené hodnoty tedy povazujeme koncentraci nad 4, 2 g/I.
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7.2.2 Metody stanoveni fibrinogenu

7.2.2.1 Metoda podle Clause

Fibrinogen se stanovuje jako mnozstvi klotabilni bilkoviny. Princip metody spoc¢iva
V koagula¢nim stanoveni fedéné plazmy v nadbytku trombinu. Pokud jsou pouzity
vysoké koncentrace trombinu a nizkd koncentrace fibrinogenu (10x méné, nez je jeho
fyziologicka hodnota- tato hodnota se ziska nafedénim vySetfované plazmy v pfistroji)
je gelaéni cas imérny koncentraci fibrinogenu a nezavisly na mnozstvi trombinu. Pokud
plazmu nafedime, potlac¢ime tlumici vliv inhibitori koagulace. Vysledek se nasledné
odecte z kalibra¢ni kiivky v g/l (Pecka et al, 2010).

Stanoveni ovliviuji jednak faktory, které piisobi na aktivni misto trombinu, tak i
faktory ovlivitujici polymerizaci fibrinu (Pecka et al, 2010).

Optické koagulometry, které vyuZivaji nefelometrickou nebo turbidimetrickou ,,end
point" detekci, odvozuji koncentraci fibrinogenu V plazmé z kinetického méteni
ucinnosti protrombinazy. Celkové zvyseni turbidity systému je u téchto metod piimo
umérné koncentraci fibrinogenu jako klotabilni bilkoviny. Metoda velmi dobie koreluje
s Clausovou metodou. MiiZe se také pouzivat jako orienta¢ni metoda ke zjisténi hladiny
fibrinogenu v plazmé. Avsak nelze ji pouzivat jako nahradu Clausovy metody (Pecka et
al, 2010).

7.2.2.2 Kinteticka turbidimetrie

Tato metoda zjiStuje mnozstvi fibrinogenové frakce v plazmé. Test zachyti pouze
zmény v plazmatické koncentraci fibrinogenu.

Princip metody spociva ve vyuziti hadiho jedu Batroxobinu (reptilaza). Batroxobin
a jemu podobné zmiji enzymy aktivuji hemostatické procesy, pii kterych dochéazi ke
Stépeni fibrinogenu na fibrin. Zéakal, ktery vznikda v inkuba¢ni smési, se méfi
turbidimetricky pfi 330- 340 nm kinetickym postupem. Z hodnot absorbaci pted a po
této pfemeéné se zjisti koncentrace fibrinogenu ve vySetfovaném vzorku. Metoda ma
vhodny méfici rozsah, velmi dobrou pfesnost a muze byt snadno provadéna

v automatickych meéficich systémech (Pecka et al, 2010).
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7.2.2.3 Imunochemické metody
Imunochemické metody nejsou schopny odliSit mezi funkénim fibrinogenem a
inaktivni nebo pozménénou formou fibrinogenové molekuly. Poskytuji vétSinou vyssi
hodnoty, nez funkéni testy. ELISA testy ke stanoveni fibrinogenu nenasly v rutinni

praxi vyznamné&j$i uplatnéni (Pecka et al, 2010).

7.2.3 Analyzatory
Samotna analyza byla provedena na pfistrojich Sysmex CS- 5100 a Sysmex CA-
7000. Piicemz na pfistroji Sysmex CS- 5100, mam k dispozici vzorkl pro porovnani. A
potom jesté 36 vzorkl, které byly podrobeny analyze na obou pfistrojich, a to z divodu

ptechodu z CS- 5100 na CA- 7000.

