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Abstract

The objective of this thesis was to compare measurements in yp@stof coagulation
analyzers by using the various types of softwampléementation of a new
methodology, its consequent use for diagnostics angdlementation of quality
inspection for various methodologiddethodology: Measurements were performed by
using the coagulation analyzers BCS (Behring Cadgul System) made by the
company Dade Behring, Marburg, GmbH. One of thelyares uses the operation
system Windows XP and the second uses OS Mac. ahee gneasurements of
individual methods, used for screening of thrombatiates, were performed on both
analyzers. We measured coagulation setting prothiroime, activated partial time,
thrombin time, antithrombin I1ll, fibrinogen and Droer. We implemented a new
methodology for monitoring of heparin (low moleaulaeight, pentasaccharides or
unfractionated heparin) by setting the units of Katinhibition.

Results: Individual coagulation measurements were performegghrallel on both types
of analyzers with the same samples. The results wegnlained and used for the internal
check of the laboratory as an interlaboratory campa. Measurements were
performed approximately once a week in three setegbatients” samples. The
individual correlation quotients in BSC OS Mac aB@&S XP were measured for
PT =0.851; APTT = 0.906; TT = 0.985; Fbg = 0.929; Ill = 0.907; D-dimer =
0.476. A new methodology of monitoring of low malar weight heparin and
pentasaccharide by using the kits Coamatic® Hepand Pefakit PiCT, Arixtra®
Pentapharm. Calibration was made by using dilutgetiion preparation was made for
individual kits. Comparison of levels of pentasaithe and low molecular weight
heparin was performed for 157 samples. Correlajiootient between the anti Xa units
in low molecular weight heparin and pentasacchaside 0.806.

Favourable variation quotients were performed lgyititerlaboratory comparison of the
quality inspection.Conclusion Compared analyzers with various software BSC OS
Mac and BSC XP do not differ in measured valuemftbe statistical point of view,
values of all watched tests also correlate welletiogr. It is possible to use both
implemented tests for setting the units of antiidabition and pentasaccharide, values



also correlate well together. Methods of setting #nti Xa inhibition are used for
reliable monitoring of low molecular heparin andymaveal also resistance against low

molecular heparin, which can make treatment of ntrophilic states more

complicated.
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Uvod

Trombotické stavy pé&t mezi nefasgjSi priciny umrti v populaci, tom vice
nez polovina z nichifpada na infarkt myokardu. Trombotické stavy 8 da cdicné
a ziskané. bvodem ¥chto stau mohou byt vedle poruch koagutdch faktofi nebo
jejich inhibitori i poruchy krevnich destk, leukocyli, endotelialnich butk apod.
Podle mista vzniku rozthjeme trombdzy na Zilni trombdzy, arterialni trabal,
trombotické cévnishody a syndrom diseminované intravaskularni koegif?.
Zilni trombo6zu zfisobuje pedevsim zéastava protd krve a hyperkoagulace, ke které
dochazi p aktivaci plazmatickych koagulaich faktofi a @i selhani funkce jejich
piirozenych inhibitoél v krevni plazm a krevnimiecisti. MozZnou letalni komplikaci je
utrZzeni trombu s naslednou embolizaci do plic (§&#ient s plicni embolii umira do
dvou hodin)®®. i vzniku arteridini trombozy se na @ku gedevsim upldiuje
aktivace a agregace krevnich desti a dysfunkce endotelu, ktera je vyvolana ve
vétsSing pripadh aterosklerotickym procesenti garctu cévni stny. Trombotické stavy
bychom ngli umét diagnostikovat, neliopri jejich ¢asném rozpoznani Ize vhadn
zvolenou profylaktickou kbou a kontrolou jeji &nnosti zabranit vzniku nebo
opstovného vyskytu tromb6%°).
Se ziskanymi trombotickymi stavy, kter&asto byvaji komplex$)Si povahy, se
setkavame u pokedych jaternich onemocami, nefrotického syndromu, zhoubnych
nadorovych procés v pooperanim obdobi, v pibéhu €hotenstvi, v poporodnim
obdobi nebo u myeloprolifetaich onemoceni. Trombotické komplikace byvajasto
klinickym ptiznakem v pitomnosti antifosfolipidovych protilatek, které smohou
vyskytovat i systémovém onemoéni nebo i ojedidle.
Lécba trombotickych stay zvlaSt vrozenych, spéiva v prevenci. U letich forem se
pii rizikovych situacich podavaji antikoagulancikgge napiklad heparin. Ud&kych
forem trombotickych stavje prevence celozivotni a zaklada se na podav&perinu
nebo kumarinovychifpravki. Primarni I€ébou trombotickych fihod je antikoagukai
|écba heparinem, dopdna podavanim chyficich faktofi v podol& cerst¥ mrazené
plazmy nebo koncentrat
Nefrakcionovany heparin ma ovsefadu nez&doucichcinki, které mohou vést ke

komplikacim. Nejastji se setkAvame s@davkovanim, které se projevuje krvacenim



u 5-10 % léenych pacierit Pro kontrolu podavané davky stanovujeme APTT.
Nefrakcionovany heparin ifp metabolickych zrénach vede krozdilnosti hladin
v plazne. Nekdy mize dochazet k rezistenci na heparin, coz se prigev, Ze po
podani vysoké davky heparinu (az 40 000 IU) nedncké zvySeni APTT. Nize
dochazet k hypersenzitigits vyskytem alergickych projév V 60. letech minulého
stoleti byly izolovany fragmenty heparinu. Jsoulténné nizkomolekularni slozky,
které vykazuji méh nezadoucich dinka provazejicich I&u standardnim heparinem.
Do Klinické praxe byly uvedeny jako preparaty niziadekularniho heparinu. LiSi se
raiznou gFipravou, molekularni hmotnosti a p&mm vazby F Xa a F lla. Jak ukazuje
fada Klinickych studii, jsou nizkomolekularni hepgrivhodrgjSi nez nefrakciovany
heparin. Maji nizSi p@et nezadoucich ¢inka a jednoduchou subkutanni aplikaci.
LMWH lIze pouZzivat jako prevenci i jako dlouhodobeétibu, nap. pii komplikovaném
tshotenstvi®®. | kdyz jsou doporéeny davky LMWH vztaZené na BMI, je vhodné
lé¢bu monitorovat, aby byla é¥ena @innost podavané davky.



1. Sowasny stav

1.1 Hemostaza

Hemostaza ifgdstavuje jeden z mechanignktery udrzuje celistvost vititiho
prostedi. Za fyziologickych podminek zajife tekutost krve v inertnim cévnim
reCisti. V pripact poruSeni souvislosti cévniéaly vede krevnim srazenim (koagulaci)
k zasta¥ krvaceni. Hemostatickd rovnovaha je vysledkem @mimfunkce cévni
sttny, krevnich destek a plazmatickych ¢initela zahrnujicich koagutai a
fibrinolyticky systém a jejich inhibitory. NaruSet&to rovnovahy se @ze projevit jako

krvacivy nebo tromboticky sta#".

1.1.1 Krvécivé stavy

Krvacivé stavy jsou charakteristické spontannimvakivymi projevy nebo
krvacenim, které je netdtmé danému stavu. Ke krvacivému stavu dochézigruseni
nékterého z mechanisinhemostatické rovnovahy. Krevni dekir hraji dilezitou
Glohu @i tvorbé primarni hemostatické zatky. Protéi pnizeném p&tu destéek nebo
jejich funkéni nedostaignosti se mohou projevovat jako krvacivé stavy. Kdagatie
jsou krvacivé stavy Afsobené snizenou koncentraci nebo snizenou aktidiamého
koagul&niho faktoru (pofipadt celoufadou faktoi). Maji &tSinou klasicky klinicky
obraz projevujici se spontannim krvacenim. Kj&inkoagulopatie se projevuji pouze
pii poraréni nebo chirurgickém zakrokugZké projevy se objevujitppoklesu aktivity
koagul&niho faktoru pod 5%. Z vrozenych koagulopatii jp@gast]jSi hemofilie, von
Willebrandova choroba a autonomni koagulopatie.

Hemofilie A je zpisobena nedostatkem nebo nedostate funknosti F VIII.
Pti Hemofilii B jde o poruchu F IX. Ob tyto hemofilie jsou vazané na pohlavni
chromosom X s recesivnim typemdditnosti. Hemofilie se & substiténi metodou
(nahrazeni nedost&teého faktoruf*®.

Von Willebrandova choroba je autosométiédicna (postihuje ovSemigvazr
Zeny). Ri¢inou této nemoci je nedostatek nebo porucha voreWdndova faktoru
(VWF). Je naruSena primarni hemostaza a dochéaiikeni F VIII. Je dlezité odliSit
vW chorobu od Hemofilie A pomoci agregace desti(ristocetinem) a #steni hladiny



VWF. Pacientim s touto chorobou se podava koncentrat s obsahdim a I&i se
klinické projevy krvacenf®.

Ziskané koagulopatie se vyznid tim, Ze je snizena cela skupina koaguoieh
faktoni. JsoucasgjSi nez koagulopatie vrozené. Vhodn&big je stawvna tak, Ze
vétSinou st&i dosadhnout vymizeni ffiznaki. Mezi ziskané koagulopatie tteme
zaradit poruchy resorpce a vyuziti vitaminu K, cirkidt antikoagulans (CA) a
konsumgni koagulopatie (DIC).

Poruchy resorpce a vyuziti vitaminu Kvedou Kk nedostateé produkci
vitamin K dependentnich fakto( F I, F VII, F IX, F X), které se tid v jatrech. B

krvaceni z piciny nedostatku vitaminu K je nejvhagéi I&ba Uprava hladin faktér
transtiznimi gipravky s podavanim vitaminu K.

Autonomni koagulopatige onemoc#ni, pi kterém rekteri jedinci mohou tvat
protilatku proti rgkterému z vlastnich koaguwlaich faktofi. Jde ¥tSinou o latky
proteinové povahy IgG. Inhitmi inek mizZze byt naniien proti jakémukoliv faktoru.
U této skupiny onemoeni nefunguje Zadna substini l&ba. L&ba je zavisla na
koncentraci inhibitoru. # vysoké koncentraci se uziva plazmaferéza a irsup@sni
terapie.

Konsumgni koagulopatie (diseminovana intravaskularni kéagatie - DIC)
piedstavuje poruchu, fp které dochazi k vyznamné aktivaci hemostazy o
vnitrocévnich mikrotromiby, spotek® koagul&nich faktofi, aktivaci sekundarni
fybrinolyzy a tendenci ke krvaceni. DIC se projevepiZzenou hladinou koaguldch
faktoni, krevnich destek, zvySenou hladinou trombinu, volného monomebuarfu a
aktivaci fibrinolyzy (vysoka hladina D-dimeru). Sinom DIC je doprovodnym jevem
zavaznych onemoéni. Klinicky se \tSinou vyskytuji &Zké krvacivé nebo
trombotické projevy, ¢asto sotasre. DIC miazeme rozdit do 3 stadii: 1.
Hyperkoagulani, 2. Hypokoagukni a 3. Aktivace fybrinolyzy. U prvniho a druhého
stadia jsou r&itelné hodnoty z&kladniho koaguatdho screeningu (AT Ill, fibrinogen
snizen; APTT prodlouzen). Ve 3. stadiu ji#&S8mou neni mozné &it hodnoty na
analyzatorech. Prvni a druhé stadium se da keparinem a substituci, @etiho se

pouzivaji antifibrinolytika. DIC miZze mit i akutni pibéh a projevit se ffmo jako
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krvacivy stav s tét nesrazlivou krvi. Celkova ¢éa je volena podle daného stadia a

individualniho stavu pacienta.

1.1.2 Trombotické stavy

Trombotické stavy jsou chorobné stavii, kierych dochazi k intravaskularnimu
srazeni (trombdzam). Jde vlasmopak krvacivého stavu. Obegade o poruseni cévni
stny, hemodynamiky, o poruchy desiovych funkci, naruSeni koagdldho a
fibrinolytického systému. Tyto stavy the doprovazetrada onemocmi zvlase
cévniho zaréeni, jako jsou tromboembolické stavy (dojde k téontombu, ktery se
uvolni a nasledhucpe rkterou z cévi. V&tsinou se jedna o infarkt myokardu, plicni
embolii, nahlou cévni fthodu mozkovou nebo Zilni trombdzy Katin ©9.
Trombotické stavy riveme rozdliit do dvou skupin: vrozené a ziskané.

Vrozené trombotickéstavy jsou gesré definované a jejich klinicky obraz je
charakterizovan igdevsSim Zilnimi trombdzami v neobvyklych mistechostiZeni

VT

faktory pati porucha v genu protrombinu (F II), defekt F Vk{far V Leiden), PC, PS,
AT 111, antifosfolipidovy syndrom a abnormality filmolyzy (t-PA, PAI) %6 38)

Ziskané trombotickéstavy byvaji komplex§sSiho pivodu. Setkdvame se s nimi
nagiklad u nefrotického syndromu¢hotenstvi a Sestinéld, zhoubnych nadorovych
procesi, Vv pooperanim obdobi, myeloprolifeemim obdobi. Komplikace
trombotickych staf obvykle byvaji v pitomnosti antifosfolipidovych protilatek
(APA). APA maji schopnost interferovat ndznych mistech se systémem krevniho
srazeni. ZvySuje se riziko opakovanych pdtnatpostizenych zen at&i nachylnost k
Zilni a arterialni tromboze. Laboratérrse zji§uji jednotlivé hladiny inhibitak
koagulace, fibrinolyzy, aktivace krevnich deésk a specialni testy. Eba je
individualni podle stavu pacienta a formy a drutamibotického stavu. Né&stji se
podavaji celozivoté antikoagulancia (heparin, Warfarin) jako preventelehtich
forem se antikoagulancia podavaji jen za rizikovgituaci (Ehotenstvi, operace).

