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Abstrakt

Zakladni koagulacni vysetfeni se provadi v kazdé hematologické laboratofi.
Tato vySetfeni by se méla provadét vSem pacientlim, ktefi maji podstoupit operacni
zakrok a pacientiim léCenym antikoagulanty. Koagulac¢ni vySetfeni umoziuji zjistit, zda
stanovi specidlnimi testy. K zakladnim koagulacnim vySetfenim patii protrombinovy
Cas, aktivovany parcialni tromboplastinovy Cas a fibrinogen. Principem koagulac¢nich
metod je uréeni ¢asu potiebného k detekci fibrinového vlakna od piidani reagencie ke
vzorku testované plazmy. Testy pouzivané v hemostaze Ize rozdélit na globalni,
skupinové a specifické. Na vySetfeni se pouzivaji zkumavky s antikoagulaénim
¢inidlem, v ptipad¢ hemostdzy se jednd o citrat sodny. Pii kazdém vySetfeni je nutné
dodrzet spravny pomér krve a citrdtu ve zkumavce, nebot’ pii jeho nedodrzeni nelze
vySetfeni provést. Velmi dilezitd je také preanalytickd ¢ast, jez obsahuje soubor
postupt a ¢innosti, kterymi projde vzorek od odbéru po jeho zpracovani, diky ¢emuz Ize
ziskat reprodukovatelné vysledky. V soucasné dobé se koagulaéni vySetfeni provadéji v
laboratofich na multifunk¢nich analyzatorech. K tomuto vysetieni se standartné pouziva
ven6ézni krev. U nov¢jsich, ptrenosnych koagulometrii, na kterych se méfi
protrombinovy ¢as u pacientil lécenych antikoagulanty, vSak sta¢i pouze odbér krve

Z prstu.

Tato préce je zaméfena na porovnani métfeni jednoho vzorku na tfech riznych
koagulometrech, ve tfech rtiznych laboratofich. Pro kazdy analyzator byly pouzity
rizné, vyrobcem doporucené tromboplastiny s raznym ISI (International sensitivity
index - mezinarodni index citlivosti). Reagencie na aktivovany parcialni
tromboplastinovy ¢as byly ze stejnych divodu taktéz od riznych vyrobctu. Bylo
zméfeno 50 nahodné vybranych vzorki, nebot’ ne kazdd Z4danka ma uvedeny udaj
s diagnodzou pacienta. Kazdy vzorek jsem zméfila tyz den, do 4 hodin po odbéru, aby
byly dodrzeny zasady spravné laboratorni praxe. Vzorky byly svozovou sluzbou
svezeny do laboratofe Synlab czech s.r.o., kde byly také primarn€¢ zméfeny na
koagulometru Sysmex CA 1500. Dal$i méfeni jsem provedla v laboratoti Stafila s. r.0.
na koagulometru ACL Elite PRO a posledni méfeni v laboratofi Medipont s.r.o. na

koagulometru START 4. VSechna méfeni byla statisticky vyhodnocena. Byly vypoéteny



primémé hodnoty a smérodatné odchylky, které¢ ukazuji, ze se vysledky od sebe pfilis
nelisi. Dosazena hladina vyznamnosti u INR (international normalised ratio —
mezindrodni normalizovany pomér) a aktivovaného parcialniho tromboplastinového
Casu byla zhodnocena jako statisticky vyznamna, coz znamend, ze se jednotlivé
vysledky z danych koagulometrt lisi. I kdyz jsou odchylky mezi riznymi pfistroji
statisticky vyznamné, nemaji vétsi klinicky vyznam. Pouze u protrombinového casu
v sekundach z méfeni vyplyva, ze se vysledky z koagulometri od sebe nelisi. Totéz
plati pfi hodnoceni koagulometri mezi sebou. Lze konstatovat, ze zmétené vysledky
jsou na ruznych piistrojich statisticky rozdilné, nicméné nemaji vétsi klinicky vyznam.
Z danych zjisténi plyne, Ze doporuceni pro Iékafe je, aby pro vySetfovani
protrombinového Casu a aktivovaného parcidlniho tromboplastinového ¢asu vyuzivali

stale stejnou laboratof.
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Summary

Basic coagulation tests are carried out in every laboratory of hematology.
Every patient who is about to undergo a surgery, or is treated with anticoagulants,
should be examined this way. Coagulation tests allows to find out, if the patient is
suffering from outer or from inner coagulation cascade disorder. Final diagnosis is
carried out using specialized tests. The basic tests include protrombin time, activated
parcial tromboplastin time, and fibrinogene. The principle of coagulation tests is
determination of the time needed for detection of fibrin fiber after addition of reagent to
the sample of tested plasma. Tests used in hemostasis can be global, group and specific.
For the test, test tubes with an antikoagulant are used. In hemostasis, the antikoagulant
used is trisodium citrate. It is always necessary to keep the same blood/citrate ratio. The
preanalytical part, which consists of specific actions the sample undergoes from its
obtaining to the analysis itself, is also very important. Nowadays, the coagulation tests
are run in laboratories using multifunctional analysators. Blood samples are obtained
from a vein. Small, portable coagulometers are used for measuring protrombin time for
patients treated with anticoagulants. Blood for this test can be obtained from the

fingertip.

This thesis is focused on comparing the measurment of a sample on three
different coagulometers. Different tromboplastins with different ISI (International
Sensitivity Index) were used. Reagents for activated parcial tromboplastin time were
also purchased from different producers. In this bachelor thesis, fifty randomly chosen
samples were tested, because not every application form has the patients diagnosis
stated. Every sample was tested that very day, within four hours from taking the blood.
Samples were primarily tested in laboratory Synlab czech s.r.o., using coagulometer
Sysmex CA. Other measurments were carried out in laboratory Stafila s.r.o. using
coaguometer ACL Elite PRO and in laboratory Medipont s.r.0. using coagulometer
START 4. All measurments were statisticaly evaluated. Average values and standard
deviation were calculated, and shows, that the values does not differ significantly. Level
of significance in INR test (international normalised ratio) and in activated parcial
tromboplastin time was evaluated as statisticaly significant, yet without bigger clinical

importance. Only in protrombine time, measured in seconds, results from coagulometers



does not differ. The same can be applied when comparing coagulometers with each
other. Based on my findings, it is recomended for the doctors to use the same laboratory
for testing the protrombin time and activated parcial tromboplastin time. At the same
time, it is necessary to say, that the differences measured in this thesis are so minor, that
they have no practical clinical importance.
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Uvod

Zakladni koagulacni vySetieni se provadi v kazdé hematologické laboratofi.
Mélo by byt provedeno vSem pacientiim, ktefi jdou na operacni zékrok. DalSim
divodem, pro¢ se vysetieni délaji, je sledovani pacienti s antikoagulacni 1é¢bou, nebo
s klinickymi projevy koagulopatie. K vySetfeni hemostazy slouzi metody, jez zjist'uji
ucast slozek plazmatického koagulac¢niho a fibrinolytického systému v celém procesu
hemostazy.

V soucasné dob¢ existuje fada komercné dostupnych koagulometrti, které je
mozné rozdélit je do dvou kategorii. Prvni kategorii jsou malé a pienosné, kde postaci
kapilarni krev odebrana z prstu. Druhou skupinou jsou velka, multifunkéni zafizeni
(Shah et.al.2011). Ptenosné zafizeni se pouzivda zejména u pacientd lécenych
antikoagulanty. Multifunkéni analyzatory se pouzivaji jak ke sledovani 1éCenych
pacientd, tak i pro diagnostické vysetieni hemostazy. Moderni koagula¢ni diagnostika je
stale slozit¢j$i. Screeningové testy, jako napf .protrombinovy cas(PT), aktivovany
parcialni tromboplastinovy cas (aPTT) a fibrinogen jsou dulezité pro posouzeni
zakladni hemostazy (Casella et.al.2009). Mezi nov¢jsi metody koagulaéniho vySetfeni
patii napiiklad systém CoaguChek XS, coz je monitorovani metodou POCT (Point-of

care testing).