7.2.3.1 Analyzator Sysmex CS- 5100
Pfistroj umoznuje soucasné méfeni koagula¢nich, chromogennich a

imunologickych testi. Zdroj svétla je lampa. K dispozici jsou vinové délky 340, 405,
575, 660 a 800 nanometri. Do pfistroje mozno vlozit souc¢asné az 100 vzorkd. Pristroj
skenuje vzorek pii vinovych délkach 405, 575 a 660 nm a detekuje ikteritu, lipemii a
hemolyzu. Rovnéz kontroluje naplnéni primarni zkumavky dle uZivatelem zadanych
kritérii.

e UZivatelsky definovatelna automaticka rediluce a reanalyza.

e Kontinuélni dopliiovéani vzorkl, reagencii a kyvet.

e Soucasné méteni vzorkt, kalibraci a kontroly kvality.

o Ctecka &arovych kodu pro vzorky i reagencie.

e 2D ctecka Carovych kodi pro nacitdni hodnot a Sarzi kalibratori a

kontrol.

e Pamét’ na vysledky od 10000 vzorkd.

e Obousmeérna komunikace s LIS, externi tiskarna.

e Program kontroly kvality, v¢etné statistického hodnoceni. ~

e Management uzivatell- pfistup jednotlivych uzivateli jistén heslem.
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7.2.3.2 Analyzator Sysmex CA-7000
CA- 7000 je plné automatizovany koagulacni analyzator pro In Vitro diagnostiku,
ktery je schopen rychle a s velkou piesnosti zpracovat velky objem vzorkil. Analyzu
vzorkll provadi s pouzitim metody koagulacni, chromogenni a imunologické metody.
Analyzator ma k dispozici velky pocet zabudovanych funkci, vcetné€ prioritniho
zpracovani statimovych vzorki a kontroly kvality. Zpracovand data mohou byt
Vv analyzatoru uloZena, zobrazena nebo vytisténa (uzivatelsky manual, 2012).
Samotna analyza je provedena poté, kdy jsou zadany informace o analyze, a to do
programu Work List. Tato informace miize byt zadana jednim z nasledujicich zptisobti:
e manualni zadani- informace se zadd manualné na obrazovku
e on-line registrace- ¢isla rackll a ID vzorkl jsou zadavana manualng, ale
parametry analyzy se piendseji z HOST computer
e On-line registrace- parametry analyzy jsou ziskany z HOST, ID vzorkt

jsou nacitany cteckou ¢arovych kodi.

7.2.4 Prinicip samotné analyzy

7.2.4.1 Koagulometricka metoda
1. Detekce koagulacni reakce — Cervené svétlo, prochazi smési krevni plazmy a
reagencie. Zménou fibrinogenu na fibrin dojde ke zméné zékalu a tim 1 ke zméné
intenzity rozptyleného svétla. Takto je méfen koagulacni Cas.
2. Priikaz bodu koagulace- ¢as nutny k dosazeni ur¢it¢ého mnozstvi rozptylu svétla,
které je nastaveno pro bod detekce koagula. Za start detekce se povazuje rozptyl svétla

0% a za kompletni koagulaci je povazovan rozptyl svétla 100%.

7.2.4.2 Chromogenni metoda
Pokud je pouZita reagencie s chromogennim substratem, méfi se zména zabarveni
vznikla uvolnénim p- nitroanilinu jako zména absorbance pii 405 nm. Vypocitad se

zména optické hustoty za ¢asovy interval.
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7.2.4.3 Imunologicka metoda

Pokud je pouzita latexova reagencie, méii se zména absorbance vznikla tvorbou

latexového agregatu pii reakci protilatka- antigen. Méfi se pii 575 nebo 800 nm po

kontaktni casovy interval.

7. 3 Postanalyticka faze

Vysledky z méfeni jsou pieneseny do LISu. Vysledky kontroluje laborantka

s vysokoskolskym vzdélanim, ta vysledky propousti, ale samotnou interpretaci vysledki

ma na starosti 1ékai u lizka. Na riznd oddéleni nemocnice se vysledky dostavaji

prostfednictvim nemocni¢niho informacéniho systému. Tisténé vysledky roznési ztizenci

v ramci nemocnice. Doktor dostava vysledky on-line.

| v této fazi vznikaji chyby. Zakladnimi postanalytickymi vlivy jsou:

informace o kritickych hodnotach jednotlivych vySetfeni a analyz
transport vysledkl na klinické jednotky

nekvalitni tisk vysledka

chyby pii vydeji vysledki (zdména vysledkli, chybnd interpretace
vysledkt, chybné desetinna carka ¢i jednotka métenti, aj.)