Popripact se I&€ba dophuje chyk&jicimi faktory pomoci koncentrét
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1.1.3. Terapie fi trombotickych stavech

Antitrombotickd terapie fite byt rozdlena na terapii antikoaguiai,
trombolytickou a antiagregai. Je zarmena na zamezeni nadmého shlukovani
krevnich destiek, zabra#ni naistani trombu, Ppadré rozpuséni fibrinové slozky a
omezenic¢innosti koagulaniho systému. Hemostaza se aktivuje v&nj@bSkozené
cévni skny, jako je odtrzeny endotel nebo poruseny chalektey plat. Vznika tak
nastnny trombus, ktery ve velkych tepnach, kde je veiély krve, vytvdi tromby
obsahujici zagregované dekii s krystaly cholesterolu a ateromatézni € Lécba
se formuje jako antiagredai terapie. Ve stagnujici krvi se ramize aktivovat
hemostaza, ovSemcléa je mfena jako antikoagutai. Ve stagnujici krvi je velké
mnoZstvi fibrinu a erytrocyt

Kontrola terapie se provadi pomoci laboratornicstiifekteré by se wly
pohybovat v refergimim rozmezi. Pokud by hodnoty bylyilE vysoké ¢i nizke,
nemocny by byl ohrozen krvacivymi nebo tromboentigimi stavy.

Antikoagulani  terapie zabtaije tvork® trombinu, ktery by nésledn
dopoméhal tvord fibrinu (vznik trombu). Inhibuje také koagudla faktory. L&ba je
provadna pomoci heparinu nebo kumarinovydfppavki. Heparin pai mezi nepima
antikoagulancia a s AT Ill blokuje F X a F II. Pdw& se spiSeipakutnich stavech a je
mozné monitorovat &u pomoci APTT, specialnim testem na LMWH
(nizkomolekularni heparin) a UFH (nefrakciovany dem). Kumarinové fpravky
pasobi na F I, F VII, F IX a F X (faktory zavislé m#aminu K). L&ba je stabilni az
po rEkolika dnech a kontrolu je mozno prov&dtanovenim protrombinovéhtasu
(PT). Mezi kumarinoveé ifipravky mizeme z#adit nagiklad Warfarin s biologickym
polocasem okolo 3 din

Trombolyticka terapie aktivuje fibrinolyticky mechiamus, ktery je zadiien na
trombus v cé¥. Jde o metodu neinvazivni na rozdil od chirurgmkézakroku
trombotickych ucpani cév. Terapie je &ovana na zgichodréni cévy a tim zlepSeni
cirkulaénich pochod v daném organu. Terapie se provadi pomoci tronikollati
sem nagiklad streptokindza, urokinaza, antistreptaza aakga aktivator plazminogenu
(t-PA). Trombolytika jsou indikovanatipuzawrech cév (infarkt myokardu - IM), plicni

embolii a hluboké Zilni trombose. Podavaji sed bsoustavéy nebo jednorazayv
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Jednorazo¥ se podavaji u IM, a to co néjde @i projevu potizi a nejpozfl do 6
hodin. U dlouhodobé &by je moZna kontrola terapie pomoci trombinovélstute
Antiagreg&ni terapie je zaloZzena na inhibici funkce krevniatestitek
(omezeni agregability). Na krevnich dekéich je mnoho mist, kde je moZnéspbit a
ovliviiovat tak jejich shlukovarif”. Aktivace krevnich destek je sloZity proces, ktery
zahrnuje interakci agonisty s membranovym receptpréransport signalu ips
membranu do nitra desky a specifickou odpad’ destiky ?%. Extracelularni signaly
aktivace krevni destky je mozno rozdlit do tti skupin. Mezi silné agonisty Fat
trombin, kolagen, prostaglandiny, tromboxan a fakivliviuji destéky (PAF). Mezi
slabé agonisty Ize radit ADP, adrenalin a serotonin. Tito agonisté sggvi az po
uvolréni obsahu destkovych granuli®®. Farmakologicky mzeme nafiklad omezit
degranulaci ADP z denznich granul krevnich degti narusit cyklus kyseliny
arachidonové, provést blokaci aktivace krevni dkgti pomoci kyseliny
acetylsalicylové (ASA) nebo ticlopodinem inhibowatzbu destiek navzajem pomoci
fibrinogenu. Monitorovani by se provadi agregaimi testy, i kterych se zjiguje
inhibice destiek u jednotlivych podtt (kolagen, ADP, epinefrin, ristocetin, kyselina

arachidonova).

1.2 Plazmaticky koagul#&ni systém

Plazmaticky koagulmi systém pedstavuje skupinugii, které vedou ke vzniku
zestovaného (nerozpustného) fibrinu. Jedna séadu enzymatickych reakci,iip
kterych dochazi limitovanou proteolyzou ke&p&ni proenzyrin piitomnych v krvi na
aktivni enzymy. Podstatou tohoto systému jengna bilkoviny krevni plazmy
fibrinogenu na fibrin, katalyzovana trombinem. Terdgystém se aktivuje stykem
s tkdiovym faktorem nebo kontaktem se subendotelovymiksirami. V systému
koagulace se uplatje kaskadovité zesileni, coZz znamen@, Ze prinsfroistci signal
je mnohonasolin zesilen. Na kazdém stupni pak dochazi ke zvySencdatrace
meziproduktu. Fibrin vytvd vlaknitou sf, ve které se zachycuji krevniitky a vytvai
se stabilni fibrinova zatka. V posledni fazi dodhiézetrakci okra} rany a hojeni, na
¢emz se podileji krevni desity.
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1.3 Koagulani faktory

V¢étSina faktod je tvaena v jatrech, udkterych je zapdebi k syntéze vitamin
K (FIl, FV, FX, FIX, protein C a S). Jedna sé&smou o glykoproteiny charakteru
proenzynii a kofaktofi, které se v plaztnachazi v neaktivni foréna v procesu srazeni
procélavaji strukturalni zreny. Deficit, nizka hladina nebo nefumiost faktoti vede ke

Krvacivym projevim.

F | (Fibrinogen)

Je syntetizovan v jatrech a sklada serzpéar peptidovychietzci. Fibrinogen
je substratem pro trombin a plazmin, kfotoho mize byt Spen i jinymi trombinu
podobnymi enzymy. Minimalni koncentrace pro homé&oste 0,5 — 1,0 g/l. Fibrinogen
pati mezi proteiny akutni faze (PAF)

F 1l (Protrombin)
Je sloZeny asi z 500 aminokyselin. Vznik4 v jatreghiitomnosti vitaminu K.

F 1l (Tkanovy faktor, tkéovy tromboplastin)
Jde o extrakt z tk&n nejvice obsazeny je v mozku, plicich a plagedeho
koagul&ni aktivita zavisi na druhu tkdnJde o jedni@izovy polypeptid a p#t mezi

membranove proteiny.

F IV (Kalcium)
Chlorid vapenaty je zasadni pro kazdou fazi hemgstdNejmenSi nutné

mnoZstvi pro hemokoagulaci je 0,5 mmol/I.

F V (Proakcelerin)

Vznika v jatrech a velmi snadno se vaze na povrembran.

F VI
Zahrnuje destkovy faktor 3 a 4.
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F VII (Prokorventin)
Je glykogen vznikajici v jatrech z&tomnosti vitaminu K. Jeho hlavni funkci je

pienena F X na F Xa po exogennim p@tin

F VIl (Antihemofilicky faktor A)

Jde o glykoprotein, ktery je koagut& neaktivni. Tento faktor m&adu stejnych
sekvenci jako F V. V plazénse F VIII vyvazuje na von Willebrafd faktor (VWF),
ktery jej chrani fed biologickym Stpenim. Fun&n¢ aktivni funguje jako proteinovy
kofaktor @i tvorbé komplexu F X. Jeho nedostatek nebo dysfunko&emvést

k zavaznému krvacivemu defektu (hemofilie A).

F 1X (Christmas faktor )
Je to glykoprotein vznikajici v jatrech z&asti vitaminu K. H aktivaci se 3ipi
na 2 podjednotky.

F X (Stuart — Prower)
Je kltovym faktorem koagulace, aktivuje se proteolytickgttpenim. Vznika

Vv jatrech za fitomnosti vitaminu K.

F XI (Rosenthalv faktor)
Aktivuje se i kontaktni fazi plazmatického koagutdho procesu, jde o

glykoprotein.
F XII (faktor Hageman)
Je to glykoprotein vznikajici v jatrech. K aktivatmchazi p poskozeni povrchu

cévy. Za normalnich fyziologickych podminek s céstihou nereaguije.

F XIII (faktor stabilizujici fibrin)

Tvori se v krevnich deskach nebo jatrech, jedna se glykoprotein.
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1.4 B‘eména protrombinu na trombin

Tuto p'emenu mizeme podle fivéjSich gredstav rozélit do dvou cest.

VnéjSi cesta aktivace protrombinu probihé poruSeni celistvosti cév a uniku krve
z nich, kdy dojde ke styku s TFfiRvorb¢ protrombinového komplexu touto cestou
neprobihaji Zzadna proteolytick&@éni, ale dochazi ke zmam konformace molekul.
Tento komplex protrombinu je velmicélné vyvazovan na receptorova mista
membrany krevni desky. Krevni destika ma rkolik tisic vazebnych mist pro
protrombinovy komplex. Touto vazbou si&pgna na trombin urychli az 300 000 krat.
Smyslem této rychlé produkce trombinu je zajistkoagulace krve v mistposkozeni
cev tak, aby koagulace neprobihala dale po prondi k

Vnitini cesta aktivace protrombinu nastava figkontaktu se subendotelialni
strukturou. Sled &u je zahajen aktivaci F XII po jeho kontaktu s pa&woym cévnim
povrchem (kolagen; degkiovy fosfolipid), popipadt in vitro (sklo, kaolin, silicaj®®").
Podle novjSi teorie se tyto cesty spojuji v jednu. h&ay faktor je nyni pojiman jako
hlavni iniciator aktivace koagulaiho procesuin vivo ®. Krev pichazi do styku
s tk&iovym faktorem na povrchu endotelialnich Bkim monocyi po stimulaci Tumor
Necrosis Factor (TNF) endotoxinem, nebo interleefint (IL 1)®** Nenf jasné, zda
koagulacdan vivo je iniciovana nizkou proteolytickou aktivitou FMiebo gitomnosti
malého mnozstvi F VII® . Vznikly komplex TF+VII je nasledhnejspise fenenen
na F Xa na komplex TF+VIIE>. Tento komplex aktivuje F X a F IX. F Xa generuje
malé mnozstvi F lla (trombinu), ktery aktivuje FIN& F V. Fosfolipidové komplexy
téchto aktivovanych faktdr poté vytvdi dostaténé mnoZzstvi trombinu, nezbytné
k premené fibrinogenu na fibrirf?,

Trombin zvySuje tinnost F V, F VIII, F X a aktivuje F XIIl na F XId, ktery
ovliviiuje polymeraci fibrinu. RowE vyvolava nevratnou agregaci désk ve fazi
primarni hemostazy. Aktivované de&ly vytvai nejen hemostatickou zatku, ale
sowasre poskytuji reaktivni fosfolipidovy povrch pro tvarbkoagul&né aktivnich
komplexi. U aktivovanych destek je naruSena asymetrie membranovych fosfalipid
coz mé za nasledek odhaleni zagarabitych fosfolipidi, které tvai vnitini dvojvrstvu

membrany®.
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1.5 R‘eména fibrinogenu na fibrin

Vytvoreny trombin vyvolava fenenu fibrinogenu na fibrin, kterygsobenim F
Xllla déle polymerizuje na nerozpustny, zesiany fibrin. Takto vytvéeny fibrin je
nerozpustny v roztoku ntoviny a kyselig® monochloroctové. Pokud vznika bez
piitomnosti F XIIl a C&", je v &chto roztocich rozpustny.iiPvzniku fibrinu dochazi
nejen ke vzniku trojrozeiné sit¢, ale také se vyt¥ad bechem polymerizace nove
struktury, které mohoutgobit jako reguléni mista pro &které mechanismy. Trombin
Stepi fibrinogen na dva fibrinopeptidy A a B. Uvéhim €chto fibrinopeptid vznikaji
monomery fibrinu. Fibrinopeptid B Agobuje vasokonstrikci (zuzeni cév), cdispiva

k zasta¥ krvaceni.