Cilem této prace bylo porovnat nameétfené hodnoty zékladniho koagulaéniho
vysetfeni (PT, aPTT) ze stejného vzorku krve. Prace byla provedena ve tiech riznych
laboratofich, na tfech riznych typech koagulometrid. Byly to ACL Elite PRO od firmy
Instrumentation Laboratory, Sysmex CA 1500 od firmy Siemens a poloautomaticky
koagulometr START 4 od firmy Stago. Bylo vybrano 50 vzorku, jez byly svezeny do
laboratoie Synlab czech s. r. 0. Vzorky byly vybrany zcela nahodné, nebot’ ne kazda
zadanka ma uvedeny udaj s diagnozou pacienta. Kazdy vzorek byl vySetien tyz den do 4

hodin po odbéru, aby byly dodrzeny zasady spravné laboratorni praxe.
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1.Soucasny stav — teoreticka ¢ast

1.1 Enzymaticka kaskada

Jedna se o systém koagulacnich faktorti s kofaktory a inhibitory koagulace,
fibrinolyticky systém a jeho inhibitory, systém prekalikrain-kinonogenovy a systém
komplementu. V hemostaze maji nejvétsi vyznam prvni dva zminované. Systém
komplementu mé& vyznam pii aktivaci koagulace zanétem (Penka, Bulikova 2009).
Podle toerie ze 60.let se koagulacni kaskada dé€li na zevni a vnitini systém a to podle
zpusobu aktivace (Schéma obou systétmli je uvedeno na obrazku ¢&. 1)
(Matyskova 1999). Oba systémy se spojuji pti aktivaci FX na Xa a spole¢né¢ generuji
trombin. Vnéj$i cesta aktivace nastdva stykem s TF (tkdnovy faktor) pii poruse
celistvosti cév a tniku krve do okolich tkani. TF/ FVIla je komplex, ktery pfimo dokaze
aktivovat FX a FIX (Kasthuri et al. 2010). Vnitini cesta aktivace nastava pti kontaktu
se subedotelialnimi strukturami a vétSinou neni porusena celistvost cév (Pecka 2004). V
devadesatych letech bylo prokézano, ze primarni je zevni cesta oproti vnitini cesté a
velky vyznam maji faktory kontaktu v aktivaci systému kalikreinu, kininu a

komplementu (Penka, Tesafova 2011).
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Obr. C. 1: Schéma MacFarlaneova modelu hemokoagulace (upraveno dle

www.wikipedia.org)

1.2 Hemostaza

Hemostaza je enzymaticky proces, ktery vede ktvorbé krevni srazeniny

V misté poranéni. Proces je rozdé€lén do ti ¢asti:

(a) primarni hemostaza, ktera zacind okamZzité¢ po endotelalnim poSkozeni a je
charakterizovana vazokonstrikci, adhezi a agregaci desticek, coz vede k vytvoteni bilé

zatky

(b) sekundarni hemostaza je definovana jako vznik fibrinu prostfednictvim koagulaéni
kaskady. Koagula¢ni kaskada je rozdélena do tii cest: vnitini, vnéjsi a spolecné cesty.
Vnitini cesta zahrnuje faktory kontaktni aktivace F XII, FXI, HMWK
(vysokomolekularni kininogen), prekalikrein, FIX, FVIIL. Vné&;jsi cesta zahrnuje tkanovy

faktor (TF) a FVII, ktery aktivuje FX. Ob¢ cesty se pak spoji ve spolecnou, ktera
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zahrnuje FXa zprostfedkovanou generaci trombinu z protrombinu a nasledné

generovani fibrinu z fibrinogenu.

(c) fibrinolyza je proces, pii kterém dochazi k rozlozeni fibrinové srazeniny.
Centralnim enzymem je plazmin. Dulezitym aktivatorem plazminu je plazminogen.
Inhibitorem fibrinolyzy je PAI (inhibitor aktivatoru plazminogenu) a alfa2-antiplazmin.
Nedostatky téchto inhibitori mohou mit za nasledek zvySeni fibrinolyzy (van

Herrewegen et al. 2012).

1.3 Koagula¢ni faktory

Koagula¢ni faktory tvofi plazmaticky koagulacni systém. Cilem tohoto
systému je pfeména fibrinogenu na fibrin, ktery stabilizuje desti¢kovy trombus a vytvofi
s dal$imi krevnimi builtkami definitivni trombus (Kubisz et.al .2006). Koagula¢ni
faktory se podileji na zastaveé krvaceni, coz je velmi komplexni d¢j (Penka, Tesafova et
al. 2011). Mezi faktory, jez se tvofi v jatrech, patii protrombin, fibrinogen a faktory VII,
IX, XI, XII. Pro tyto faktory je nezbytny vitamin K ( Macak, Macakova, Dvotackova
2012). Ten je nutny pro karboxylaci gama karboxyglutamového zbytku, jinak neni
faktor schopny vazby na Ca* a fosfolipidy (Matyskova 1999). Koagula¢ni faktory jsou
glykoproteiny s charakterem proenzymu a kofaktord. V plazmé se nachéazi v neaktivni
formé€ a v procesu sraZeni prochdzi strukturalnimi zménami. Deficit, nizkéd hladina nebo
nefunkcénost faktori vede ke krvacivym projeviim (Pecka 2004). Koagula¢ni faktory F
I, VI, IX, X, XI, XII a prekalikrein jsou tzv. serinové protézy. Maji aminokyselinu
serin v aktivnim misté enzymu, tj. obsahuji katalytickou triadu-AK serin, histidin a

kyselinu aspartamovou (Matyskova 1999).

Faktor I, fibrinogen

Fibrinogen je glycoprotein, jenz je syntetizovan v jatrech. Pfeména fibrinogenu
na fibrin je katalyzovana trombinem a hraje klicovou roli ve formovani a stabilizaci
srazeniny (Franchini et al.2012). Fibrinogen ma tii vazebna mista na Ca®" ionty. Pokud
jsou vSechna obsazena, fibrinogen je chranén pted S$tépenim plazminem. Vazba

fibrinogenu s plazmatickymi faktory ovliviluje proces formace fibrinu a jeho
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rozpousténi. Vrozené defekty v molekule fibrinogenu jsou pfic¢inou vzniku onemocnéni

hypofibrinogenemie a dysfibrinogenemie (Matyskova 1999).

Faktor 11, protrombin

Protrombin je krevni protein, ktery je zapotitebi pii hemokoagulaci. Je také
nazyvan faktor Il (Varga a Moll 2004). Sklada se ze 4 oblasti: fragment 1, fragment 2, a
A a B fetézce a-trombinu. Je tvofen v jatrech, jeho aktivni formou je trombin. Ten
pusobi jak prokoagulaéné, tak antikoagulacné (Matyskova 1999). Generace a-trombinu
je dosazeno pusobenim protrombinazy. Trombin je zapotiebi pti preméné fibrinogenu

na fibrin, ktery je primarnim cilem koagula¢ni kaskédy (Henriksen et al. 1998).

F 111, tkanovy faktor, tromboplastin

Tkanovy faktor (TF) je transmembranovy glykoprotein, ktery partii mezi

cytokinové receptory. TF ma 263 aminokyselin se tfemi hlavnimi doménami:
(1) extraceluldrni doména, ktera se vaze k FVII/ FVIla a substratim

(2) transmembranové domény, které slouzi jako membranové kotvy

(3) terminalni cytoplazmaticka oblast

TF slouzi jako primarni inicidtor in vivo koagulace. TF / FVlla aktivuje FIX a
FX a vede k tvorbé trombinu a generaci fibrinu (Boles et al. 2010). Nachazi se v
organismu na buikach, které se fyziologicky nedostanou do kontaktu s krvi. K
takovému kontaktu dochazi pouze pfi poruseni nebo poranéni cévy (Penka, Tesarova et

al. 2011).

Faktor 1V (Ca?")

V dnes$ni dob& uZ se nepouzivd ndzev FIV. Vapenaté ionty zprosttedkovavaji
vazby komplext (protrombokinaza, vnéjsi tenaza) pies fosfolipidy pritomné v
membrané krevnich desticek. Jsou téz dulezité pii stabilizaci vazeb na fibrinové siti

(Kubisz et al 2006).
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Faktor V, proakcelerin

Je homologni s FVIII. Komplex kofaktoru s Ca2+ a PL (fosfolipidy) zvysuje
rychlost aktivace faktori. Nachazi se v plazmé a alfa granulich trombocytid (Penka,
Tesatova et al. 2011). Je Castecné proteolyticky S$t€pen a je ulozen vazany na bilkoviné
multimerin uvnitf téchto granuli. Faktor V hraje klicovou roli jako kofaktor v
protrombinazovém komplexu, ktery §tépi a aktivuje protrombin na trombin, coz vede
ke vzniku krevni srazeniny. Faktor V Leiden (FVL) je nazev konkrétni genové mutace,
ktera muze vést K vrozenému hyperkoagulaénimu stavu s vaznymi klinickymi dusledky
Nadmérna srazlivost, ktera se vyskytuje u této poruchy FV nejcastéji zplisobuje

hlubokou zilni trombodzu (Pujol et al. 2012).

Faktor VI

Na pocatku 40. let 20. stoleti byl objeven faktor V a jeho aktivovana forma,
faktor VI. Aktivni forma faktoru V byla dfive oznacovana jako aktivovany

faktor V, faktor Va.