nedostate¢nd ¢i chybnd komunikace mezi laboratoii a klinickou
jednotkou

chybna klinicka interpretace

chybné uvedeni odpovidajicich referen¢nich intervali (fyziologickych

mezi) a kritickych mezi (cut off, mez stanovitelnosti a detekce)
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8. Vysledky méreni

Porovnavala jsem celkem 246 vzorki, z toho 216 vzorkl od Zen a 30 vzorka od

muzl. Potom jsem jeSté porovnala 36 vzorkd, které byly méfené na pfistroji Sysmex

CS- 5100 a na pftistroji Sysmex CA- 7000, a to s pouzitim reagencii stejné Sarze.

Fibrinogen se stanovuje ve fyziologickych mezich od 1,8 do 4,2 g/l. Za zvySené se

povazuji hodnoty od 4,2 g/l.

8.1 Porovnani hladin fibrinogenu

Tabulka 1: koncentrace fibrinogenu u muzii a u Zen

Koncentrace >1,8 g/l 1,8-4,2 g/ <429/l
fibrinogenu

Zeny 0 158 58

muzi 0 29 1

V tabulce ¢. 1 mizeme vidét, Ze hladina fibrinogenu byla u 158 Zen a u 29 muza

V normalu. ZvysSena hladina fibrinogenu byla namétfena u 58 Zen a pouze u jednoho

muze.
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Graf 1: Porovnani koncentrace u zen a u muzu
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Z grafu €. 1 je patrné, Ze hladina fibrinogenu byla u 73 % zen a u 97 % muzi

Vv normadlu, avSak u 27 % Zen a u pouhych 3 % muzi byla hladina fibrinogenu zvysena.

8.2 Vékové zastoupeni pacientii

Graf 2: Vékové zastoupeni pacientil (Zeny)
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Graf 3: Vékoveé zastoupeni pacientil (muzi)
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Z grafu €. 2 a 3 mizeme vidét nejveétsi zastoupeni u zen ve véku od 21 do 40 let. U

muzi je tomu ve véku 56-60 let.

8.3 Zavislost hladiny fibrinogenu na véku

Graf 4: hladina fibrinogenu v zavislosti na véku u muzt
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muzi
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Na grafu ¢. 4 mizeme vidét, ze se hladina fibrinogenu u muzi moc neménila.

Cervené je vyznadeny jeden pacient, ktery mé&l hodnoty fibrinogenu zvysené.

Graf 5: primérné hodnoty hladiny fibrinogenu u zen
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Graf €. 5 slouzi k tomu, abych zjistila, zda hodnoty hladiny fibrinogenu stoupaji

V zavislosti na véku.
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8.4 Porovnani diagnoz

Graf 6: porovnani diagn6z u zen
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Graf 7: porovnani diagn6z u muzt

Porovnani diagndz u muzi
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8.5 Jednotlivé diagnozy
U jednotlivych diagnéz mé jesSt€¢ zajimalo, jaké jsou hladiny fibrinogenu u
jednotlivych pacientl. Vybrala jsem si pouze ty diagndzy, u kterych bylo vice pacientt,

abych méla leps$i porovnani.
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Graf 8: postflebiticky syndrom u zen- diagndza 1870.

Postflebiticky syndrom u Zen

U grafu ¢. 8 miizeme vidét, ze hladina fibrinogenu byla zvysena u 14 vzorkt a u 21
vzorkii byla ve fyziologickych mezich. Cervenou barvu maji zvySené hladiny

fibrinogenu nad hladinu 4,2 g/I.

Graf 9: vendzni insuficience- diagnoza 1872

Venozni insuficience u Zzen

0 -

Z grafu ¢. 9 mlUzeme vidét, ze zvySena hladina fibrinogenu nad 4, 2 g/l byla

naméfena u 17 pacientek a u 28 pacientek byla ve fyziologickych mezich.
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Graf 10 a 11: onemocnéni zily- diagndza 1879