1.6 Fibrinolyticky systém

Lidska krev obsahuje enzymovy systém schopny rozoufibrinovou
srazeninu. Za normalnich fyziologickych podminaktid@esystém udrZzuje hemostatickou
rovnovahu. ZvySeny fibrinolyticky systémuire vést ke krvacivym stéwn, naopak
snizeni funknosti tohoto sytému vede k trombotickym stav Fibrinové koagulum
omezuje krevni tok a mohlo by dojit k nekontrol@haé reakci a k uzdeni cévy.
Fibrinolyticky systém obsahujeskolik sloZzek. Jednou z nich je plazminogen, ktery |
aktivovan zarowvie s koagulaci. DalSi sloZzkou je plazmin, proteokgienzym, ktery
krome fibrinogenu (a jehotznych podob) &pi i dalSi slozky koagutmiho sytému,
jako jsou fibrinogen, F V a F VIIL.iPStepeni se zesovany fibrin S&pi na fragmenty X
a Y, které se dale rozpadaji na fragmenty nazyMardémery. Jejich stanoveni je
piimym dikazem stanoveni&ieni zegsiovaného fibrinu.

Fibrinolyza zptichodiuje cévy a uvadi je doigodniho stavu. Je aktivované p
poruseni endotelu.i®stoze aktivace probiha sasreé s agregaci destk, celkova doba
trvani je 48-72 hodin. Rozpusi fibrinové zatky je zalezitosti¢kolika hodin. Za
patologickych stav se niize tento proces vyraZizkratit az na &kolik minut.

Fibrinolyza je nepetrzitt probihajici proces s vysSi aktivitoghem dne a ip fyzické
namaze a s nizsi aktivitoghem €hotenstvi. Tento @ ma mnoho vyznaih pii 1é¢bé,

nag. rekanalizace céviptrombotickych stavech a dba riznych zastlivych zmen
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s tvorbou fibrinu. Fibrinolyza probih& nejen v krale také v slzach, maském mléku,
madi a jinych €lnich tekutinach.

1.7 Inhibitory krevniho srazeni

Inhibitory krevniho srézeni jsou stasti a zarouve i zakladnim reguknim
mechanismem koagulace. Pokud by koagulace probihakontrolovas, tak by
v kratké dob doslo k masivnimu srazeni krve, ucpani cév a daslemrti. Udrzovani
hemokoaguléeni  rovnovahy je  z&kladni  principem  koagulace. Jedno
z nejvyznampySich  regulaci jsou fyziologické inhibitory koagttdho a
fibrinolytického sytému. Inhibitory jsoufpozené slozky krve a tlumi vySe znine
mechanismy koagulace. Zabuwgi nekontrolovatelnému srazeni aktivnimi slozkami
procesu. Snizené hladiny inhibitiofzvias¢ AT lll, proteinu S a C) fedstavuji znéné
riziko vzniku trombéz. Inhibitory rizeme rozdlovat do dvou skupin naiipozené a
ziskane.

Mezi prirozené inhibitory koagutaiho systému iveme nap zaadit: fibrin,
antitrombin 11l (ATI), heparin, protein C, protei S a a-antiplazmin (inhibitor
fibrinolyzy). Trombin se tvid po dobu koagulace v nadbytku, po u&eni srazeni musi
byt trombin ihned inhibovan, aby nedochéazelo k Sihal srazeni krve. VSechny
inhibitory plazmatického koaguiaiho systému jsou v plazma jejich specifita je
nizka. Z inhibitoti krevniho srédzeni se nejvice uplgt AT Ill a a,-makroglobulin.
Oba jsou v plaz# obsazeny v relativh velké koncentraci. AT 1l s kofaktorem
heparinu odpovidaji za 80% inhibi koagul&ni aktivity. Trombin je dinné
vyvazovan fibrinem, ktery jej adsorbuje na svém rpbu. Ri fibrinolyze je vazba
vyvazana heparinem a AT Ill.

Antitrombin 111 je a,-glykoprotein tvdeny v jatrech. Je jednim z néjdzit¢jSich
fyziologickych inhibitof serinovych proteaz (serpi)) které maji centralni Glohusip
regulaci hemostatické rovnovahy . AT Il vyvazuje trombin a jiné sérové
proteinazy v porru 1:1 za vzniku nevratného komplexu. Antitrombid mpozdny
acinek (asi 15-30 minut), rychlost inhilsiiho komplexu rize byt urychlena navazanim
heparinu nebo proteoglykarz endotelialnich butk. AT IIl inhibuje krome trombinu
(F lla) a F Xa také jiné slozky koagutdho systému (F Xlla, F Xla, F IXa, F Vliia).
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Vyskytuje se nejen v plazim ale také v pleuralni a paritonedlni &diné tekutirg.
V maoci se téngi nevyskytuje (Jug/den).

Samotny hepani reaguje az po navazani na AT lll, s kterym viitvd@mérni
komplex, ktery pak &nn¢ vyvazuje trombin. Heparin jako €81 mukopolysacharid
ma odliSnou afinitu k AT 1ll. Svymi néaboji pomahaytvorit matrix, kterd vytvé
snadrji komplex AT IllI*heparin a usnatlje vazbu na trombin. Z kom@aw®
vyrdbinych heparifi se vazi jen ty hepariny, které maji strukturu peatharid.
Heparin je tvéen v Zirnych biikkach (tkdove bazofily).

Systém protein' je tvden proteinem C, proteinem S a trombomodulifi&h
Tento sytém riize inhibovat F Va a F Vllla.

Protein C je kkiovou slozkou koagulace, ktera je aktivovana na guviendotelialnich
burgk trombinem navazanym k trombomoduliftf. Jde o glykoprotein vznikajici
Vv jatrech za &asti vitaminu K. Tento glykoprotein seia#e dlit na dw ¢asti, z nichz
jedna je vazana na protein S. Aktivovat proteire@nozné #kolika zpisoby. Jednim
z nich je msobenim trypsinu. Nefinn¢jSi aktivace je vyvolavana vivo na povrchu
cévnich endotelelii, kde je navazan specificky eéglddni receptor trombinu
trombomodulin ®. Vazba pes tento receptor je mnohonasdbrychlejsi ne? se
samotnym trombinem. Trombomodulin vznika v endotalmk a z nich je uvalovan
do krevniho oBhu nebo se vaze na specifické receptory a stdsauwsésti membrany.
Aktivovana forma proteinu C (APC) se na rozdil @éthlau AT 11l Stépi proteolyticky a
tim inaktivuje na membr&nnavazané plazmatické faktory neenzymovéhweodu (F
Va a F Vllla). To vede k potéeni aktivovaného koaguiaiho procesu?®. Protein
S véaze protein C k fosfolipidovym povrigi, jako jsou membrany krevni degty nebo
poskozenych endotelii. Aktivovany protein C ma pmafolytickou aktivitu (zvySuje

uvoliovani aktivatoru plazminogenu).

1.8 Inhibitory fibrinolyzy

Inhibitory fibrinolyzy tlumi fibrinolytickou aktiviu a zabrauji jejimu Sfeni po

Mriviw s

glykoprotein serinového typu a s plazminem fiv&komplex 1:1. Antiplazmin je
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v plazme v nadbytku a okamiitvelmi (&inn¢ vyvazuje veskery volny plazmin. Pokud
je plazmin vazan na fibrin, neni mozné, aby tutbbweantiplazmin inhiboval.

Mezi inhibitory fibrinolyzy mizeme z#adit nespecifické inhibitorya,-makroglobulin,
az-antitripsin a C1 inhibitor. Obeénmizemefict, Ze jde o inhibitory proteaz, jejichz
cinek presahuje ramec koagdldch a fibrinolytickych pochad kde se také mohou
uplatiovat®Y.

Ziskané inhibitoryjsou patologickym nalezem a nevhédavliviuji koagulaci. Ze
ziskanych inhibitar hraji nejvyznam&si Ulohu nespecifické antifosfolipidovée
protilatky (APA). APA jsou heterogenni protilatkymiené proti negativh nabitym
fosfolipidim s makromolekularni latkou bilkovinné povahyidme sem Zadit lupus
antikoagulans (LA) nebo antikardiolipidové protidgt (ACA). LA jsou protilatky
namiené proti fosfolipidovym sloZzkam protrombinového nkdexu koaguléni
kaskady™". LA mize zphsobit abnorméaini nalez u APTT.

1.9 Spravna laboratorni praxe

Spravna laboratorni praxéSLP) je soubor pravidel tvizi systém prace
testovacich zZézeni @i provadni neklinickych studii, bezgaosti latek a chemickych
piipravki. Tyto normy se tykaji podminek, za kterych se sttadie planuji, kontroluiji,
zaznamenavaiji a archivuji. Spravnou laboratorniimtanovuje hlava Il § 8 a 9 zdkona
¢. 356/2003 Sb. a vyhladska 219/2004 Sb. ve #ni pozajSich pgepidi. Spravna
laboratorni praxe je inforndai systém vytveéeny pro pateby klinickych laboratf, pro
potreby klinickych obot s laboratorni sloZzkou a pro podporu prace s ldbiani
spolupracujicich inforntaich systém. SLP pedstavuje osnovu moderni klinické
laboratdie, ktera je postavendga otazky akreditaci, a je nucena pod vlivesmitiho
se spoléenského progedi gresré urcovat podminky svéinnosti a obhajit svou praci a
vysledky napiklad pred auditorem nebo pravnikem. Umiajge gresré urcit pravidla a
vzajemné vztahy mezi jednotlivymi labortgmi a Iéka, sestramic¢i samotnymi
pacienty. Spravna laboratorni praxe se stale vyikly prednim osobnostem a
odbornikim z jednotlivych medicinskych ohiorJe budovana na principu aktualnich
norem a pedpisi. SLP vytvdi systémoveé fistupy k zpracovavani dat v klinickych

oborech. Jednad se o metodu encyklopedického cleamaktde je mozno pbézne
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zachazet s daty (naplophovat). Soubor nastrdjSLP obsahujedkolik slozek jako je
prace s Narodningiselnikem laboratornich polozek (asi 15500 poldpZzektvaeni
vlastniho lokalniho laboratornih&iselniku, tvorba vlastnich referarich rozmezi a
Skal, komunikace s Laboratornim infortném systémem (LIS), tvorba Laboratorni
piirucky arady tiskovych sestav.

Zasady monitorovani shody se zasadami SLP je péawadomoci Narodniho
programu shody se zasadami SLP. Tento narodni groge zaloZzen na kontrolach
testovacich zZ#ézeni a na jejich auditech, které pro#@charodni monitorovaci organy
SLP. V oblasti léiv je organem statni spravy Statnifad pro Kontrolu L&iv (SUKL).
Po provedené kontrole vystavuji inspekt8LP SUKL protokol o kontrole. Pokud je
testovaci z#zeni v souladu se zasadami SLP, vydava SUKL nastésstovaciho
zarizeni Certifikat spravné laboratorni praxe. V otllasemickych latek a chemickych
piipravki je organem statni spravy Ministerstvo Zivotnihmsgedi CR (MZP).
Monitorovacimi subjekty pro MZP je i#idisko pro posuzovani agobilosti laboratti
ASLAB, Vyzkumny uUstav vodohospottky T. G. Masaryka a vejna vyzkumna
instituce (NIO SLP). Po provedené kontrole je vy&tadokument o vysledku kontroly
(Oswdeeni o dodrzovani zasad SLP). Struktury dokument@OKL a NIO SLP jsou
totozné. Intervaly mezi kontrolami testovanychiizeni do Narodniho programucuji
inspektdi a jde zpravidla o dva, maximé&ltéi roky. Piibéh testovani madkolik bod:

1. Testovaci Zdzeni, Zadajici o Zazeni do Narodniho programu, zaSle podle
prislusnosti certifikat na SUKL a nebo MZP s kopiiONISLP Zadost o vydani
oswdéeni SLP. MZP pisengnpowti NIO SLP provedenim vstupni kontroly.

2. Testovaci Zézeni, zadajici o zazeni do Narodniho programu, zasle SUKL anebo
NIO SLP vyplrény Dotaznik pro testovaci faeni.

3. Inspektdi posoudi zaslané dokumenty a podleig@oy si vyzadaji doglijici
informace anebo testovacitizzeni navstivi.

4. Datum kontroly oznamuje monitorovaci organ testému z&izeni dopisem.

5. Samotna kontrola testovacihdizani.

6. Vystaveni protokolu o provedené kontrole.

7. Testovaci z#zeni popiSe napravna opati k odstraéni péipadnych neshod,
zjistenych hem kontroly.
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yaove

8. V pipadt vyroku ,splréeno“ oznami testovaciiizeni zfisob a termin zjighych
nedostatk. Inspektorat SLP SUKL nebo MZP néslédwyda testovacimu ¥ieni
certifikat nebo osédceni a z#&adi jej do Narodniho programu.