Faktor V11, prokonvertin

Syntetizovan v jatrech, ma kratky biologicky polocas (4-5 hodin). Je pfitomen
I v séru (Matyskova 1999). Cirkuluje jako jednotfetézovy glykoprotein o 406 AK. FVII
je proteolyticky Sté€pen na aktivni serinovou proteazu FVIla (Penka 2004). V aktivnim
stavu tvori komplex s TF na povrchu trombocytu (Versteeg et al 2001). Koagulaéni
faktor VII (FVII), po aktivaci na faktor VIla, tvofi v pfitomnosti vapenatych ionti a
tkanového faktoru (TF) komplex zvaném vn&jsi tendza [VIla.TF.Ca?*.PI], ktery

katalyzuje preménu FIX na FIXa a FX na FXa.

Faktor VIII

Tento fakor je soucasti vnitiniho koagula¢niho systému. Spolu s F IXa,
fosfolipidy a vapenatymi ionty aktivuje FXa. Jedna se o glykoprotein tvofeny v jatrech,
sleziné, RES a ledvinach (Lenting et al.1998). V plazm¢ koluje navazan na von

Willebranduv faktor (VWF), z vazby se uvoliuje kontaktem s fosfolipidy nebo
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trombinem. PlUsobenim trombinu dochazi ke $tépeni FVIIL. V koagulaéni kaskade
pusobi v komplexu zvaném tenaza. FVIII je v komplexu s vWF. Je pted biologickym

Stépenin chranén APC (aktivovany protein C) a FXa (Penka, Tesatfova et al. 2011).

Faktor 1X

Skladba molekuly je homologni, ma dlouhy biologicky polocas, nalézame jej i
v séru (Matyskova 1999). Muze byt aktivovan FXIa, nebo koagula¢né aktivovanym
komplexem [VIla.TF.Ca?*.PI]. FIXa tvofi koagulaénd aktivni komplex tzv.vnitini
tenazu, jez aktivuje FX na FXa (Pecka 2004).

Faktor X, Stuart-Prower

Je tvofen v jatrech jako dvoufetézovy glykoprotein, nachazi se také v séru,
biologicky polocas je udavan okolo 40 hodin (Matyskova 1999). Aktivace FX na FXa
probihd za pomoci tendzy. K zéstavé krvaceni je tifeba minimalné 20%jeho koagulacni
aktivity. FXa je soucasti komplexu protrombinazy .Protein Z (PZ) slouzi jako kofaktor
pro inaktivaci FXa na fosfolipidovém povrch (Pecka 2004). PZ je jednofetézovy
glykoprotein, a je syntetizovan v jatrech, pii¢emz jeho biologicky polo¢as v plazmé je
2,5 dne (Matyskova 1999).

Faktor XI, Rosenthalav faktor

Jedna se o dvoutetézovy glykoprotein tvofeny v jatrech, biologicky polocas je
do 60 hodin (MatySkova 1999). Faktor XI je zymogen plazmové proteazy (FXla), ktery
napomahd formaci fibrinu a stabilit¢ tim, Ze aktivuje faktor IX. Faktor XI ma
strukturdlni a mechanické vlastnosti, odliSné od ostatnich koagulacnich proteaz.
Molekulové domény tvoii strukturu s vazebnymi misty pro krevni desticky a
vysokomolekularni kininogen (Gailani e .al. 2009).

Minimalni hladina pro koagulaci je 15-20%aktivity (Pecka 2004). Aktivni
forma FXI ptispiva k hemostaze pii aktivaci FIX (Emsley et al. 2010).
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Faktor XI1, Hagemanuv faktor

Vyskytuje se v plazmé i v séru, biologicky polocas je 50-70hodin. ZvySena
hladina je v téhotenstvi a po menopauze (Matyskova 1999). Je to glykoprotein, jenz je
ve své neaktivni formé zymogen. Aktivaci se z néj stava serinova protedza, kterd je
schopna aktivovat FXI a prekalikrein. Aktivace FXII je spouStécim mechanismem tzv.
vnitini cesty v MacFarlaneové modelu koagulace. Ma schopnost se sam aktivovat po
kontaktu s negativné nabitymi povrchy (kolagenova vlakna odkryta pti poskozeni cévy)
(Renné and Gailani 2007).

V hemostaze nebyl povazovan FXII za dileZity, protoZe jeho nedostatek neni
spojen s krvacenim. V soucasné dobé vime, Ze je naopak spojen s vySSim rizikem
trombdzy. FXII je vicedoménovy protein, ktery obsahuje dvé fibronektinové sekvence,
dvé epidermdlni oblasti ristového faktoru, na prolin bohatou doménu a katalytickou
doménu, ktera pti proteolyze pfeméni v plazmé serinové protedzy. Faktor XII je produkt
z jednoho genu, chromozomu 5. FXII se skldda z lehkého a tézkého lehkého fetézce,

které drzi pohromad¢ pomoci disulfidovych vazeb (Stavrou et al. 2010).

Faktor XIII, stabilizujici fibrin

Nachazi se v plazmé€ vazany na molekulu fibrinogenu, v bunétnych
komponentéach, v placenté a jatrech.Trombocyty obsahuji asi 50% celkové aktivity F
Xllla (Pecka 2004).

Faktor XII (FXIII) je aktivovdn trombinem za vzniku aktivni
transglutaminazy, FXIlla podstatné méni vlastnosti  fibrinu zavedenim
intramolekularni vzajemné vazby mezi fibrinovymi vlakny. Nedostatek FXIII se projevi

krvacenim, opozdénym hojenim ran a spontannimi potraty.(Fraser e .al. 2011).

Prekalikrein

Gama globulin tvofeny v jatrech, v plazmé cirkuluje navazany na
vysokomolekularni kininogen. Molekula je slozena z jednoho tézkého a dvou lehkych

fetézcli (Matyskova 1999).
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1.3.1 Kofaktory
Vysokomolekularni kininogen (HMWK)

Je to substrat a kofaktor plazmy kallikrein-kininového syst¢ému. HMWK je
pfitomen v plazmé, vaze se na krevni desticky. Plisobi jako kofaktor pii aktivaci FXII
kalikreinem. Inhibuje vazbu trombinu na trombocytech, které slouzi jako
antitrombotické bilkoviny in vivo. HMWK inhibuje adhezi neutrofild na krevnich
kompatibilnich povrsich, a zvySuje fibrinolyzu. Proenzym prekallikrein po aktivaci tvofi
aktivni enzym plazmovy kallikrein, ktery mtze Stépit HMWK na dva fetézce. K vazbé
fetézcl dochazi na krevnich destickdch nebo endotelidlnich bunkach, kde je kallikrein

aktivovan (Pixley e .al. 2011)

Fibrinolyticky systém

Fibrinolyza je ptisné regulovany proces, pii kterém dochézi k formaci trombu.
Aktivace fibrinolytického systému vede k pfeméné proenzymu plasminogenu na
proteolyticky enzym plazmin. Plazmin degraduje fibrinové tromby, coZ ma za nasledek
uvolnéni riznych degradac¢nich produktd fibrinu, véetné D-dimeru. Plazminogenova
aktivace je zprostfedkovéna jednim ze dvou aktivatord plazminogenu, tkanovym
aktivatorem plazminogenu (tPA), nebo urokinazou (uPA). tPA je syntetizovan
vaskularnimi endotelidlnimi buiikami a makrofagy, mize byt prokdzan témeét ve vSech
tkanich kromé& jater (Krone et. al. 2010). Jednou z nejdilezitéjSich roli, kterou
fibrinolyza ma, je modulace angiogeneze a remodelace cév. Dulezitym inhibitorem
fibrinolyzy je TAFI (trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy). Jde o proenzym,
ktery po aktivaci odstépuje ze substratu C-terminalni lysin. Ten ma vazebna mista na
fibrinovych vldknech. Na né se s vysokou afinintou vdZou molekuly tPa a
plazminogenu. Dal$im vyznamnym inhibitorem je PAI (inhibitor aktivatort
plazminogenu) (Penka, Bulikova 2009). Za fyziologickych podminek neni v plazmé
fibrinolyticka aktivita béznymi testy prokazatelnd (Pecka 2004).

1.3.2 Inhibitory hemostazy
Inhibitory v organizmu slouzi k zabranéni nekontrolovaného sraZzeni krve a k
udrZeni koagulaéni rovnovahy. Jsou to pfirozené slozky krve. Rozdélit je mlizZeme

podle puvodu, specifity a systému. Serpiny je skupina inhibitora serinovych proteaz,
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které jsou dulezitym regulacnim faktorem v hemostidze. Nadmérné Stépeni mize mit
zavazné dusledky, a to vétSinou ve formé diseminované intravaskularni koagulace

(DIC).