Onemocnén

L= B T o B ¥ S R e ¥ o = ) |

0

Onemocn

D¢

ni

1 4

Pro lepsi ptehlednost jsem tuto skupinu pacientek rozdélila do dvou grafu. Ze 120

vzorkil bylo 21 vzork® nad fyziologickou mez a 99 vzorkil bylo v normé. Cervenou

barvou jsou opét vyznaceny pacientky, které mély hladinu fibrinogenu nad 4,2 g/1.
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Graf 12: onemocnéni zily u muzi- diagnéza 1879
V tomto piipadé ani jeden z pacientll nevykazoval hodnoty vyssi jak 4,2 g/l.
Vsechny hodnoty byly stanovené ve fyziologickych mezich.
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8.6 Porovnani dvou pristroja

Tabulka 2

Primér 0,52
Smérodatna odchylka 0,27
Pérovy ttest p<0,1%
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Graf 13: porovnani stejnych vzorkli métenych na dvou riiznych pfistrojich

Porovnani dvou pristrojti
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Data naméfend na pfistroji Sysmex CS-5100 a CA-7000 s pouzitim reagencii stejné

Sarze.
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9. Diskuze

Fibrinogen je pro télo dilezity glykoprotein. Je prekurzorem fibrinu, ktery hraje
hlavni roli ve schopnosti srazeni krve. Pfi n€kterych zavaznych onemocnénich byva
hladina fibrinogenu sniZena a tak dochazi k nebezpecnému krvaceni. AvSak pii zvysené
hladin¢ fibrinogenu, mize dochazet ke krevnim srazeninam, k onemocnéni cév, srdce,
¢i ke vzniku mrtvice. Hladina fibrinogenu se vysetfuje i v t€hotenstvi, a to predevsim
z diivodu moznych komplikaci u porodu.

Za fyziologické hodnoty podle literatury se povazuji 2- 4 g/l. V nemocnici je to
trochu upfesnéno, a to na hodnotu 1,8 — 4,2 g/l. Pod hodnotu 1,8 nespadl ani jeden
vzorek. Nad hodnotu 4,2 g/l bylo celkem 59 vzorka z celkovych 246 vzorkd, ¢imz se
nepotvrdil miyj ptedpoklad toho, Ze bude vice jak polovina vzorki nadlimitni.

Pfi porovnavani koncentraci hladin fibrinogenu jsem zjistila, ze u 73 % Zen a u 97
% muZzl, je hladina fibrinogenu v normalu. U 27 % Zen a u pouhych 3 % muzi byla
hodnota hladiny fibrinogenu nadlimitni.

Pro zjisténi hladin fibrinogenu u rtznych veékovych kategorii, jsem si rozdélila
pacienty do riiznych vé€kovych skupin. Kazda skupina je v intervalu 5 let. U Zen bylo
nejvice zastoupeno vékové rozmezi 21-40 let a u muzi 56-60. U pacientek ve vékovém
rozmezi 21-40 lze ptedpokladat rozvoj trombotickych stavil. Zeny onemocni &astéji
pred 45. rokem neZ muzi. Riziko vzniku Zilni trombdzy se s rostoucim vékem zvySuje
exponencialné. U divek pubertalniho a postpubertalniho veéku se, v souvislosti
s uzivanim antikoncepce, klade diraz na riziko vzniku tromb6z (Chalmers et al, 2011;
Quaseem et al, 2007).

Nelze jednoznacné tvrdit, Ze hladina fibrinogenu stoupa v zavislosti na véku. U
muzl jsem toto neobjevila, ale je to mozna z diivodu malého objemu vzorki. U Zen se
stoupajicim vékem hladina fibrinogenu mirné€ zvysuje, a to od véku 61 let.

Pti sestavovani grafii jsem se zaméfila i na jednotlivé diagndzy. Z celkovych 246
vzorkl, bylo 30 vzorkd od muzii a z téchto vzorkl bylo stanoveno celkem 13 diagnéz.

216 vzorkl bylo od Zen a ztéchto vzorkli bylo stanoveno také 13 diagnéz. Mezi
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nejCastej$i diagndzy, na které jsem narazila, patfila u Zen onemocnéni zil, vendzni
insuficience a postflebiticky syndrom. U muzi to bylo také onemocnéni zil.