Muze jit o ti kategorie kontrol: 1. celkova kontrola testovacikgizeni se
provadi na pozadani otfzaeni do Narodniho programu neho geriodické kontrole
podle rozhodnuti inspektior 2. Cilena kontrola slouzi k odstegmi nedostatk pri
zawru ,nerozhodnuto”. Tuto kontrolu nauje vedouci inspeaki skupiny. 3. Audit
studie je sotasti celkové kontroly, ale ivie byt provadna samostatnprislusnymi
spravnimi organy. Maximalni rozsah vlastni kontredytyka &chto ¢initela: organizace
a pracovnici, program zabezpai a jakosti, prostory, biologické testovaci syste
piistroje, materidl a vzorky testovacich sysiéntestované a referémi polozky,
standardni a opefai postupy, provedeni studie, Z&tna zprava, audit alespgedné
ukontené studie, archivace a shronfia¥ani zaznaii Zawrecnd hodnoceni mohou
byt ,Spireno” (malé ¢i zadné odchylky), ,Nerozhodnuto“(zavazné nedostakiteré
ovSem nemaji vliv na jednotnost studie) a ,Nesptt ( zavazné nedostatky, které
ovliviuji celou studii). Uvedeni #aeni v Narodnim programu SLP znamena, Ze
kontrolované testované ifzeni je ve shafl s vyhlaSkou Ministerstva Zivotniho
prostedi ¢. 219/2004 Sb. a tim i se ,zasadami spravné laborafpraxe OECD".
Zasady spravné laboratorni praxe jsou jediny syjg@kosti zavazé predepisujici
metody, které Ize pouzit pro hodnoceni neb&apeh vlastnosti chemickych latek a

v oblasti I&iv ¢ 37
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2. Cile prace a hypotézy

2.1 Cile prace

Cilem prace bylo porovnat dva typy koagulech analyzéatdr s vyuZitim
raiznych softwail, zavedeni nové metodiky a jeji nasledné vyuzid gragnostiku.
Vyjadieni resnosti, spravnosti, vyjéehi nejistoty mtreni, zavedeni kontroly kvality

pro rizné metodiky.

2.2 Hypotézy

Predpokladéa se, Ze analyzéatory nové generace dhy mmit vétSi moznosti pro
zavedeni a programovani nové metodiky, lepSi stéés zpracovani vysledk a

nasledného vyhodnoceni.
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3. Metodika

3.1 Koagula&ni stanoveni jednotlivych metod

Vlastni stanoveni jednotlivych metod se provadanalyzatoru. Pro koagulai
rutinni vySeteni se pouziva citratova plazma. @dbendzni krve se provadi do 0,129
mol/l citratu sodného v pofru 1:10. Nasleduje centrifugace 15 minut 8 000
ot./minutu (minimalg 1500xg). Plazma by &a byt zpracovavana do 2 hodin po
odkéru. V pripact doby prodleni je plazma mrazena stava stabilni i -18°C po
dobu jednoho wsice. Bi delSim skladovani se vzorky hluboce mrazip0°C, stabilita

je az rekolik mésiai.

3.1.1 Protrombinovy, tromboplastinovias (PT; QUICK,)

PT slouzi jako citlivy a rychly screeningovy test vrgjSi casti koagulaniho
systému, zejménaripporuchach F II, FV, FVII, FX. S deficitni plazmamize také
slouzit pro zjis&&ni aktivity tchto faktot.

Pfi inkubaci plazmy s danym mnozstvim tromboplastiau kalcia je vyvolana
koagulace, P které se mi cas do vzniku fibrinového viakna. U vybranych
fotometrickych pistroju Ize podle narstu zakalu po uplynulé koagulaci vyjiat
hodnotu fibrinogenu (derivovany fibrinogen).

Test se provadiip37°C, kdy se 1 dil (100 pl) citratové plazmy shdie 2 dily (200 pl)
tromboplastinu (s tkaiového tromboplastinu s 0,025 mol/l chloridem sodhya
zaina se mifit ¢as. Vysledek r¥eni se udava v sekundach, v. % normy, v protrombin
ratio (PR) nebo International Normalised RationR)NPR = reaéni doba vzorku /
reakéni doba normalni plazmy. INR = BPR(ISI= International Sensitivity Index).
Normalni hodnoty se pohybuji v rozmezi 0,8 — 1,RINO — 130 % normy. V testu
bylo pouZzito Tromborelu S jako reagentu. Test jaearyan jako terapeuticka kontrola
pfi podavani warfarinu nebo podobnéhocelénému fipravku (kumarinu) G,
Terapeutické hodnoty by &y odpovidat rozsahu 2,0 — 3,0 INR u hluboké vem6zn
trombdzy, plicni embolie a arterialniho onem&un Rozsah 3,0 — 4,5 bydnbyt u

umelé srdéni chlopre ¢,
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3.1.2 Aktivovany parcialni tromboplastinovias (aPTT)

APTT podava informace o futkosti vnitni ¢asti koagulani kaskady, zejména
citlivé zachycuje poruchy F VIII, F IX a kontaktni faktorye spojeni s deficitnimi
plazmami je aPTT reagenciecana pro stanoveni jednotlivych fakioendogenniho
systému a pro diagnosu hemofif®. Kromg toho miZze byt pouZit pro sledovani
heparinové terapie. Spotaéim aktivatorem je kaolin, ktery zastupuje zagonabity
povrch porané cévy. Pro &které reakce je nutn&ipmnost destkového faktoru 3
(PF3), ktery se uvdlije z aktivovanych krevnich destk. U testu aPTT je vy§ewvana
plazma chuda na desty, a proto je fieba fosfolipidy dodat pouzitim tkéveho
fosfolipidu kefalinu (Parcialni Tromboplastin). Mgdna hodnota testu aPTT ud&as
(sekundy), ktery uplyne od spast koaguléni kaskady vapenatymi ionty do vybemi
fibrinové srazeniny. Prodlouzeni aPTTare byt zfisobeno naiklad nedostatkem
faktora vnitini ¢asti kaskady (FVIII a FIX), terapii heparineth piredavkovanim
warfarinem. Test se provadfipgeplog 37°C, kdy 1 dil (100 ul) plazmy se smisi s 1
dilem(100 pl) kefalin-kaolinové stai. Tento komplex je dale inkubovan 180 sekund, a
poté je gidan 1 dil (100 pl) chloridu vapenatého o koncat2s mmol. Po fidani
vapenatych iorit se spusti stopky adti secas do vytveeni fibrinového vlakna. Jako
reagent byl v testu pouzit Pathromtin SL. Norm&ladnoty se pohybuji mezi 25 — 40
sekundami, zalezi ovSem na labofatopouzitych reagenciich. Tato doba se ¢mjea

jako aktivovany parcialni tromboplastinowss .

3.1.3 Trombinovyas (TT)

TT je pouzivan pro sledovéni inhibice koagulatiehpparinizaci a pro kontrolu
fibrinolytického &inku pfi streptokinazové terapii. Mimo jiné je i jednim
Z nejdilezit¢jSich tesh pro rozliSeni patologickych nalez
Test je zaloZen nafiplani ugittho mnozstvi trombinu o &ité koncentraci k citratove
plazmg. Cas do vzniku fibrinového vlakna je zavisly na mreiza kvalig fibrinogenu.
Vysledny ¢as také mohou ovlitovat inhibitory. Poruchy faze koagulace Trombin
Fibrinogen= Fibrin se vyskytuji fi inhibici U¢inku trombinu, jako je zvySena aktivita
AT u heparinizace, ip snizené koncentraci fibrinogenu pod 1,0 g/l ngbioporuse

polymerace fibrinuCim je koncentrace trombinu nizsi, tim Ize lépe géitiporuchy
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koneiné faze koagulace. Vy$ehi se provadiip 37°C, kdy se 1 dil (200 pl) plazmy
necha inkubovat 1 minutu a poté saa 1 dil (200 ul) roztoku trombinu (stabilizovany
howzi trombin s C& ionty).Jako roztok trombinu je vtomto testu pauagent

Tromboclotin. Po fidani se ihned #ti ¢as. Normalntas se pohybuje v rozmezi 16-20

sekund*?.

3.1.4 Antitrombin Il (AT 1lI)

Je plazmaticky inhibitor trombinu, aktivuje F X waoti s nim irreverzibilg
inaktivni komplex. Inaktivace koaguhaich faktofi je vyraz® urychlovana heparinem.
Stanoveni fyziologického AT Ill nam umidje diagnostikovat vrozeny nebo ziskany
deficit AT IIl. Deficit souvisi s vrozenym nebezpm vzniku tromboz.

V tomto testu se pomoci setu Berichrom AntithromBim Il ve vzorku navaze
na znamé mnozstvi trombinu z&tpmnosti heparinu arpbyt&né mnoZstvi trombinu
vytvoii se substratem p-nitroanilinem zbarveni, kteggime @i 405 nm. Bi méfeni
fedime plazmu roztokem PBS vp&m 1:3 (50 pl). Redkna plazma se smisi
s trombinem) a inkubuje se 3 minuti faboratorni teplat Poté se fidaji 2 dily (100
ul) substratu a ihned secre n¥fit extinkce. Vysledek je uv&d v % a vypdet se
provadi automaticky na zakkadétalibratni kiivky. Normalni hodnoty jsou v rozmezi 70
— 140 %,

3.1.5 D-Dimer

D-dimer je vyznamny plazmaticky protein, ktery jeéhbm fibrinolytického
procesu uvaiovan do cirkulujici krve. Proteolytickd degrada@stovaného fibrinu
plazminem pedstavuje ochranny mechanismus rfamy proti trombdze tim, Ze
obnovuje piitok krve v Zilach po odstréni usazenin fibrinu. Po aktivaci
fibrinolytického systému se zésivany fibrin Sépi aktivni proteazou plazminem na
fragmenty D a E. NejmenSi jednotkotigmého zeséni mezi D-doménami je D-dimer,
jehoZ pitomnost ukazuje na reaktivni fibrinolyZl9"?. Zvysené koncentrace D-dinier
ukazuji na pitomnost krevni sraZzeniny a byly popsany u hlub@kéi trombozy
v kongetinach, DIC a emboli€®. D-dimer slouzi jako marker trombofilnich staveho

hladina odrazi aktudlni aktivaci systémuwivo a neni produkovania vitro ©%. Tento
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test se je zaloZen na reakci polystyrendastice, na které je navazana monoklonalni
protilatka proti picné zesitnym D-dimefim. Zoéna picného zeséni je zrcadlo¥
symetricka, tj. epitop pro monoklonalni protilatleupiitomen dvakrat. Proto stigjedna
protilatka k vyvolani aglutinani reakce, ktera je detekovanaidsiem turbidity.

D-Dimer PLUS je latexoy zesileny turbidimetricky test pro kvantitativni
stanoveni ficné zesitného D-dimeru. Test zahrnujekolik reagencii, napklad D-
Dimer PLUS reagent obsahuje polystyren@éstice, monoklonalni mysi protilatky,
lidsky sérovy albumin, tricin (0,02 mol/l), sacban a konzervani prostedek azid
sodny.

D-Dimer PLUS akcelerator je lyofilizat, ktery serapi ze smssné plazmy
vybranych zdravych daiic pomoci aktivace D-dimerovou preparaci a stahdizse
HEPES pufrem. Kapalné rekonstiti medium obsahuje fyziologicky pufrovany
roztok. Akcelerator a reagent se musgdopouzitim rekonstituovat. Test je provada
koagul&nim analyzatoru automaticky. Koncentrace D-dimerug/l je automaticky
vyhodnocena z kalibtai kiivky. Celkovy rozsah rteni od 25 do 640Qg/l. Tento
rozsah se docili @ma metodami, které musi byt atdien¢ kalibrovany (D-dimer low:
50 — 800ug/l, D-dimer high: 750 — 650Qg/l). Pokud koncentrace lezi nackiieim
rozsahem, Ize vzordiedit fyziologickym roztokent®.

3.1.6 Fibrinogen

Fibrinogen je bilkovina krevni plazmy, kter& se ihiath sraZeni krve. Je sloZzena
z dimeru jehoz podjednotky se skladaji z peptidbvigtszoia. Ucinkem thrombinu se
fibrinogen SEpi na monomer a ten pak dale zaspeni F XIIl na nerozpustny fibrin.
Stanoveni fibrinogenu se provadi metodou dle CayssBCS XP modifikovanou

metodou dle Clausse).

Metoda dle ClaussealoZzena na velkém igbytku trombinu, ktery vyvola
koagulaci citratové plazmy. Koaguld ¢as zde zavisi na obsahu fibrinogenu ve vzorku.
Pomoci setu FibrinogenReagent se metoda provagiesiperovanym vzorkem i
reagenciemi na 37°C. Vzordledime v pordru 1:10 roztokem NaCl (0,154 mol/l).
Smichame 10Qul redného vzorku a 90@l pufru. Do zkumavky se napipetuje 1dil

fedného vzorku (100ul), inkubuje se 60 sekundiip37°C, poté se #ida 1 dil
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trombinového reagentu a hned se stanovy koaguldas. Koncentraci odéeme
z kalibrasni kiivky ¢°).

Kalibracni kiivka se sestroji pomodcady kalibrato#i fedénych v pongru 1:10;
1:20; 1:40 a 1:80 roztokem NaCl. Jako bod nula@&iva roztok NaCl. Pro#&i se
hodnoty stejt jako u vzorku. Vysledkem je kalibmai graf. Refereéni hodnoty se
pohybuji v rozmezi 2,00 — 4,00 g/l. Kazda laboraia vlastni pesré dané refereimi
hodnoty™?.