Antitrombin 11

ATIII je glykoprotein o 424 aminokyselinach, tvofen v jatrech. Jedna se o
nejucinnéjsi antikoagulant, ktery je schopen neutralizovat ucinek trombinu a
aktivované¢ho faktoru X (Pecka 2004). Neni schopen vazat samotny FVIla, je vSak také
inhibitorem komplexu TF-FVIIa (Matyskova 1999). Bylo také prokazano, ze muze
pusobit jako heparin kofaktor, ¢imz se zvySuji jeho antikoagulaéni vlastnosti. Ve vztahu
k tromboembolické nemoci hraje diileZitou roli v rdmci cévni koagulace, plicni embolie
a hluboké zilni trombdzy. Koncentrace antitrombinu III mize byt snizena v piipadé
vrozené¢ho deficitu proteinu, pii heparinové 1é€bé, u podvyzivy, a v pooperacni fazi.
Riziko pooperacni zilni trombozy zdlraziiuje potiebu  predikce a stanoveni
antitrombinu III . V soucasné dob¢ je vySetfovan jako potencidlné uzitecny ukazatel

rizika tromboembolie (Gray et al. 1981).

Heparinovy kofaktor 11, HCII

Je pfitomen na cévnim endotelu a je syntetizovan endotelovymi buitkami a
jatry Jeho aktivita je namifena pouze proti trombinu (Pecka 2004). HCII inhibuje
arterialni trombodzy. MUze chranit proti ateroskleroze a pted nékterymi druhy rakoviny
(Verhamme 2012).

C1l-inhibitor, C1INH

Je nejmocnégjsim inhibitorem faktort kontaktu, zasahuje do systému
komplementu, inhibuje plazmin. Syntetizuje se v jatrech, byl zjistén také v alfa

granulich trombocytl (Penka, Tesatrova et al. 2011).

Alfa2-antiplazmin

Je inhibitor fibrinolyzy, ktery je také schopen inhibovat koagula¢ni enzymy
(Matyskova 1999).
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Inhibitor aktivivaného PC

Je tvofen v jatrech nezavisle na vitaminu K. Jeho ucinek je 30x zvySovan

heparinem (Matyskova 1999).

Alfal-antitrypsin

Inhibuje FXa a je silnym inhibitorem APC. Hlavni vyznam je v inhibici protaz
slinivky bfisni a bilych krvinek (Pecka 2004).

Nexin proteaz 1, PN-1

Byl identifikovan jako faktor, ktery vaze trombin na fibroblastech. Inhibice

trombinu je potencovéana heparinem a dermatem sulfatem (MatySkova 1999).

Protein C

Glykoprotein, jehoz vznik je zavisly na vitaminu K, je tvofen v hepatocytech i
v endotelu. Koncentrace stoupa s vékem. Protein C je zymogen, ktery se sklada ze dvou
polypeptidovych fetézci, ma dlouhy biologicky polocas (Matyskova 1999) a jeho
aktivace probiha na endotelu. Aktivuje ho trombin, spole¢né s kofaktory, proteinem S a
fosfolipidy. V aktivnim stavu se jednd o serinova proteaza. Tento antikoagulant
proteolyticky $tépi FVa a FVIIla (Mosnier et al 2007). Protein C je fyziologicky
antikoagulacni faktor a podili se naptiklad na komplikacich sepse. U 40 % az 60 %

pacientt s t€zkou sepsi je hladina proteinu C nizka (Levi 2011).

Protein S, PS

Je ulozen v endotelu a alfa granulich krevnich desticek, 40 % je k nalezeni
voln¢ v plazmé a zbytek je vazan s C4-bBP slozkou komplementu. Protein S podporuje
vazbu APC na fosfolipidy, pfimo inhibuje protrombinazu a tenazu, inhibuje aktivitu TF
(Penka,Tesarova). Je kofaktorem proteinu C a pomaha mu stépit FVa a FXlla (Castoldi
and Hackeng 2008). Protein S je K-depedentni jednofetézovy glykoprotein (MatySkova
1999).
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C4b-vazajici protein , C4-bBP

Je regulacni protein cesty komplementu, vysokomolekularni protein slozeny ze
6-7 alfa fetézci.Protein S v komplementu zprostiedkovava vazbu C4-bBP na povrch
bunék. C4-bBP patii mezi proteiny akutni faze (Pecka 2004).

Trombomodulin

Thrombomodulin (TM) je transmembranovy glykoprotein, ktery blokuje
interakci  trombinu a prokoagulacnich bilkovin substrati. Pusobi jako vaskularni
endotelidlni bunéény receptor pro trombin, ktery aktivuje protein C. Aktivovany protein
C inaktivuje faktory Va a VIIla a inhibuje trombin. Hraje dutlezitou roli u
antikoagulac¢niho stavu endotelu. Tkanovy faktor (TF) je zdsadni kofaktor pro zahdjeni
zevni koagulaéni cesty. Komplex TF s faktory VII a Vlla aktivuje faktory IX a X a
takto aktivované faktory prispivaji ke vzniku trombinu na povrchu bun¢k (Hvang et al.

2011).

EPCR, receptor pro protein C na endotelu

Transmembranovy protein, homologni s HLA Ltfidy, spolupiisobi v imunitni
odpovédi. ZvySuje aktivaci PC na endotelu a snizuje antikoagulac¢ni ptisobeni APC

(Penka,Tesatova 1999).

TFPI, inhibitor zevni koagulac¢ni cesty, inhibitor tkanového faktoru

Jeho nejvétsim zdrojem je endotel, in vitro je syntetizovan jatry, monocyty a
plicemi. Patii mezi kuniny. TFPI je navazan na lipoproteiny. Hladina TFPI se zvysuje
po poranéni, je vychytdvan z plazmy jatry a ledvinami. TFPI pfimo inhibuje FXa,
reakce je urychlovana heparinem. Je diilezity pii regulaci koagulace vyvolané tkanovym

faktorem. Chybéni TFPI mlzZe zpiisobit rozvoj DIC (Matyskova 1999).

Alfa2-makroglobulin

Nespecificky inhibitor, ktery inhibuje jakoukoli proteazu. Je tvoten hepatocyty
a makrofagy, nachdzi se v plazm¢ i extravaskularné. Ma schopnost inhibovat proteinazy

vSech tiid. Pasobi téz jako imunologicky regulator (Penka, Tesafova 1999).
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1.4 Uloha cévni stény a trombocyti v koagulaci

Cévni sténa reaguje na poranéni cévy vazokonstrikci .Zakladni slozkou
subendotelu cévni stény je kolagen, ktery plni tikol v adhezi a aktivaci trombocyti.
Adenozinfosfat a tkanovy faktor jsou dtlezité v aktivaci trombocytd a hemokoagulaci.
Trombocyty jsou soucasti primarni hemostazy. Podileji se na tvorbé destickového
trombu a jejich povrch je zaroven mistem interakce koagulaénich faktort, jsou zdrojem
latek ucastnicich se hemostazy a jeji regulace a jsou piimo schopné aktivovat FIX a
FXI. Adheze vede v pribéhu koagulace k aktivaci trombocytii. Aktivované trombocyty
jsou schopné agregace. Ta je zprostiedkovana fibrinogenem, ktery se vaze na
trombocytovy receptor GP IIb/Illa. Tato vazba je stabilni - jedna se o primarni agregaci.
Trombospodin stabilizuje vazbu mezi fibrinogenem a trombocyty, primarni agregace
prechazi v sekundéarni agregaci. Kone¢nym vysledkem je vznik ,,bilého* destickového
trombu (Kubisz et al. 2006). Nemoci krevnich desticek mohou byt zplisobeny zménou
poctu trombocytil. Snizeni po€tu trombocytl se nazyva trombocytopenie, zvySeni poctu
trombocytoza, eventuelné trombocytémie, a funkéni nedostatecnost trombocytopatie.
Soucasné¢ muze dochazet ke zménam jak v poctu tak ve funkci. U trombocytopenii a

trombocytopatii se mohou vyskytovat krvacivé projevy (Pecka 1996).

1.5 Koagulopatie

Koagulopatie jsou krvacivé stavy, kde je pfi¢inou snizena koncentrace nebo
aktivita plazmatickych koagulacnich faktort. RozliSujeme koagulopatie vrozené a
ziskané (Pecka 2004). Koagulopatie se vyznacuji typickym klinickym obrazem,
spontannim krvacenim do kize a tkani a tvofenim hematomu. ( Navratil et al. 2008).

Ziskané koagulopatie se objevuji pii nizké tvorb&é faktorii nebo pii
imunokoagulopatiich. Mohou byt také zptasobeny nedostatkem vitaminu K nebo jeho
inhibici. Konsumpéni koagulopathie je porucha srazeni, charakterizovana akutni nebo
chronickou aktivaci trombinu, tvorbou mikrosrazenin a aktivaci trombocytl, coz je
doprovazeno hyperfibrinolyzou (Silbernagl et al. 2012). Krvécivy stav nastava také pti

otravach jedy (kumarinovymi preparaty) a u predavkovani antikoagulanty (dikumariny)
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(Navratil et al. 2008). Snizeni tvorby koagulacnich faktorti se objevuje zejména u
onemocnéni jater, pti antikoagulacni 1€€bé (Hrubisko et al. 1983).