U postflebitického syndromu jsem narazila na 14 vzorkt, které vykazovaly hodnoty
vyssi jak 4,2 g/l. U vendzni insuficience to bylo 17 vzorkd a u onemocnéni zil 21
vzorkll. U diagnézy onemocnéni zil u muzli nevykazoval ani jeden pacient hodnoty
vyssi nez 4,2 g/l. V ptipadé muzi bych rdda zminila jeden vzorek, ktery mél hodnotu
hladiny fibrinogenu 6,24 g/l a u tohoto pacienta byla stanovend diagnéza R590-
lokalizované zvétSeni miznich uzlin.

Dalsi stanovené diagnézy byly: polycythaemia vera, chronickd myeloproliferativni
onemocnéni, esencialni trombocytémie, anémie, vada koagulace, alergickd purpura,
idiopatickd trombocytopenickd purpura, trombocytopenie, krvacivé stavy, mnohocetny
myelom, myelodysplasticky syndrom, von Willebrandova nemoc a agranulocytdza.

Pti porovnavani vzorka, které byly méfené na dvou riznych piistojich, a to Sysmex
CS-5100 s Sysmex CA-7000, bylo mym ptedpokladem, ze se vysledky nebudou lisit.
Pfi parovém ttestu mi vySla hodnota p<0,1%, tudiZ mohu tuto hypotézu potvrdit. Pti
samotném sestavovani grafu, jsem samoziejm¢e drobné odchylky ve vysledcich objevila,
avsak tyto drobné rozdily nemaji na vysledek vliv. I kdybychom 10x zmé&fili jeden
vzorek, nikdy ndm nevyjdou vSechny hodnoty stejné.

Pii konecné interpretaci vysledkl je nejen dilezité zkoumat, zda je naméfena
hodnota patologickd, ¢i ne, ale 1 na klinicky stav pacienta a divod, pro¢ vlastné
k vysetfeni doslo. U pacientt, ktefi se 1é¢i s trombotickymi stavy, je rozhodné dulezité
pozorovat 1 predchozi vysledky vySetfeni. Kontroluje se razantni vychyleni hodnot od

normalu. Toto mlZe znamenat zménu stavu pacienta, nebo nedodrZeni zasad 1écby.
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10. Zavér

Cilem mé prace bylo osvojeni metody vySetfeni fibrinogenu. Podafilo se mi
stanovit hodnoty u 246 vzorki, z toho bylo 216 vzorkl od Zen a 30 vzorkd od muzi.
Z tohoto celkové poctu vzorki byl 1 vzorek od pacienta nad hodnotu 4,2 g/l a 58 vzorki
od pacientek bylo nadlimitni.

Dalsim mym cilem bylo porovnani dvou pfistrojii. Toto se mi podafilo a to pfi
pfechodu z pfistroje Sysmex CS- 5100 na pfistroj Sysmex CA- 7000. Pii tomto
porovnavani jsem zjistila, Ze se hodnoty vzorkd métenych na obou ptistrojich nelisi.

Stanovila jsem si tii hypotézy:

1. VysSetfeni hladiny fibrinogenu bude u vice jak poloviny vzorkti nad hodnotu
4,2 g/l.

Tato hypotéza se mi nepotvrdila, protoze z celkového poctu 246 vzorkd,

vykazovalo nadlimitni hodnoty pouze 59 vzorkt
2. Fibrinogen stoupa se zvySujicim se vékem.

Neda se s jistou fict, ze se hladina fibrinogenu zvysuje s vékem. U muzi se mi
tento pfedpoklad nenaplnil, mozné i z divodu malého objemu vzorki. U Zen se da fict,
ze od véku 61 let hladina fibrinogenu stoupa.

3. Pfi porovnavani dvou pristroju se vysledky nebudou lisit.

Tato hypotéza se mi potvrdila.

Stanoveni hladiny fibrinogenu je rozhodné dilezitym vysetienim. Rekla bych, ze
V dnes$ni dobé je to hlavné kvili stoupajicim trombofilnim staviim, a to uZ i u velmi
mladych divek, a to hlavné z dlvodu uzivani antikoncepce. Toto vySetfeni slouzi

k v€asné detekci onemocnéni a ptipadné k nasledné 1écbé.
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