Modifikovand metoda dle Clausge zaloZzena na velkém fgbytku trombinu,

ktery vyvold koagulaci citratové plazmy. Koaginé ¢as zde zavisi na obsahu
fibrinogenu ve vzorku. Metoda se provadi s vyterapanym vzorkem i reagenciemi na
37°C. Do zkumavky se napipetuje 1dil vzorku (100 inkubuje se 60 sekundiB7°C,
poté se fidaji 2 dily (200ul) reagentu (Multifiboren U) a hned se stanovy kda¢ni

¢as. Kalibr&ni kiivka se provadi pomoci kalibfiaiho kitu. Postup istava stejny, jen
misto vzorku s neznamym obsahem fibrinogenu jsmzipy plazmy s fesré danymi
hodnotami. @ekavané hodnoty u této metody jsou 1,8 — 3,5 gizsBh nifeni se
pohybuje mezi 0,8 - 12 g/l.i€snost je testovdna pomoci normalni a patologické
plazmy. Varigni koeficienty v sérii jsou 2,9 % u normalni plaznay 7,2 % u
patologické plazm{?.

Derivovany fibrinogerje mozno vypgoitat pomoci Masterikvky. Master Kivka

je experimentalni a je kdispozici pouze pro teBtgde Behring. Fibrinogen je
vypaocitavan z Kivky pii méteni PT pomoci Thromborelu S.

Snizeni fibrinogenu dZe nastat { intravaskularni proteolyze fibrinogenu trombinem
(spotebni koagulopatie),fpustknuti jedovatym hademjfipnemocsni jater (snizena
produkce), p akutnim krvacenéi pii zvySeném odbouravani fibrinogenu.

Prechodr zvySené hodnoty fibrinogenu se mohou vyskytovatugose fibrinogen
chové jako protein akutni faza (PAF). Déle $echodi hypefibrinogenemie mohou
vyskytovat po operacich, Urazech, srden infarktu a infekcich. Se Mmstajicim
vékem byva pozorovana stoupajici koncentrace fibemog ZvySena koncentrace

fibrinogenu je rizikovym faktorem pro kardiovaskuiachoroby.
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3.2 Vlastni méreni

3.2.1. Analyzator BCS

VSechna ni‘eni, ktera byla v této praci pouzita, byla proy@a na dvou typech
analyzatoih BCS a BCS XP firmy Dade Behring Marburg GmbBICS (Behring
Coagulation System) je automaticky analyzator, yktprovadi kvantitativni testy
specifickych parameir v plazné. Jde o vysokokapacitni (az 350 f{elsod.)
koagulometr s moZnosti d&feni rozptylu setla (turbidimetrie), chromogennich,
imunologickych a aglutiramich stanoveni. Vyuziva se hlavi laboratdich s velkym
mnoZstvim normalnich i patologickych vzérkrutinnich, specialnich a statimovych
testi. Ochrana vzork proti zangné je zajiséna pomoci automatickéhaeni caroveho
kodu (barkédu) umaitijiciho pozitivni identifikaci vzork a reagencii. Otéeny
systém umaoiuje validaci procedur. Vzorky, reagencie nebo ptaphou byt vkladany
kdykoli dle poteby. Maximalni poet vzorki je 100 kud. Vzorky mohou byt vkladany
v riznych druzich zkumavek (oéitove, eppendorf a dalSi). Analyzator obsahuje
nékolik nasledujicich funkci: pomoci dvou pipatorzajif¥uje pipetovani vsech
nezbytnych reagencii a vzdrk chlazeni reagencii v zabudovaném chladicim boxu;
meéieni v rotorovych kyvetachuenymi vyhodnocovacimi metodami a Wkolika
modech (fixed-time, fixed-absorbance a kinetickuinace taktéz v kyvetach; kalkulace
a vyhodnoceni gfenych vysledi; automatické odesilani platnych vyslédkio
piipojeného poitate (pogipadt systému); spravu referémich Kivek a Sarzi pro
jednotlivé reagencie. Cely systém obsahuje& gednotky. Jednim je samostatny
analyzator, ktery ndta vzorky a reagencie, provaididéni vzorki, kalibrace a &eni
testi. Druhoucasti je péita¢ umoziujici zadavat data, vybirat z programu mengijtat
a ukladat SarZze, vyptiavat referetni kiivky a vysledky test a v neposlednfads
komunikovat s LIS (laboratornim infor@im systémem).

M¢éieni koagulaniho casu je hodnota rfend v okamziku vzniku fibrinové
srazeniny (fibrinového vldkna) neldas do koncoveho bodu jiné reakcesibhy cas je
doba od smichani reagencie se vzorkem. Vznik fib(8raZzeniny) sniZuje prostupnost
swtla, stoupd zakal ve vzorkumunochemické metody jsou daemy pro mdteni

koncentrace protein Vzorek reaguje s protilatkami, které hamaji latexov&astice.
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Takto formovany celek vede ke #n& zakalu a jedna se o rychlost tétoény, ktera je
meéiena. Tato metoda vyuje moznost chyb v #éieni zpisobenych nadbytkem

antiger.

3.2.2 Kalibrace

Kalibrace je dlezita pro kvantitativni vyhodnoceni &teni, je nutné mit
kalibratni kiivku pro kazdy test, kde se vyhodnocuje koncentraet@o aktivita. Tato
kiivka miZze byt vytvdena pomoci vlastni plazmy, standardni plazmy neloogi
kalibratniho setu. Kalibrace fize byt jednobodova wifpack linearnich zavislosti, nebo
vicebodova. Pro vicebodovou kalibraci se pouZzikalibracni sety. Pokud je pouZita
standardni nebo poolovana plazma, pak analyzatdre mrytvdit jednotliva redni.
Rozsah nmireni je mozno roz&t pomoci extrapolace. Vysledky mohou byt vyjiény
pro vsechny m¥ené hodnoty, které leZi v extrapéém rozsahu©®® Y. Novou
kalibratni kiivku je mozno vytvéit automaticky nebo manu&nU automatického
meéieni je nutno zadafislo Sarze dané reagencie (fippct vytvorit novou Sarzi), vlozit
data, pro jaky test je danéiwka meétena. Poté se vlozi do analyzéatoru vSechniebog
reagencie a standardy. Kalibrace je provedena aticky. Po vytvéeni nové
kalibracni kifivky je nutno o¥fit kiivku pomoci kontrol. U manualnihodgiteni je mozno
vybirat az z 10 moznych refekgrnch kivek. Je mozno vybrat si libovolnou refeten
kiivku pro hodnoceni vysledk Vzdy je aktivovana jen jednaikka pro jednu Sarzi
pouzitych reagencii. Kalibéai kiivky musi podléhat ¢kolika kriteriim: kKivka musi
byt striktre monoténni a rize mit odchylku jen do titého definovaného procenta.
Pokud jsou spkna tato kritéria, je #vka platna. Pokud je kalib¢ai kiivka neplatna,

analyzator automaticky opakujesiani podle konfigurace v softwaru.

3.2.3 Kontrolni n#eni

Kontrolni méfeni jsou provéatha za delem vyhodnoceni kalibraci aébeni
vzorku. Mizeme specifikovat vSechny testyi@adit k nim, zda maji byt kontrolovany
automaticky¢i zda maji byt mifeny manualé. Automatické kontrolni gieni mize byt

pridéleno k jakémukoli testu a mohou byt nadefinovanyzne n€fici cykly.
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PoZadovanou kontrolu Ize zadat do pracovniho kbnitro listu. Analyzator kontroluje
definici kontroly pro kazdy pozadovany test a awutioky provadi mfeni v daném
cyklu. Manuald miZzeme pozadovat dodateé kontrolni ndfeni mezi jednotlivymi
meienimi. Tato mifeni mohou byt provasa kdykoli. Kontrola vysledku se uklada do
bloku ,Control journal“, kde je mozné ji zkontrolava vysledky jsou zde vyhodnoceny
jako platn&i neplatné.

3.2.4 Kontrola kvality

Kontrola kvality je zaloZzena na analytickych metcud gesrt dokumentovanou
spravnosti, fesnosti a nizkou citlivosti na rusivé vlivy. Prosdbeni objektivé
porovnatelnych vysledk jsou analytické vysledky podrobovany wnit a vrgjsi
kontrole kvality. U analyzatoru BCS je pouZivan gnam QC Software (Quality
Control).

Kontrola gesnosti

Pri kontrole gesnosti je pedmetem zajmu rozptyl analytickych hodnot a tim
muze byt zaji&na mira spravnosti prace.¢M by byt provadna @i kazdé ndtici sérii,
garanci mdfeni a byva proto pouzivana &a$tji. Zacina preperiodou, kdy je
zaznamenavanagsnost, specificka pro danou labofgto dobu nejmé&h20 dni. Jsou
provadna neieni kontrolniho vzorkuigsnosti pro kazdy test se stejnou kontrolni Sarzi.
V preperio@ se stanovuje z naffenych hodnot #dni hodnota, sénodatna odchylka
(SD) a variani koeficient (CV).

Kontrola spravnosti

Predstavuje o&feni jednotlivych analytickych vyslekve vztahu k pedem
zadané deklarované hodaet rozsahu. Deklarované hodnoty jsou stanovenykiad
platnych poZzadavkptislusné zer vychazeji z refera@mich nebo analytickych metod,
jejichz spravnost atrpsnost byla velice déé zdokumentovana. Kontrola spravnosti
obvykle gedstavuje r&eni, které je provedeno samostatm oddlené¢ od kontrol
presnosti. Hodnota vakaiho koeficientu periody musi byt menSi négdnastavena
cilova hodnota CV, jinak je perioda neplatna&h®&m kontroly spravnosti zjigjme

systematické odchylky a imeme vylodit neumysinou chybu osoby obsluhujici
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analyzator. Kontroly spravnostidgieni se provadji kazdy den. Ziskany vysledek by
mel leZet v povoleném rozsahu. Pro kontrolu kvalgyp®uzivaji izné kontroly, jako je
Control Plazma N (normalni plazma) a Control Pla#n@atologicka plazma) a jejich

razné hladiny.

3.3. Metody pro sledovani anti Xa aktivity

Heparin se pouziva kdbe trombotickych stafr jako antikoaguléni terapie. Jde
o sulfatovy glukosamid, ktery az 2000x zvySujgnék AT lll. Jednd se zejména o
lé¢bu hluboké Zilni trombosy, akutniho koronarnihodspmu. Podavéa se jako samotny
heparin nebo jako heparinoidy. Heparinoidy mohou Imgfrakciované (UHF),
nizkomolekularni heparin (LMWH), nebo v poaopentasacharidu. Obetpomahaji
zvySovat inhibini schopnosti firozenych inhibitoii. V praxi neni mozné kontrolovat a
detekovat hladinu, LMWH a pentasachérigomoci testu aPTT. Proto se snaZime

nalézt test, ktery by byl schopen detekce heparihaparinoid.

3.3.1. Pefakit® PIiCT

Jednim z omezené nabidky fgstje Pefakit® PICT® (Protrombinazou
indukovany koagukni cas). PIiCT je funé&ni test pro kvantitativni stanoveni
antikoagulani aktivity nizkomolekularniho heparinu a pentasaiciu v plaznd. Test je
provadn v analyzatoru, ve kterém je se vzorkem plazmyckéri reagent obsahujici
definované mnoZstvi F Xa, fosfoligica enzym hadiho jedu specificky aktivujici F V
(RVV-V). Béhem inkubace 180 sekund dojde k inhibigdpného F Xa paippact F lla
komplexem AT/heparin ifitomnym ve vzorku. Nasledna rekalcifikace zahapriw
protrombindzového komplexu a detekujecas do vytveeni koagula. K testu je tedy
potreba vySdbvana plazma, aktivator ( F Xa, RVV-V, fosfolipidjhepes pufr a
manitol) a startovaci reagencie 0,025M Ga@ro zavedeni metody jsou nutné
kalibratory a kontroly (LMWH) pro kontrolu kvalityPri kontrole kvality je pouZzito
Pefakit Controls LMWH jako kontrolni materiatipvalidaci testu. Kontrolni gfeni se
provadi ped kazdym réfenim. Samotny test je provdpo zadani nové metody do
analyzatoru automaticky.fiPjednom testu je spi@bovano 50 ul vzorku, péipad

kontroly ¢i kalibratoru, 50 ul aktivatoru a 50 pl startovaeiagencie. Vzorek se
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inkubuje s aktivatoremip37°C 180 sekund. Poté sesiinkoagul&ni ¢as. Tentocas
byva prodlouzen se stoupaci hladinou LMWH, pentaaadi nebo danaparoid Test
je citlivy k anti Xa i anti lla dinkim AT a neni specificky jen pro heparin. Yigad
zaneny terapie anti lla antikoagulancii za heparin @ojl prodlouzeni¢asu. Pro
kvantifikaci antikoaguléni &by je rozmezi u LMWH 0-1,5 IU/ml. Test ma vysokou
presnost a reprodukovatelnost. Pefakit® PiCT® bylow&n pomoci kontrol 1 a 2 pro
LMWH v sérii 20 n&ieni a 10 dni (den po dni). Vatid koeficient (CV) byl< 7 % a
odchylka od piméru = 0,08 Ul/ml. Ri velkém deficitu F V, F II, fibrinogenu a LA jsou
koagul&ni casy Zetelrt prodlouzeny. Test je také silnovliviovan protaminem.
Koagul&ni ¢as se miZze na tznych analyzatorecliast&éné odliSovat. | tvar kivky

muze byt g fedni kalibratofi odliSny (zalezi na druhu analyzétpr

3.3.2 COAMATIC® Heparin

DalSim testem je COAMATIC® Heparin. Tento test glaZzen na stanoveni
aktivity anti F Xa pomoci komplexu AT*heparin vyttemé v plazi. Nejdive se
vytvoii komplex heparinu a antitrombintimz vznikd AT*heparin, ke kterému je
piidavan F Xa v pebytku. Vznikd komplex F Xa*AT*heparin a zbytkovy Xa.
Aktivovany faktor X je pidan ke smisi ngedné plasmy a chromogeniho substratu S.
Vytvoii se komplex AT*heparin se dmi reakcemi. Prvni je inhibice F Xa a druha
Stpi substrat pNA F Xa. Uvolmy pNA je nepimo unerny hladire heparinu ve
vzorku. Substrat obsahuje chromogeniésn(Suc-lle-Glu ypip — Gly-Arg-pNA)
detergent a manitol. Druhou reagencii je faktoroXanzymové aktivit 35nkat. Tato
reagencie je stsi howziho F Xa, Tris pufru, EDTA, NaCl a dextran sulfa\(zorek
(plazma, kontrolyi standardy) se musitgd vlastnim stanovenim iealit 1:3 ,fedni
provadi analyzator automaticky. féané vzorky 50 pl se inkubuji 120 sekundl p
37°C, poté je pdano 50ul substratu, inkubuje se 120 sekun@7C. Poté je odiena
absorbance v kinetickém testu a vysledek vyhodnackalibrani kiivky. Kalibracni
kiivka je sestrojena pomoci standardu, plazmy s egrar o znamé koncentraci a

normalni plazmy.
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3.3.3 Arixtra