Vrozené defekty koagulacnich faktorti jsou vétSinou vzacné a jedna se
prevazné o defekt jen jednoho faktoru. Mezi nejcastéjsi koagulopathie patii hemofilie A
a B (Pecka 2004). Hemofilie A je zptisobena nedostatkem FVIII a hemofilie B
nedostatkem FIX. Jde o dédi¢né choroby s recesivnim typem dédi¢nosti, vazané na
chromozom X, postihuje tedy jedince muzského pohlavi (Hule et al. 1969).

Vyzna¢né misto zaujima von Willebrandova choroba, je charakterizovana
nedostatkem von Willebrandova faktoru (soucast komplexu faktoru VIII). Pfi snizené
aktivité¢ FVIIIc je porusena sekundarni plazmaticka srazlivost a naruSend funkce adheze
trombocytt (Karges Wolfram, Al Dahouk Sascha 2011). Onemocnéni je dédi¢né
prenosné (Hrubisko, Hule 1970).

1.6 Koagula¢ni vySetieni

Zakladni koagulacni vySetfeni umozni zjistit, zda se jedna o poruchu vnitini ¢i
vnéj$i koagulacni kaskddy. Definitivni diagndéza se provadi specializovanymi testy,
které umoziuji stanoveni hladiny jednotlivych koagulacnich faktorii. Zjistuje se také
defekt adheze a agregace trombocytll, pfipadné povrchovych destickovych antigent a
obsahu sekretorickych granuli.

Screeningové testy, jako napt. protrombinovy cas (PT), aktivovany parcialni
tromboplastinovy ¢€as (aPTT) a fibrinogen jsou dlleZité pro posouzeni zékladni
hemostazy. Méfeni PT, aPTT a fibrinogenu se provadi pomoci citratové plazmy, jsou to
nejCastéji pouzivané laboratorni testy u pacientli s podezienim na koagulopatii
.Protrombinovy ¢as (PT) slouzi k detekci poruchy zahrnujici aktivitu faktort I, II, V,
VI, X a k monitorovani 1ééby. Aktivivany parcialni tromboplastinovy ¢as (aPTT)
slouzi kdetekci vnitini cesty srazeni (FXII, XI, IX, VIII) a k monitorovani
antikoagulacniho ucinku heparinu (Casella et al. 2009). PT a aPTT nedavaji zadné
informace o in vivo interakci desti¢ek s koagula¢nimi faktory (Tanaka et al. 2009).

Laboratorni metody pouZzivané k diagnostice poruch hemostizy lze rozd¢lit
podle principu stanoveni metody na koagulacni, nefelometrické, turbidimetrické,

fotometrické a imunologické (MatySkova 1999). Laboratorni vySetieni je mozné
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rozdélit 1 schématicky na zakladni koagulacni vySetieni, koagulacni testy pii krvaceni,
specifické vysetieni slozek hemostdzy a pomocnd vySetfeni jeZ nesouvisi s hemostazou

(Navratil 2008).

Koagulaéni testy

Zakladem koagulacnich testli je stanoveni Casu k vytvofeni fibrinového
vlakna, méfeného od pfidani startovaci regencie k testovanému vzorku. Casy se
porovnavaji s ¢asem kontrolni plazmy (Pecka 2004) Typy koagula¢niho stanoveni jsou
manudlni a pfistrojové. Principem manudlniho stanoveni je detekce prvniho fibrinového
vlakna pomoci hacku ve vodni lazni (37st. C). Nyni se pouzivaji optické koagulometry,

elektricko- mechanické a hackové nebo kuli¢kové koagulometry (Pecka et al. 2010).

Nefelometrické , turbidimetrické testy

Jsou to fotooptické, zdkalové metody, kdy sledujeme mnozstvi odraZzeného
svétla na koloidnich Casticich .U turbidimetrickych metod se zjistuje pruchod svétla
vzorkem. U nefelometrie intenzita rozptyleného zareni ve sméru kolmém na dopadajici

paprsek (Matyskova 1999).

Fotometrické metody

Zakladem je stanoveni intenzity zbarveni v dusledku S$tépeni specifického
chromogenniho substratu. Méfeni se provadi pii vhodné vinové délce (MatySkova
1999). Pouzivaji se k posouzeni koagulacni aktivity serinovych protedz a inhibitor
koagula¢niho systému. Problémem u toho vySetfeni miize byt chyldézni plazma ( Pecka

et al. 2010)

Imunologické metody

Jsou zaloZeny na reakci antigen-protilatka. Pozivaji se metody: ELISA, EID,
LIA, RIA, latex-aglutinacni testy, hemaglutina¢ni testy (MatySkova 1999). V ptipadé
metody ELISA se zjistuje mnozstvi latky pomoci antigenu, nezjistuje se jeji funkénost.

U metody LIA (svételna nebo laserova imunoanalyza) se mnozstvi latky se zjistuje
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pomoci detekce antigenu. Jde o metodu kvantitativni. Aglutina¢ni testy jsou metody

semikvantitativni (Pecka et al. 2010).

1.6.1 Testy pouZzivané v hemostiaze

Globalni testy

Globalni testy popisuji cely srazeci process, nicméné v posledni dobé jsou

nahrazovany testy skupinovymi (Matyskova 1999).
Mezi tyto testy patfi napiiklad doba srazlivosti nativni krve (LEE-WHITE), doba

krvaceni, test konzumpce protrombinu, retrakce koagula, thromboelastografické

vySetieni, fibrinolyza plné krve, nebo euglobulinova lyza.

Doba srazlivosti nativni krve (LEE-WHITE): Mé&ii se ¢as od odbéru az po
srazeni krve, ve vodni 1azni pti 37st. C.

Krvaceni, doba krvacivosti: Orientatni metoda, kterd informuje zejména 0
funkci trombocyti.

Rezistence krevnich kapilar: Zjistuji odolnost stény vlaseCnic pii zvySeném
tlaku uvniti cév.

Test konzumpce protrombinu: Dvoufazova metoda, hodnoti schopnost ménit
protrombin na trombin.

Trombin generacni test: Test, ktery posuzuje tvorbu trombinu v case.
Tromboelastografické vysSetfeni: Hodnoti kvalitativni a kvantitativni tdaje
charakteristické pro vytvotfeni krevni srazeniny a kinetiku jejiho rtstu. Sleduje
jeji stabilitu, pevnost a schopnost retrakce.

Fibrinolyza: Tento test udava celkovou schopnost fibrinolytického systému.
Euglobulinovad 1yza: Poskytuje orientacni informaci o lytické aktivité

euglobulinové frakce (Pecka et al. 2010)

Skupinové testy

PT-protrombinovy Cas: Zakladnim skupinovym testem je tromboplastinovy test-
protrombinovy ¢as (PT). Monitoruje zevni koagulacni systém (Matyskova

1999). PT ptedstavuje Cas v sekunddch, potiebny k vytvotfeni srazeniny po
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pfidani tromboplastinu a Ca®* iontd do citratové plazmy (Herrewegen et al.
2012). Vysledky se vyjadiuji v sekundach s udanim ¢asu denniho normalu, nebo
jako pomér ¢ast R=cCas testované plazmy/€as normalu, v % normalni koagula¢ni
aktivity. Lze také vypocitat INR (mezinarodni normalizovany pomér), ktery je
vypocitan za pouziti mezindrodniho indexu citlivosti (ISI), ktery je
charakteristicky pro pouzité tromboplastiny, a stfedni hodnoty protrombinového
Casu. ISI je mezindrodni index citlivosti a vyjadiuje citlivost pouzivané¢ho
tromboplastinu stanovenou oproti mezinarodnimu tromboplastinu. Dnes se
uvadi vyrobcem reagenci (MatySkova 1999). U pacientt uzivajicich peroralni
antikoagulacni 1€ky je 1éCba sledovana stanovenim protrombinového ¢asu (PT) a
vysledek se udava v INR (international normalised ratio — mezinarodni
normalizovany pomér). Svétova zdravotnicka organizace (WHO) jiz na pocatku
80. let doporucila pouzivat jako jednotky pro méfeni koagulace INR namisto
jednotek Quickova ¢asu. Hodnota INR se vypocita z protrombinového Casu a
mezinarodniho indexu citlivosti (ISI) tromboplastinu, ktery dand laboratof
pouziva. Ugelem je vyrovnat rozdily v riizné pouzivanych tromboplastinech a
analyzatorech, jez jsou pouzivany v ruznych laboratofich. Pacient tak muze
dostat stejné vysledky bez ohledu na to, kde se krevni test provadél (de Miguel
D et al. 2003)

Aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as aPT: Jedna se o test, ktery
monitoruje vnitini koagulacni systém (MatySkova 1999). Princip testu spociva v
pfidani parcidlniho tromboplastinového ¢inidla k citratové plazmé. K nému se
poté se prida roztok chloridu vapenatého a méfi se Cas potiebny k vytvoreni
prvni srazeniny (Herrewegen et al. 2012). Vysledky se udavaji v sekundach s
uddnim denniho normdlu a jako pomér €asti R = cCas tastované plazmy/Cas
normalu (Matyskova 1999). aPTT je laboratorni test b&éZné pouzivany k
monitorovani 1écby heparinem (Boroumand et al. 2010). Fyziologicky
prodlouzeny ¢as nachézime u novorozencti (Matyskova 1999).