Zavedeni nové metody na stanoveni inhibice antpXgodani pentasacharidu
bylo provedeno pomocifipravku Arixtra (fondaparinux sodium)fifméieni byl pouzit
injekeéni roztok Arixtra 2,5mg/0,5ml (fondaparinuxu sodaghlde o syntetickou latku,
ktera specificky inhibuje faktor Xa. Vyuziva se ftepenci krevnich srazenin v cévach
nohou a plic po ortopedickych operacich. Pokud reka@tem gedepsano jinak, podava
se obvykle 2,5 mg jedenkrat dersc..

Kalibraéni kiivka byla vytvdena fednim injekniho roztoku Arixtra do 5 bad
kalibrace v rozsahu 0,0 — 2,@/ml. Jakoredici roztok byla pouZzita poolovana plazma
darai. Podle vytvéené kalibrani kiivky bylo moZzné odé&tat hodnoty pentasacharidu
ze vzork.

Byl vytvoren soubor 157 vzotku kterych byly miteny soubzné hodnoty anti
Xa a pentasacharidu. Aktivita anti Xa byl&mena pomoci setu COMATIC® Heparin.
Korelatni koeficient mezi jednotkami anti Xa a pentasaictesin u Arixtry byl 0.806.

Nyni je jiz mozné vyuzivat komari set BIOPHEN Arixtra® Calibrator, ktery
obsahujeityii kalibratory o hodnotach (CALL: Ag/ml; CAL2: 0,5ug/ml; CAL3: 1,0
ug/ml a CAL4: 1,5ug/ml). Tyto kalibratory je mozné pouzit po rekohsti bez dalSiho
fedni. Pro kontrolu pesnosti niteni je vyuzivana BIOPHEN Arixtra® Kontrolni

plazma. Jde o dvhladiny kontroly s hladinou Arixtry 0,48 0,1 ug/ml a 1,2+ 0,15
pug/ml.

3.3.4. Dodatek

Vlastni n&teni byla provagha na analyzatorech BCS. Byla zavedena nova
metoda na ®ieni pentasacharidpomoci pipravku Arixtra®. Porovnavaci &eni
hladiny nizkomolekularniho heparinu bylaé¢imna pomoci Coamatic® Heparin a
hladiny pentasacharidu pomocitigravku Arixtra®. Porovnaval jsem nabené
vysledky pentasacharidu a aktivity anti Xa. Jedrdnporovnani bylo vyp#eni
korela&niho koeficientu u souboru 157 vzéarkDale byly nameny hodnoty u
vybranych metod PT, APTT, TT, Fbg, AT Ill a D-dimaa dvou analyzatorech a

porovnaval jsem vysledky mezi sebou. Préieni byly pouZity pacientské vzorky,
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standardy, kontroly a vzorky ¢ené pro mezilaboratorni porovnavani, které se
vyuZzivaji pro akreditace.

3.4. Zpracovani dat

Data byla zpracovana v tabulkovém procesoru Midta3tiice EXCEL 2003
kde byly vytvaeny tabulky a vypé&eny statistické hodnoty napSD, CV % . Déale
byla data statisticky vyhodnocena pomoci programtatisdika 8, kde byly vytvieny
grafy a vypdteny statistické hodnoty jako je kor&fé koeficient, maximalni a

minimalni hodnoty.
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4. Vysledky

Graf 1: Rozsah hodnot &feni protrombinovéh@asu pro BCS (OS Mac) a BCS XP.
Hodnoty jsou narteny v jednotkach INR.
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Tabulka 1: Vyhodnoceni &eni protrombinovéhéasu na analyzatorech.

PT BCS OS Mac BCS XP
Primer 1,25 1,29
Median 1,08 1,09
Maximum 3,85 4,68
Minimum 0,83 0,89
SD 0,050
CV % 3,24
Korelaeni 0,851
koeficient

Tabulka 1 zobrazuje statistické vyhodnoceng&treni protrombinovéhocasu na
analyzatorech v INR. Jak je widze statistického hodnoceni maji oba dva analygato

velice blizké hodnoty v iméru medianu a dobry koredai koeficient
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Graf 2: RozloZeni a procentualni vyskyt hodn@teni protrombinovéhoasu pro BCS
(OS Mac) a BCS XP. Hodnoty jsou znazom v jednotkach INR.
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Graf 3. Rozlozeni hodnot naienych na obou analyzatorech metodou aktivovaného

parcialniho tromboplastinovéliasu (sek.).
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Tabulka 2:  Statistické  vyhodnoceni ¢fani  aktivovaného  parciélniho

tromboplastinovéhoéasu.

aPTT BCS OS Mag BCS XP
Pramer 40,23 40,68
Median 37,25 37,25
Maximum 135,9 127,6
Minimum 26 25
SD 1,400
CV% 3,03
Korelacni 0,906
koeficient

Tabulka 2 ukazuje statistické vyhodnoceniétremi aktivovaného parcialniho
tromboplastinovéh@asu (sek.) na analyzatorech. Je zde patrna show# v@ vSech

uvedenych statistickych hodnotackietre velmi dobrého koretamiho koeficientu.

Graf 4: RozloZzeni a procentualni vyskyt hodnotteni aktivovaného parcialniho
tromboplastinovéhgasu na analyzatoru BCS OS Mac (BSC) a BCS XP. Hgdsou

nantieny v sekundach.
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Graf 5. Rozsah a procentualni vyskyt hodnatrani trombinovéhotasu (sek.) na
analyzatoru BCS OS Mac (BSC) a BCS XP.
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Tabulka 3: Statistické vyhodnocenéifeni trombinovéh@asu na analyzatorech.

TT BCS OS Mac BCS XP
Primer 18,62 21,13
Median 16,4 19
Maximum 180 180
Minimum 12,1 12,3
SD 1,400
CV % 7,31
Korelacni 0,985
koeficient

V tabulce 3 je vidt celkovy posun hodnot sfrem nahoru u analyzatoru BCS XP. SD
zustava stejna a je witl velice dobra korelacefipméreni. Posun k vySSim hodnotam

muze byt zgisoben vysSi citlivosti detekce koagula v zavislostisile trombinového

reagentu.
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Graf 6: Rozsah a procentualni vyskyt hodnatrani trombinovéhotasu (sek.) na
analyzatoru BCS OS Mac (BSC) a BCS XP.
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Graf 7: Rozsah a procentudlni vyskyt hodnateni fibrinogenu na analyzatoru BCS
OS Mac (BSC) a BCS XP. Jednotky méieni fibrinogenu jsou g/l.
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Tabulka 4: Statistické vyhodnocenéiani fibrinogenu (g/l) na analyzatorech.

BCS OS Mac BCS XP
Pramer 5,27 4,95
Median 5,16 4,6
Maximum 9,65 10,7
Minimum 0,64 1,1
SD 0,298
CV % 6,14
Korelaeni 0,939
koeficient

Tabulka 4 znazawje steji jako graf 7 posun hodnot u BCS XP&em dofi. OvSem
korelaini koeficient je velmi dobry.

Graf 8: Rozsah a procentualni vyskyt hodneéteni fibrinogenu (g/l) na analyzatorech
BCS OS Mac (BSC) a BCS XP.
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Graf 9: Rozsah a procentualni vyskyt hodna@feni antitrombinu Il na analyzatoru
BCS OS Mac (BSC) a BCS XP v jednotkach % normy.
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Tabulka 5: Statistické vyhodnocenéifani antitrombinu Il v % normy na BCS OS Mac
a BCS XP analyzatorech.

BCS OS Mac BCS XP
Pramer 84,75 80,67
Median 84,4 82,5
Maximum 137,4 124
Minimum 32,6 26
SD 4,21

CV % 5,26

Korelaeni 0,907

koeficient

Tabulka 5 ukazuje statisticky mirnou odchylku wiméru a medianu. Maximalni a

minimalni hodnoty se vyrazdiSi. Korela&ni hodnota 0,907 je velmi dobra.
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Graf 10: Rozsah a procentudlni vyskyt hodnetemi antitrombinu Il v % normy na
analyzatorech BCS OS Mac (BSC) a BCS XP
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Graf 11: Rozsah hodnot n&fenych na analyzatorech BCS OS Mac (BSC) a BCS XP

pomoci metody r¥ici D-dimer.
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6: Statistické vyhodnoceni dgfeni D-dimeru v pg/l na analyzatorech BCS OS Mac
(BSC) a BCS XP .

BCS OS Mac BCS XP
Primer 1134,8 1168,5
Median 771 597
Maximum 6400 6400
Minimum 25 25
SD 141,904
CV % 17,69
Korelacni 0,943
koeficient

Tabulka 6 zobrazuje velmi podobné hodnoty u obalyadaton, které jsou statisticky

vyhodnoceny #etreé korelaniho koeficientu s hodnotou 0,943.

Graf 12 znazatuje rozlozZeni a procentualni vyskyt hodnatiremi D-dimeru v pg/l na
analyzatorech BCS OS Mac (BSC) a BCS XP

g0

40

0
10000

8000

6000

4000

BCS XP

2000

-2000 0 2000 4000 6000 8000 10000 0 40 &0
BCS

44



Graf 13: RozloZeni hodnot &enych @i zavadni nové metodiky pomociifpravku

Avrixtra.
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Tabulka 7: Staticky vyhodnocena data pro z&médhové metody pomociiipravku

Arixtra.
anti Xa pentasacharid

Primér 0,26 0,30
Median 0,29 0,25
Maximum 0,77 1,03
Minimum 0,00 0,00

SD 0,149

Korelacni 0,806

koeficient

V tabulce 7 je vidt dobra korelace mezi 8ima metodami stanoveni.
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Graf 14: RozloZeni a procentudlni zastoupeni aataXentasacharidu.
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5. Diskuse

Pri hodnoceni porovnani koagudtdch analyzatdr se pouzivaji tabulky, grafy
nebo ptiméry se smrodatnou odchylkou, variai ¢i korelani koeficient. Je poeba
mit k dispozici rozsahly sledovany soubor.

Byl zpracovan soubor, ktery obsahoval 102 vaaskneznamych hodnotachii P
porovnani dvou koaguaich analyzatdr BCS OS Mac (BCS) a BCS XP byly
naméteny hodnoty nasledujicich stanoveni: Protrombinéay; aktivovany parcialni
tromboplastinovyas; trombinovytas; fibrinogen; antitrombin Ill a D-dimer. Jednacse
stanoveni, ktera se pouZzivaji pcreeningu trombotickych stavHodnoty jednotlivych
stanoveni nebyly znamé, proto jsem porovnaval dislereieni z obou analyzatir
mezi sebou. U protrombinovélasu (PT) byly nagteny nasledujici hodnoty pro dany
koagulometr: BCS @mérna hodnota = 1,25 INR; median = 1,08 INR; maximam
3,85 INR; minimum = 0,86 INR; BCS XP {mnérna hodnota = 1,29 INR, median =
1,09 INR, maximum = 4,68, minimum = 0,89 INRii Porovnani analyzatérmezi
sebou byly nagteny hodnoty SD = 0,050, CV = 3,24 % a ko¥mlakoeficient byl
0,851. Podle vysledka grafu 1, ktery znaziwje piimérné hodnoty se pohybuji u BCS
kolem 1.25 INR, u BCS XP kolem hodnoty 1.29. Q@afiam zobrazuje, Ze oba dva
analyzatory maji &Sinu nangienych hodnot v oblasti 1,0-1,5 INR a to v zastoigen
60 %. Vidime, Ze maximalni a minimalni hodnoty sgednotlivych analyzéatdr lisi.
PricemZ ostatni hodnoty jako je SD nebo CistAvaji u obou velmi nizké. Korelai
koeficient je ponarné vysoky, coz nize s¥dcit o tom, Ze nifeni provadna paraleré
dosahuiji stejnych roz@i hodnot.