Trombinovy test (TT) - zkouma tieti fazi koagulace, tj. $tépeni fibrinogenu
trombinem. Pfidanim enzymu trombinu k testované plazm¢ dochazi k pfeméné
fibrinogenu na fibrin. Vysledky se vyjadiuji v sekundéach, normalni hodnoty jsou

12-16 s. (Penka et al. 2009 )
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e Reptilazovy test: Jedna se o modifikaci trombinového testu, monitoruje $tépeni
fibrinogenu. Jako reagencie se pouziva reptilaza (hadi jed), ktera vykazuje
aktivitu podobnou trombinu (odstépuje z fibrinogenu pouze fibrinopeptidy A za
vzniku modifikované formy fibrinu). Test neni ovlivnén pfitomnosti heparinu ve
vysetiované plazmé. Vysledky se vyjadiuji nejcastéji v sekundach nebo jako
pomér Casu testované plazmy a plazmy normalu (R). K prodlouzeni ¢ast testu
dochdzi nejcastéji u kvalitativnich a kvantitativnych poruch fibrinogenu,
poruchy polymerizace fibrinu, nebo pii zvySené hladin¢ fibrin/fibrinogen
degradacnich produkti. (Penka et al. 2009).

Specifické testy

Mezi tyto testy fadi stanoveni funkéni aktivity slozek koagulacniho a
fibrinolytického systému, a fibrinogenu. Testy jsou jednofazové, nebo za pomoci

substratii (metody pfimé a nepiimé detekce).
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2. Cil prace a hypotézy

2.1 Cil prace

Cilem této prace bylo porovnat namérené hodnoty zékladniho koagula¢niho
vysetfeni (PT, aPTT) ze stejného vzorku krve ve tfech riznych laboratofich, na tfech

ruznych koagulometrech v tyz den, do 4 hodin po odbéru.

2.2 Hypotézy

Hypotéza ptedpokladd, Ze namétené hodnoty budu vykazovat minimdlni rozdily.
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3. Materialy a metody

Vzorky, které byly pouzity pro tuto praci byly ziskany v laboratoti Synlab
czech s.r.o. Do této laboratofe jsou svazeny svozovou sluzbou od terénnich 1ékaiti. Bylo
nahodné vybrano 50 pacientskych vzorki. Do souboru byli zatazeni pacienti bez ohledu
na moznou lécbu. Divodem je, Ze tato 1écba neni na zddance vzdy uvedena (a¢ by
uvedena byt meéla). V souboru jsou tak pacienti sledovani pro néktery druh
antikoagulacni 1éCby, tak i zdravé osoby (pfedoperacni vysetieni). Tyto vzorky jsem tyz
den a do 4 hodin po odbéru nejprve zméfila v laboratofi Synlab czech s .r .0. pak v
laboratofi Stafila s. r. 0. a poté v laboratofi Medipont s. r. 0. U vSech vzorkl byl zméten

protrombinovy ¢as (PT) a aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as (aPTT).

3.1 Preanalyticka ¢ast

Obsahuje soubor postupti a ¢innosti, kterymi projde vzorek od okamziku
odbéru, do okamziku zpracovani vzorku. Zahrnuje mimo jiné pfipravu pacienta pred
odbérem, vlastni odbér s identifikaci pacienta, uloZeni a transport materidlu do

laboratofe.

Na krevni vzorky pro biologickou analyzu se nej€astéji pouzivaji zkumavky ze
skla nebo plastu. Ty musi spliiovat ptisna kritéria pro dobu pouzitelnosti a podminky
uchovavani. Obsah zkumavky zavisi na typu analyzy. Pro koagula¢ni vySetfeni obsahuji
antikoagula¢ni cCinidlo. Antikoagula¢nim ¢inidlem midze byt heparin, EDTA
(ethylendiamin tetraacetic acid) nebo citrat. V hemostaze je to nejéastéji citrat sodny
0,109 — 0,129 M. Je nutné dodrZet spravny pomér odebirané krve a citratu, je to poméer
1:9. Vzorky by nemély obsahovat tkanové fragmenty, které mohou ovlivnit vysledky
testlt (PT, aPTT). N&které zkumavky pro hemostazu maji proti destickoveé ptipravky.
Koagula¢ni testy jsou citlivé na nedodrzeni spravného postupu v preanalytické fazi
(Schved et al. 2002).

Piesna standardizace v preanalytické a analytické fazi je rozhodujici pro

dosazeni spravnosti a ptesnosti vysledkti .Velky vliv na vysledek mé& nedodrzeni
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ptesného poméru krve ve zkumavce a nepromichani krve (Lippi et al. 2004). Vzorky
s viditelnou hemolyzou by nemély byt pouzivany u testt jako je aPTT a PT (Laga et al.
2006).

Dilezitou soucasti preanalytické faze u testi hemostazy je centrifugace.
Nejcastéji centrifugujeme pii 2500g po dobu 15 minut Pii vysoké rychlosti 11000g po
dobu 2minut se vysledky PT, aPTT neméni. (Boudaoud et al. 2006).

Nejucinnéjsi zpusob, jak se vyhnout chybam, je mit zavedeny kompletni
systém fizeni kvality v ISO 15189 (Lai et al. 2012). Preanalytické postupy zahrnuji
nalezitosti pro odbér primarnich vzorkl, sledovani primarnich vzorka, identifikaci

jednotlivce, sledovani vzorka béhem dopravy ( Lai et al. 2012).

Vysledky koagulaéniho vySetieni miZze ovlivnit fada fyziologickych i
nefyziologickych faktort, které se mohou vyskytnout pfi manipulaci s biologickym
materialem. Pacient ma byt proto relaxovan a v Klidu. Je-li pacient rozruSeny, je nutné
ho nechat alesponn 15 minut v klidu, nezZ za¢neme s odbérem. Proto je dilezité
poskytnout pacientovi klidné, piijemné prostiedi, které zajisti, ze pacient je pied

odbérem vzorku uvolnény.

Vlivy, které mohou mit vliv na vysledek vySetfeni, jsou rizné - pohlavi, vék,
vaha, slozeni stravy, léky, choroby, fyzicky a psychicky stres, nebo napiiklad vliv
psychotropnich latek (kava, drogy). Vysledek koagulace mohou ovlivnit téz nckteré
Iéky. Naptiklad: kyselina valproova snizuje hladinu fibrinogenu, a faktoru VIII,
v piipadé asparaginasy klesaji hodnoty fibrinogenu, AT III, proteinu C a proteinu S,
antibiotika zase pusobi proti vstiebavani vitaminu K tim, ze likviduji stfevni bakterie.
Vysledek koagulacnich testl a tim 1 jejich spolehlivost zavisi 1 na technice odbéru. Pfi
prili§ dlouhém zaSkrceni paze se uvolnuji aktivatory fibrinolyzy a tim se zvySuje
fibrinolytickd aktivita krve. Dlouhy odbér krve, tenké kanyly nebo prudké vypusténi
krve vedou ke vzniku stop trombinu a tim k aktivaci koagulac¢nich faktort.. Pfi
intenzivnéjsi tvorbé fibrinu je pak znama in vitro spotieba fibrinogenu, koagula¢nich
faktorti a trombocytl. Toto mlze byt povazovano za spotiebni koagulopatii. Hirudin a

ostatni pfimé trombinové inhibitory prodluzuji protrombinovy cas. U vzorkd od
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pacienti s hematokritem vétSim nez 55% se doporucuje nastaveni antikoagula¢niho
poméru dle vypoctu: C = 1,85.10° x (100 - Hct) x V; kde: C = objem roztoku citratu
(ml); V = objem krve v odbérové zkumavce (ml); Hct = hematokrit pacienta (%)).
Vysoky hematokrit miize zpusobit falesné delsi vysledky testii. Po odbéru je nutné
vzorek promichat a pak provést transport do laboratofe. Transport vzorku musi byt
proveden co nejrychleji. Stabilita vzorku citratové krve pfi transportu pii +18 az + 25

°C je dle typu vySetieni 4-6 hodin.

Pfi pfijmu do laboratoie se provede prezkoumani vzorku (ovéfeni shodnosti a
uplnost identifikacnich udaji, spravnost odbéru), zapis do LIS (Laboratorni Informacéni

Systém) a oznaceni vzorkl ¢arovym identifikaénim kodem.

Po ptfijmu a identifikaci materidlu se provede centrifugace citratové krve (cca

2500g po dobu 15min).