DalSim stanovenim byl aktivovany parcialni protramoby ¢as (aPTT), kde
byly nangteny nasledujici hodnoty: BCStpnérna hodnoty = 40,23 s.; median = 37,25
S.; maximum = 135,9 s.; minimum127,6 s.; pro BCS ptimérna hodnoty 40,68 s.;
median = 37,25 s.; maximum = 127,6 s.; minimum 5923s. B porovnavani
analyzatoit mezi sebou byly na&eny hodnoty SD = 1,400, CV= 3,03 % a kotela
koeficient byl 0,906. Podlet¢hto vysledk a grafu 3 a 4 je vid, Ze analyzatory &ii

hodnoty s minimalnim rozdilem a 80 % n#&enych hodnot lezi v rozmezi hodnot 30-
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45. Hodnoty maji minimalni rozgi a téngt shodny pimér. Je vidt, Ze analyzatory
v méieni aPTT vykazuji minimalni rozdily hodnot.

Pri dalSim porovnani se ¢fily hodnoty trombinovéh@asu (TT). U analyzatoru
BCS jsem ziskal tyto hodnoty: jmérna hodnota = 18,62 s.; median = 16,4 s.;
maximum = 180 s.; minimum 12,1 s. U koagulometruSBKP byly zngteny tyto
hodnoty: ptimér = 21,13 s.; median = 19 s.; maximum = 180 s.;imim = 12,3 s. Po
porovnani obou analyzatorbyla vypatena SD = 1,4, CV = 7,31 % a kor&ih
koeficient 0,985. Po vyhodnoceriichto vysledk a grafi 5 a 6, lze konstatovat, Ze
jeden z analyzatérmeri vySSi hodnoty trombinovéhéasu. Zde je patrné, zetgina
hodnot u BCS se pohybuje mezi hodnotami 10-20wazt@astoupeni asi 85%fiPemz u
BCS XP je patrny &Si vyskyt namtenych hodnot v rozmezi 20-30. Dle hodnoty
korelatniho koeficientu spolu analyzatory velmi delkoreluji.

Dale byly porovnavany hodnoty koncentrace fibrinngeU analyzatoru BCS
byly nameieny nésledujici hodnoty: §mér = 5,27 g/l; median = 5,16 g/I; maximum =
9,65 g/I; minimum = 0,64g/l. U analyzatoru BCS X{#ybhodnoty: ptimér = 4,95 g/l;
median = 4,6 ¢/l; maximum = 10,7 g/l; minimum = I1gil. Fi porovnani obou
analyzatoli byla vypa@tena SD = 0,298, CV 6,13 % a korala koeficient 0,939.
Naméiené hodnoty na obou analyzatorech spolur@dbreluji. Je patrné, Ze hodnoty u
BCS XP jsou meny standardhnizSi. OvSem na#tiené hodnoty maji stejnvelky
pramér méreni. Podle této a ostatnich hodnot je patrnérjastaveni kalibkai kiivky
u jednoho z analyzatiy kterd niize ovliviiovat hodnotu nagiteného fibrinogenu. iiP
podezeni na chyb# zmgienou hladinu fibrinogenu se pouzivd metody ,derareého
fibrinogenu“. Tato hodnota je vypitavdna z kivky pro stanoveni PT. Neni proto
zatizena chybami, ke kterymiie dochazetipiedni vzorku g stanoveni fibrinogenu
metodou dle Clausse. Jde pouze o experimentalndceyppro analyzatory BCS a
prozatim se tato metoda nepouzivamezilaboratorni kontrole (slouzi jako pomocny
ukazatel spravnosti).

DalSim stanovenim bylo &eni hladiny antirombinu [l (AT 1ll). Na
analyzatoru BCS byly zji8hy tyto hodnoty: pimér = 84,57 %; median = 84,4 %;
maximum = 137,4 %; minimum = 32,6 % normy; na BCB: Xmtimer = 80,67 %;
median = 82,5 %; maximum = 124 %; minimum = 26 %mo Fi porovnani vysledk
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na obou analyzatorech bylo vyfteno SD = 4,21, CV 5,26 % a kor&tkh koeficient
0,907. Jak je vi#&t z nangienych hodnot a grafd a 10Je velky posun sénem dofi u
meienych metod na analyzatoru BCS XBi¢@mz dolni hodnoty @méru BCS se kryji
s hornimi hodnotami u BCS XP. Déale znauge velmi velké rozloZeni vysledku
antitrombinu 11l v celém rozsahu gfeni. U BCS OS Mac je ngjtsim zastoupenim
hodnot okolo 100 % -110 %, u BCS XP okolo hodnot%0 Muaze to byt ovSem
zpusobenocasténé odlisSre nastavenou kalibtai kiivkou u daného koagulometru.
Vysoka hodnota koretaiho koeficientu nam @ ukazuje, Ze vysledky z obou
analyzatoil jsou na sobzavislé.

Poslednim porovnavanymaéienim bylo stanoveni koncentrace D-dimeru. Na
analyzatoru BCS byly nafteny nasledujici hodnoty: jomérna hodnota 1134,8 pg/l;
median = 771 pg/l; maximum = 6400 pg/l; minimum5&y/l; na analyzatoru BCS XP
: pramér = 1168,5 pg/l; median = 597 pg/l; maximum = 64Qfl; minimum = 25 . Po
porovnani obou analyzatojsem vypd@etl nasledujici statistické hodnoty SD = 141,90,
CV = 17,69 a korelmi koeficient 0,943. U na#enych hodnot a grafu 11 a grafu 12
vidime, Ze analyzatory ¢ hodnoty bez vyznamnych odchylek &3mou naniienych
hodnot D-dimeru okolo 1000.

Porovnani dvou koaguiaich analyzatdr BCS a BCS XP by #to slouzit k
moznému vyloteni chyb, ke kterym by mohlo dochazéit méreni na eiznych typech
analyzatoli. Toto srovnani by ®a provadt kazda laboraio ve které se #ti
koagul&ni parametry na vice analyzatorech a ziskas&mn by néla byt mezi sebou
dolre porovnatelnd. VysSi vatiai koeficienty nasledhupozonuji na nedostatky a
chyby @i méienti, které je pdeba nasledhiesit.

M¢éieni byla provagha s periodou jednoho tydne (stejny den v tydmu§exhna
nantiena data byla nasbiranghlem 34 tydd. V tomto delSim¢asovém udseku jsme
chtli vylougit ovlivnéni analyzatoru zgmou okolni teploty.

P porovnani vysledk nantrenych na dvou analyzatorech neni mozné wjtou
chybu g odbéru vzorku. Preanalytickou fazi je geba hodnotit odden¢ a neni mozné
ji zahrnout do vySe uvedenych porovnani. Pokudspeavié provedena kalibrace
metody, je moZnéipprovedenych porovnanich odhalit chybu ve vysleldcktera by
mohla zpisobena uzitim diagnostickych &et iznou Sarzi. Porovnavané analyzatory
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maji platny validani protokol, pro kontrolu kvality byly pouZzity céikované kontrolni
materialy s udanym rozmezim hodnot. VSechny ko&gilaanalyzatory mohou
vykazovat mirné odchylky #&ieni @i jednotlivych stanovenich. Mirut@snosti a
spravnosti nam ukazuji SD a CV, porovnani jedngtliv metod mezi s sebou

vyjadiujeme hodnotou koretaiho koeficientu.

Pri zavadni nové metody byl shroma&a soubor 157 vzork U \eétSiny byl
podan pipravek Arixtra 2,5 mg / 0,5 ml (fondaparinuxum smd). U vSech vzonk
byly zmeteny hodnoty aktivity anti Xa pomoci testu je COAMIE® Heparin a
hodnoty pentasacharidu kitem PefakitPICT, kteryrtaKkalibrovan pomoci preparatu
Arixtra. Na analyzatoru byly natteny nasledujici hodnoty: pro anti Xaip®©rna
hodnota = 0,26; median = 0,29; maximum = 0,77; mum = 0,00. Hodnoty
pentasacharidu odpovidalygomér = 0,30; median = 0,25; maximum = 1,03; minimum
= 0,00. Po spotmém vypdtu jsme ziskali SD = 0,419 a kor&ta koeficient 0,806.

Podle &chto vysledk Izeftici, Ze hodnoty obou #&ienych metod spolu déd koreluji.

50



6. Zaver

Byla provedena &teni u 102 vzork. U kazdého vzorku byly zé&eny
nasledujici metody: PT, aPTT, TT, Fbg, AT Ill a Dadr. U kazdého byla vygitana
SD, CV % a koreléni koeficient. Porovnané analyzatory BCS OS MacCSEP firmy
Dade Behring spolu db koreluji.

Byla zavedena nova metodiky stanoveni anti Xa agsecharidu s pouzitim
piipravku Arixtra. Bi stanoveni jednotek inhibice anti Xa a pentasadbarylo

dosaZeno hodnot, které spolu tkoreluji.
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8. Seznam zkratek

Pouzité zkratky:

ACA = antikardiolipidové protilatky

ADP = adenosindifosfat

ASLAB = Stedisko pro posuzovani agobilosti laboratti
APA = antifosfolipidové protilatky

APC = aktivovany protein C

APTT = aktivovany parcialni tromboplastinovgs
ASA = kyselina acetylsalicilova

BCS = Behring coagulation systems

BMI = body mass index

CA = cirkulujici antikoagulans

Fbg = fibrinogen

IL = interleukin

IM = infarkt myokardu

LA = lupus antikoagulans

LIS = laboratorni informéni systém

LMWH = nizkomolekularni heparin

MZP = Ministerstvo Zivotniho proitdi

OECD = Organizace pro hospad&ou spolupraci a rozvoj
PAI = inhibitor tk&iového aktivatoru plasminogenu
PAF = proteiny akutni faze

PC = protein C

PF = desttkovy faktor

PS= protein S

PT = protrombinovycas

S.C.= subcutané

SLP = spravna laboratorni praxe

SUKL = Statni tiad pro kontrolu I&v

TNF = tumor necrosis factor
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Ul = mezinarodni jednotky
UFH = nefrakciovany heparin

t-PA = tkaiovy aktivator plasminogenu

9. Kliéova slova

Trombofilni stavy
Koagulace

BCS

Heparin

Key wodrs

Thrombotic state
Coagulation

Behring Coagulation systems

Heparin
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Tabulka 1: Data na#tiena pi mezilaboratornim porovnani

INR APTT TT Fbg
&islo BCS 0OS BCS BCS OS BCS BCS OS BCS OS BCS
vzorku Mac XP Mac XP Mac BCS XP Mac XP

1 1.06 1.06 37.1 38.3 17.7 21.9 5.87 5.9
2 1.09 1.12 38.4 40.4 175 22.9 6.98 8.1
3 1.11 1.17 46.4 43.6 14.6 21.1 5.92 5.9
4 2.22 2.16 49.2 52.6 24.7 24.9 1.36 1.5
5 1.1 1.09 38.8 42.7 13.6 15.3 6.63 6.7
6 1.02 1.03 28.1 30.6 14.2 16.4 6.12 5.8
7 1.24 1.3 37.3 39.6 15.8 22.8 2.7 .8
8 1.03 1.1 41.4 42.6 17.1 21.4 5.87 5.6
9 1.06 1.16 28.4 29.2 175 24.5 3.33 3.8
10 1.11 1.09 32.2 32.8 16 22.3 7. 7

11 1.18 1.14 40.1 40.3 14.9 23.5 4.71 4.5
12 1.18 1.16 35.8 36.4 16.9 34.9 6.84 7