3.2 Analyticka ¢ast

Analytickd faze zacina vlozenim vzorku do analyzatoru. Kazda laboratoi ma
své vlastni standardni operacni postupy (SOP). Obsahuji jak postupovat pii piipraveé
diagnostickych reagencii, zhotoveni kalibraci, provedeni kontrol a vlastni provedeni

méfeni.

Kontrola kvality v oblasti laboratorni mediciny se vztahuje na vSechny postupy
béZné pouzivané v laboratofich pro sledovani rutinniho testovéani. Cilem je zjistit
ptfipadné chyby a opravit je diive, neZ jsou vydany vysledky. Zejména vnitini kontroly
kvality (IQC) a externi hodnoceni kvality (EHK) jsou programy, které slouzi k

hodnoceni a zlepSovani kvality v laboratorni medicing. ( Plebani 2008).

3.3 Postanalyticka faze

Patii sem systém komunikace mezi indikujicim lékafem a laboratofi. Funguje

na zpusobu svozové sluzby, jez dopravuje vysledky vySetfeni zpét Iékaiim v tiSténé
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podobé, probiha i elektronicky ptenos vysledkl, konzultace a telefonické hlaSeni

patologickych hodnot.

3.4 Principy analyzatoru pouzitych v této praci

Vysetieni byla provedena na téchto pfistrojich s rozdilnym principem a zpusobem

méfeni:
Sysmex CA 1500, Siemens (Synlab s. r. 0.)

Princip: Sysmex CA 1500 je pIn¢ automaticky koagula¢ni analyzator. Pracuje na
fotometrickém principu méfeni. Jako svételny zdroj slouzi halogenova lampa, ktera
emituje bilé svétlo. MéEfi se pii vinové délce 405 nm. Motor toci s filtry tak, ze podle
zvoleného testu se v draze lampy nachézi ptislusny filtr. Filtrované svétlo se dostava
pres Ctyti svételné vodice ke kyvetam v méficich polohach. Kyvety a jejich obsah svétlo
rozptyluji. Jestlize se v kyveté uskutecni koagulacni reakce, zméni se svételna
propustnost (transmise) obsahu kyvety. Jako dikazova reakce slouzi pfi této metodé
pfeména fibrinogenu na fibrin. Ndhlou tvorbou koagula se prudce redukuje transmise

svétla. Méfime Cas srdzeni- tj. dobu od piidani startovaci reagencie po zacatek srazeni.

Koagulometricky stanovujeme: aPTT, PT
Pouzivané reagencie:
e Thromborel S 10 x 10ml, Siemens healthcare diagnostics
e Dade Actin FS Activated PTT Reagent 10 x 10 ml, Siemens healthcare
diagnostics
e Calcium chloride (CaCly) Solution (0,025 mol/l), Siemens healthcare diagnostics
e CA CLEAN II, Siemens healthcare diagnostics
e Controlplazma N, Siemens healthcare diagnostics
e Ci-Trol 2 P, Siemens healthcare diagnostics
e PT-Multicalibrator, Siemens healthcare diagnostics

Detaily o pfistroji jsou uvedeny v ptilohéch.
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ACL Elite PRO, Comesa (Stafila s.r.o.)

Princip: ACL Elite PRO pouziva nefelometrie k detekci krevnich srazenin. Analyzator
meri mnozstvi svétla rozptyleného ve vzorku v thlu 90°. V chromogennim kanalu je
zdrojem svétla halogenova lampa, ze které zafeni sméfuje do reakéni kyvety v rotoru
pomoci kiemenného optického vldkna a zaostfovaciho systému. Volba vinové délky pro
analyzu se provadi pomoci uzkopasmového filtru se sttedem v 405 nm.

Pouzivané reagencie:

e HemosIL RecombiPlasTin 2G, vyrobce Instrumentation Laboratory

e HemosIL aPTT SP( Liquid), vyrobce Instrumentation Laboratory,

e Chlorid vapenaty, vyrobce Instrumentation Laboratory,

e Clean; 0,1 N HCI, ¢istici roztok, vyrobce Instrumentation Laboratory
e Wash-R emulze - 1000 ml, vyrobce Instrumentation Laboratory

e Kalibra¢ni plazma, vyrobce Instrumentation Laboratory

Detaily o pfistroji jsou uvedeny v ptilohéch.
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START 4, Stago (Mediponts.r.o.)

Princip: Urceni vzniku koagula je zaloZeno na stanoveni zmény velikosti rozkyvu
kulicky. To je snimano induk¢nim senzorem. Draha kulicky je v kyveté¢ vymezena
zaktfivenim dna kyvety. Kyvavého pohybu kulicky je dosazeno pomoci
elektromagnetického pole tvofeného dvéma nezavislymi civkami. Intenzita
magnetického pole se mize ménit v zavislosti na testu, ktery bude provadén (PT,
aPTT). Tento pohyb je vyhodnocovan algoritmem, ktery vypocte piislusnou hodnotu
koagula¢niho ¢asu. Pro méieni PT a aPTT musi byt reagencie 1 plazma vytemperovany

na 37°C (Uzivatelska prirucka 1998).

Pouzivané reagencie: K méfeni se pouziva sada €inidel Néoplastine Cl Plus obsahujici
e Néoplastine Cl Plus — ¢inidlo 1, lyofilizovany tromboplastin
e Rozpoustédlo — ¢inidlo 2, obsahuje vapnik
e PTT automate — lyofilizované c¢inidlo, obsahuje kefalin (nédhrada krevnich
desticek)
e Unicalibrator — kalibra¢ni plazma
e Coag control N + P — normalni a abnormalni kontroly

Detaily o pfistroji jsou uvedeny v piilohach.

3.5 Méreni kontrol
V kazdé dané laboratof v rdmci spravné laboratorni praxe se pred spuSténim

analyzy pacientskych vzorkli méfi denni kontroly. Kontrola normalni, ktera je ve
fyzilologickych mezich a kontrola patologicka, kterd je je mimo toto rozmezi. Spravné
vysledky kontrol ndm davaji ujiSténi, ze ten ktery analyzator méfi spravné.VSechny
zméfené kontroly jsou vytiStény a zaarchivovany. Laboratofe se také ucastni externiho
hodnoceni kvality (EHK). SEKK (Syst¢ém externi kontroly kvality), jakoZto
akreditovany poskytovatel EHK, provadi tuto ¢innost v souladu s pozadavky normy
ISO 17043. EHK probiha formou tzv. cykli. Kazdy cyklus EHK spocivd vtom, Ze
ucastnikiim cyklu jsou rozeslany nezndmé vzorky a po Uc€astnicich je pozadovano, aby v
téchto vzorcich provedli urcitd méfeni, zkoumani nebo testy a jejich vysledky spolu s
dalsimi doplnujicimi informacemi zaslali SEKKu ( SEKK — mezilaboratorni hodnoceni

na tuzemi Ceské republiky).
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3.5.1 Vnitrni kontrola kvality

Jedna se o systém, ktery ma zvysit pravdépodobnost, ze vysledky vydané
laboratoii jsou validni a pouzitelné pro 1ékafe pti 1éCbe 1 diagnostice pacienta. Cilem
vnitini kontroly kvality je minimalizovat a odhalit chyby. Uéelem je ziskani vysledku,
jez mé mit pfibliznou hodnotu pravdivé hodnoty, aby byl splnén zamysleny ucel (Pecka

2010).

Validace

Zakladnim aspektem je, ze metoda spliluje potieby uzivateli laboratornich
sluzeb (klinicky aspekt). U metod s CE znackou to doklada vyrobce. Dalsim aspektem
je validace vlastniho analytického postupu (zékladni znaky analytické metody).
Hlavnim cilem validace je hodnoceni analytickych a vykonnostnich znakti metod a
prikaz, ze bylo dosazeno pozadované tirovné téchto znakl. V laboratorni mediciné to
znamena, ze vysledky méfeni jsou efektivnim ndstrojem diagnostiky, terapie a
prevence. Validace metod je v klinickych laboratofich vyzadovana normami fizeni

kvality (1SO 17025, 1SO 15189) (Fridecky 2004)

Validace je potvrzeni ziskané prostfednictvim poskytnuti objektivnich diikazd,
ze pozadavky na specifické zamyslené pouziti nebo specifickou aplikaci byly splnény.
Validace potvrzuje, Ze méfici postup/méfici systém/vyrobek IVD MD (In vitro
diagnostic — medical device) je schopen plnit pozadavky na né kladené. Jinak feceno, ze
urovenl méteni je dostateCnd, postupy méteni korektni a s fadné provedenou kalibraci.