13 0.91 0.93 28.4 37.3 18.8 24 6.94 5.4
14 0.97 0.99 37.3 35.3 18.1 21.6 7.03 6.7
15 1.06 1.1 40.9 38.9 155 21.2 4.94 i1
16 1.19 1.16 37.7 41.2 16.5 19.7 6.23 5.7
17 0.99 1.02 30.7 32.1 14.6 16.8 8.15 B.5
18 1.02 1.03 34.4 35.3 14 20.5 3.95 3.5
19 0.85 1.02 27.2 25.6 17.3 21.2 5.38 4.3
20 1.05 1.2 41.5 36.6 16.8 23.7 3.9 B.7
21 0.92 1.09 31.6 30.7 17.3 22.2 6.49 5.9
22 1.02 1 37.2 36.1 15.9 21.4 8.5 10.7
23 0.83 0.89 32.5 32.1 14.2 20.1 6.55 6.3
24 0.98 1.05 31.4 30.7 16.7 20.9 3.39 B.2
25 1.27 1.23 41.8 45.1 20.9 28.1 4.02 B.9
26 1.02 1.03 35.8 37.5 17 23.1 5.13 1.8
27 0.87 0.92 32.1 32.9 14.8 18 5.22 1.3
28 1.25 1.31 44.4 46.6 13.3 17.5 6.42 6.1
29 1.34 1.45 49 51 16 20.9 1.44 1.6
30 0.97 1.09 27 28.6 15.1 18.2 4.22 8.2
31 0.94 1.08 27 28.3 18.2 16.2 3.7 3.6
32 1.51 1.81 41.9 45.8 21.8 19.8 3.73 B.4
33 1.34 1.6 33.3 36.4 20.5 18.5 5.05 4.6
34 1.05 1.17 100.4 98.4 19.3 23.7 4.58 4.1
35 1.45 1.54 44.6 45.3 16.5 19.7 3.65 4.2
36 0.9 0.98 36.7 36.8 13.9 16.1 3.02 3.3
37 1.03 1.15 35.2 36.6 20.1 23.2 4.97 b.1
38 1.42 1.57 32.9 34.4 145 16.1 3.07 B.3
39 0.94 1.09 40.6 43.6 20.6 23.4 5.69 5.9
40 1 0.9 32.1 31.1 17.6 17.7 8.3 10.7
41 1.14 1.09 31.8 31.6 21 21.9 4.56 8.7
42 1.05 1.01 40.2 40.3 16.4 17.1 5.38 b.1
43 0.99 0.99 36.6 36.4 19 25.1 5.72 5.1
44 1.68 1.65 52.9 50.9 32.1 38.7 0.64 n.1
45 0.86 0.89 36.4 36 13.6 16.6 8.25 8.7
46 1.17 1.03 36.7 36.7 12.4 13.3 3.7 1.2
47 0.96 0.9 27.5 28.3 20.5 23 3.62 B.5
48 1.01 0.93 38.3 38.3 16.3 18 2.12 2

49 1.07 1.04 49.5 36.1 15.1 16.7 5.79 6.2
50 1.01 0.99 33.2 32.6 16.2 19.9 7.73 7.4
51 0.99 0.97 37.6 40.9 14.9 17.2 7.29 7.4
52 1.21 1.21 28.9 30.8 19 21.2 4.88 1.2
53 1.1 1.08 44 46.1 17.1 19.7 5.06 B.9
54 1.32 1.27 85 86.9 180 180 1.41 1.4




55 1.72 4.68 51.4 51 17.4 19 3.06 1.5
56 1.01 0.95 374 37.9 16.9 20.2 6.31 4.9
57 1.68 14 44.7 44.3 155 17.1 3.99 .4
58 1.15 1.12 31.6 31.6 17.1 18.7 3.97 B.7
59 1.19 1.22 39.4 39.4 18.2 19.7 34 P.8
60 0.9 0.92 30.9 29.7 12.8 14.4 6.85 6

61 121 1.08 39.8 40.6 15.9 16 2.86 B.1
62 1.16 1.07 35.5 36.4 26.5 28.4 7.89 6.4
63 1.1 1.02 34.4 36.4 15.9 17 3.96 B.5
64 1.36 1.26 41.5 39.2 19.8 18.3 6.3 5.6
65 1.35 12 36.6 36 19.8 18.5 8.2 .8
66 1.65 1.54 40.8 45.7 16.8 16 1.95 1.9
67 1.03 11 36.4 35.4 19.2 19 6.19 +.9
68 0.88 0.95 30.3 29.3 15.8 16.5 4.93 B.7
69 0.87 0.96 29.3 29.4 14.7 15.2 8.33 6.9
70 1.8 1.8 49.2 51.3 18.5 21.7 5.1 4.3
71 1 112 36 35.8 145 154 4.4 4

72 0.9 0.93 26 28.4 16.1 16.5 5.¢ 4.6
73 0.99 1.04 42.9 40.5 23.5 23.8 9.65 B.9
74 0.99 0.99 33 34.8 17.6 16.7 5.06 8.7
75 1.01 1.05 37.6 38.3 22.7 22.6 6.99 5.4
76 1.23 1.2 334 34.5 15.7 17.4 5.94 4.7
7 2.75 2.8 41.8 55.7 12.9 14.3 3.p h.1
78 1.13 1.22 42 41.5 16.9 20.1 2.13 p.2
79 112 1.17 135.9 127.6 3.15 2.9
80 1.04 1.03 33.7 35 154 16 6.45 4.8
81 1.48 1.45 40.2 40.2 18.8 19 9.18 8.4
82 0.96 0.94 314 35.2 15.8 16.9 3.93 B.3
83 117 1.19 32.6 35.6 20.3 23.6 4.81 B.7
84 0.98 0.99 29.9 31.2 15.9 17 7.6 5.9
85 0.97 0.99 35.1 37.2 17.1 21 4.83 B.7
86 0.99 0.99 37.4 37 16.2 19.3 5.13 b.2
87 3.85 34 63.8 73.6 18.4 21.7 5.99 5.4
88 2.34 2.26 115.9 56.4 16.4 17.2 6.79 6.4
89 0.99 1.01 37.3 42.8 15.8 16.4 9.15 0.1
90 2.96 3.02 50.7 59.5 16.3 17.2 4.86 5.3
91 3.09 3.34 51.2 48.4 17.7 22.5 7.31 7.2
92 0.94 1.01 29.6 28.4 14.7 16.7 2.96 .4
93 174 1.9 41.4 41.8 16 18.8 4.18 t.3
94 0.96 0.94 39.8 40.8 14.9 14.4 8.56 B.4
95 1.96 1.89 51.3 50.7 18.1 16.2 4.27 3.9
96 15 1.54 33.2 32.8 15.1 13.9 8.68 8.4
97 1.1 1.074 33 39 15.6 16.3 541 b.6
98 1.09 1.06 374 42.7 14.4 15.7 7.94 7.3
99 147 1.54 41.1 44.9 121 12.3 2.46 P.5
100 1.02 0.94 27.3 26.6 15.7 16.1 5.83 4.8
101 1.29 1.23 28.7 33.5 15.9 16.1 3.12 3

102 247 2.28 46.2 53.7 134 14 2.74 .9

Tabulka 2: Data na#tiena i mezilaboratornim porovnani - pokavani

¢islo AT 1l D-dimer

vzorku | BCSOSMac| BCSXH BCSOSMdc BCS
1 79.9 75 1077 1176
2 80.5 76.3 2411 2877
3 103.7 98 554 629
4 57.2 57 6400 6400
5 100.6 100 600 482
6 91.8 90 3215 2896
7 89.7 81 82.9 133
8 62.8 55 1042 1148




9 78.6 69 2758 3019
10 79.1 75 2730 3241
11 105.5 98 96 310
12 79.1 72 688 627
13 102.3 86 1992 2393
14 92.9 83 2663 2994
15 102.5 88 70 94
16 48.8 49 3195 3770
17 72.9 69 304 522
18 92.2 88 2390 2870
19 132 119.1 657 524
20 98.7 91.5 150 291
21 81.7 75.8 576 597
22 61.7 60 2846 2955
23 67.7 62 441 555
24 92.5 90 73 25
25 35.2 34 1824 2529
26 100.3 83 2789 2766
27 84.4 75 207 469
28 57.5 54 808 714
29 64.4 59 25 66
30 106.6 92 110 181
31 95.5 87 114 232
32 90.4 84 70 137
33 68.9 69 702.5 702
34 134.5 120 940 1630
35 39.9 38 3819 4074
36 78.5 72 393 520
37 101.2 94.5 19293 967
38 68.6 68.1 679 269
39 117.8 109.8 604 216
40 101.4 90 763 409
41 126.1 116 1346 1712
42 74.7 81 331 409
43 58.5 57 627 774
44 32.6 26 3561 4952
45 91.2 83 329 632
46 72.4 55 931 1563
47 101.7 85 725 581
48 78 62 2859 1819
49 80.4 66 437 527
50 111.2 91 229 341
51 66.8 54 3574 2704
52 62.9 59 2130 2316
53 137.4 124 358 430
54 73.3 75 6400 6400
55 35 31 1196 2437
56 129.9 116 933 200
57 89 91 46.1 25
58 98.3 91 814 884
59 91.9 87 56 56
60 100.3 96 699 629
61 82.6 76 53 62
62 83.3 77 98 86
63 90.1 85 77 80
64 65 60 1069 684
65 80 76 1163 517
66 63 60 2528 3288
67 90.1 86 696 555
68 101.4 92 933 1277
69 112.5 106 890 680
70 57 354 4214 25
71 92 67.3 172 95
72 85 61.6 117 1250




73 106.2 91 1590 2756
74 119 106 1302 2906
75 108.8 92 1470 449
76 71.4 60 1230 587
77 90.3 75 69 70
78 62.6 56 77 140
79 56.4 69.2 6400 734
80 80.9 79.8 1290 1044
81 44.5 53.7 751 733
82 104.8 115.6 1021 876
83 56.7 70.9 2334 1265
84 59.1 77.4 590 417
85 57.2 62 964 697
86 7.7 82.1 1913 2451
87 108.3 109.3 451 504
88 113.3 122 711 568
89 82.2 93 492 525
90 84.4 97 199 25
91 60.5 81 1835 1249
92 101 113 187 41
93 94.5 106 402 343
94 75.9 86 560 562
95 103.6 113 84 33
96 88.9 94 2181 2101
97 105.6 111 320 286
98 68.7 70 837 898
99 84.2 90 25 25
100 92.1 94 352 316
101 73 85 1040 667
102 99.2 108 25 25

Tabulka 3: Narena data i zavadni nové metody Arixtra

vzoreke. | antiXa | PentaS
1 0.00 0.000
2 0.00 0.017
3 0.00 0.000
4 0.00 0.046
5 0.00 0.017
6 0.00 0.008
7 0.00 0.000
8 0.00 0.010
9 0.02 0.000
10 0.00 0.000
11 0.00 0.013
12 0.00 0.036
13 0.00 0.047
14 0.00 0.000
15 0.00 0.000
16 0.00 0.053
17 0.00 0.058
18 0.21 0.000
19 0.00 0.000
20 0.00 0.018
21 0.00 0.007
22 0.02 0.074
23 0.00 0.022
24 0.00 0.000
25 0.36 0.005
26 0.00 0.000
27 0.00 0.000
28 0.00 0.016
29 0.00 0.000
30 0.38 0.093




31 0.00 0.033
32 0.00 0.000
33 0.00 0.039
34 0.00 0.016
35 0.21 0.082
36 0.00 0.000
37 0.04 0.032
38 0.00 0.033
39 0.00 0.039
40 0.00 0.000
41 0.00 0.041
42 0.03 0.006
43 0.00 0.021
44 0.00 0.000
45 0.30 0.139
46 0.07 0.158
47 0.21 0.216
48 0.20 0.252
49 0.36 0.491
50 0.34 0.373
51 0.51 0.981
52 0.28 0.185
53 0.44 0.534
54 0.29 0.371
55 0.20 0.247
56 0.22 0.284
57 0.30 0.133
58 0.00 0.369
59 0.30 0.200
60 0.65 0.490
61 0.52 0.984
62 0.49 0.444
63 0.32 0.200
64 0.14 0.177
65 0.38 0.426
66 0.30 0.301
67 0.33 0.251
68 0.24 0.513
69 0.15 0.237
70 0.15 0.217
71 0.43 0.366
72 0.26 0.265
73 0.50 1.029
74 0.45 0.903
75 0.47 0.935
76 0.24 0.267
77 0.34 0.222
78 0.33 0.771
79 0.10 0.267
80 0.24 0.249
81 0.13 0.291
82 0.27 0.388
83 0.27 0.126
84 0.33 0.221
85 0.22 0.209
86 0.25 0.215
87 0.45 0.222
88 0.53 0.475
89 0.30 0.203
90 0.25 0.432
91 0.60 0.765
92 0.32 0.304
93 0.29 0.459
94 0.01 0.063




95 0.06 0.110
96 0.33 0.240
97 0.42 0.482
98 0.00 0.034
99 0.00 0.131
100 0.42 0.255
101 0.25 0.184
102 0.43 0.414
103 0.25 0.298
104 0.77 0.595
105 0.41 0.525
106 0.29 0.270
107 0.32 0.382
108 0.33 0.308
109 0.45 0.443
110 0.20 0.379
111 0.42 0.391
112 0.64 1.006
113 0.37 0.329
114 0.16 0.250
115 0.47 0.498
116 0.40 0.339
117 0.44 0.679
118 0.43 0.460
119 0.26 0.255
120 0.42 0.243
121 0.53 0.988
122 0.54 0.924
123 0.38 0.366
124 0.48 0.887
125 0.18 0.118
126 0.41 0.767
127 0.43 0.635
128 0.51 0.301
129 0.45 0.512
130 0.34 0.323
131 0.42 0.353
132 0.44 0.024
133 0.65 0.604
134 0.54 0.545
135 0.45 0.508
136 0.36 0.434
137 0.33 0.391
138 0.50 0.916
139 0.32 0.444
140 0.00 0.139
141 0.20 0.207
142 0.36 0.470
143 0.22 0.238
144 0.26 0.215
145 0.38 0.380
146 0.31 0.292
147 0.48 0.959
148 0.44 0.539
149 0.47 0.677
150 0.43 0.526
151 0.27 0.515
152 0.50 0.884
153 0.57 0.336
154 0.50 0.495
155 0.39 0.449
156 0.46 0.422
157 0.67 0.679