(Fridecky 2004)

Verifikace

Utelem laboratorni verifikace metod je potvrzeni, Ze ziskané hodnoty
analytickych a vykonnostnich znak jsou ve shodé¢ s hodnotami deklarovanymi
vyrobcem a Ze jich lze v konkrétni laboratofi docilit za béZnych podminek rutinni

¢innosti. Pfedmétem verifikace je schopnost realizovat méfici proces v konkrétni
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laboratofi v daném case a prostoru. Rozhodujicim vystupem verifikace by méla byt

seriozn¢ odhadnutd hodnota nejistoty méteni(Fridecky 2004).

3.5.2 Aritmeticky primér
Aritmeticky primér AM se vypocita jako podil souctu vSech namétenych

hodnot ku poc¢tu méteni.

3.5.3 Smérodatna odchylka

Vypovidd o tom, jak moc se od sebe navzajem li§i vysledky v souboru
zkoumanych ¢isel. Je-1i mala, jsou si soubory vétSinou navzajem podobné. Naopak
velka smérodatna odchylka signalizuje velkou vzajemnou odlisnost. Smérodatna

odchylka je nejuzivangjs$i mira variability.

3.5.4 Dosazena hladina vyznamnosti

Dosazena hladina vyznamnosti (p) -  pravdépodobnost obdrzenych dat
odporujicich nulové hypotéze, za piedpokladu, Zze je nulova hypotéza pravdiva. Je-li p
hodnota mensi nez 5%, pak vysledek je statisticky vyznamny, je-li p hodnota mensi
nez 1% mluvime o vysoké statistické vyznamnosti.
Obvykla praxe poklada statisticky vyznamny vysledek za skuteny efekt a v disledku
toho za klinicky dilezity a naopak. Toto vSak nemusi byt opravnéné. Nekdy mize byt

rozdil statisticky vyznamny, ale klinicky nevyznamny a naopak.

3.5.5 Rozptyl

Vyjadiuje velikost rozptyleni hodnot kolem jeji stfedni hodnoty
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4. Vysledky

4.1 Vypocet vysledki

U protrombinového ¢asu (PT) se hodnoty uvadéji v sekundach s udanim ¢asu
denniho normalu, v hodnotach Ratio (R), coZ je pomér Casu testované plazmy a Cas
normalu a jako hodnota INR coz je mezinarodni normalizovany pomér a jeho hodnota
se spocte jako: INR = RS ISl je mezinarodni index citlivosti a vyjadfuje citlivost
daného tromboplastinu vii¢i mezinarodnimu standardnimu tromboplastinu. Hodnota ISI
musi byt uréena pro kazdou Sarzi tromboplastinu a v dnesni dobé je vzdy uvadéna
vyrobcem reagencie. aPTT vyjadiujeme v sekundach a jako R, coZz je pomér Casu

testované plazmy a ¢asu normdlu (Penka et al. 2003).

U reagencii pouZitych v laboratofi Synlab s.r.o. je rozmezi na vysledkovém
list¢ nasledujici: INR: 0,8-1,2 , aPTT : 22-28sec. ISI pouzitého tromboplastinu 1,06 a
denni normal N = 10,9 sec., u aPTT N=26,4sec.

V laboratofi Stafila s.r.o. je rozmezi na vysledkovém listé nasledujic: INR 0,8-
1,2, aPTT 24-35sec. ISI pouzitého tromboplastinu 0,97 a denni normal N=11,9, u aPTT
N=28,4sec.

V laboratofi Medipont s.r.0. . je rozmezi na vysledkovém list¢ nasledujici:
INR: 0,8-1,2, aPTT= 28-36, ISI pouzitého tromboplastinu 1,29, a denni normal N=13,5,
aPTT N= 32,0sec.
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4.2 Vysledky

V tabulce uvadim namétfené hodnoty 50-ti ndhodné vybranych vzorkl na tiech
ruznych koagulometrech. Kazdy vzorek byl zméten do 4 hodin od odbéru.

Tabulka 1: Namérené hodnoty protrombinového casu (PT) a aPTT

Sysmex CA1500 ACL Elite Pro Stago-ST4
Quick
APT
vzorek | Sec. INR APTT | Sec. INR APTT | Sec. INR T

1 26 1,17 46,9 | 25,2 219 39,1234 197 59,6
2 10,3 0,94 23 92 079 321|108 0,88 38,6
3 21,3 2,02 355 |206 1,79 30,7 |208 1,75 40,5
4 14,4 1,34 37,7 | 12,8 1,11 34,6 | 14,2 1,26 44,6
5 30,7 298 41,1 |329 287 368 | 26 2,78 50,7
6 24,1 2,31 43,5 | 23,7 2,06 34,1 23,7 247 46,3
7 18,2 1,712 279 |16,7 1,45 255|185 1,78 33,7
8 251 2,46 36,3 | 264 2,3 34 | 25,2 2,67 435
9 31,7 3,08 44,2 | 32,1 2,8 31,6 | 28,7 3,17 45,7
10 34,1 3,33 49,1 |368 3,21 40,2 |31,3 3,55 55,2
11 289 2,79 41,4 | 26,4 23 35,1 | 26,9 291 49,5
12 13,9 1,29 30,8 13 1,12 34,5 | 14,6 1,31 47,2
13 206 195 35,5 |18,7 1,62 285 | 20 1,97 42
14 11,7 1,07 299 |10,8 0,93 32,3 12,1 1,02 38,7
15 11,2 1,02 27,2 |108 0,93 285 |12,1 1,02 354
16 11,3 1,03 25,1 | 10,7 0,92 23,6 | 12,6 1,08 30,2
17 30,7 2,98 46,3 |31,4 2,73 47,5|29,7 3,31 61,4
18 309 3 39,1 | 30,7 2,67 41,8 |28,7 3,17 52,3
19 49,8 4,97 53,7 | 595 521 576|439 5,53 68,2
20 23,7 2,27 32,4 |23,2 2,01 374|231 238 47
21 17,4 163 343 |148 1,28 29,1 | 169 1,58 46,1
22 23,1 2,2 38,8 | 28,7 2,5 36,2 | 21,7 2,2 50,2
23 179 1,68 28,7 |17,6 1,52 25 | 18,3 1,76 38,6
24 31,4 3,05 383 |355 31 33,7 | 30,5 3,43 50,5
25 10,9 1 24,2 | 10,6 091 25,1129 1,11 34,6
26 253 2,43 359 |248 2,15 33,4 24,2 2,53 49,1
27 18,3 1,72 33,1 | 155 1,34 37,6 |21,6 2,18 40,3
28 11,9 1,09 28,7 109 094 32,8 11,8 0,99 34,6
29 47,5 4,73 50,7 | 58,8 5,15 43 | 42,4 5,28 73,7
30 12,1 1,112 32,2 | 11,9 1,03 355 13,6 1,19 44,9
31 244 2,34 40,9 | 23,6 2,05 36,1233 241 48,5
32 186 1,75 33,7 |169 146 329|194 19 419
33 21,6 2,05 32,7 (209 1,81 306|215 2,17 39
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34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

23,6
27,7
23,7
12
12
11,7
11,5
18,8
12,1
29,1
33,7
28,4
32,7
12,4
26,5
19,1
34,1

2,26
2,67
2,27
1,1
1,1
1,07
1,05
1,77
1,11
2,82
3,29
2,74
3,19
1,14
2,55
1,8
3,33

42,8
39,5
42,3
26,1
28,1
30,7
27,8
37,8
29,9
42,3
46,6
39,2
38,3
28,8
36,5
35,2
33,9

22,4
28
25,7
12,2
10,7
10,4
10,3
16,6
11,4
29,3
31,7
26
31,4
11,9
24,9
17,1
a7

1,94
2,43
2,23
1,05
0,92
0,9

0,89
1,44
0,98
2,55
2,76
2,26
2,73
1,03
2,16
1,48
4,1

37,4
33
33,9
29,4
27,4
27,5
26,1
30,7
32,4
36,9
47,5
37,7
38,3
27,1
35,8
25,5
34,6

23,1
27
23,4
12,7
13,6
13,1
12,9
18,4
12,3
27
29,8
21,5
27,4
14
23,4
18,3
31

2,38
2,92
2,42
1,09
1,19
1,13
1,11
1,77
1,04
2,92
3,33
2,17
2,98
1,24
2,42
1,76
3,51

52,7
44,9
43,7
37,3
36,1
38,5
35,7
47,2
39,6
50,7
63,1
52,7
49,1
37,8
47,2
50,8
35,9
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Tabulka 2: Prumer, rozptyl a smérodatna odchylka u INR

Sm.
Pristroj Pocet Priimér Rozptyl odchylka
Sysmex CA1500 50 2,12 0,91 0,95
ACL Elite Pro 50 1,96 1,03 1,02
Stago-ST4 50 2,20 1,07 1,04
3,5
3,0
2,5 1
1]
°
[=
T 2,0 -
=
e
= 1,5
=
51,0 - 2,20
0,5 A
0,0 -
Sysmex CA1500 ACL Elite Pro Stago-ST4
Pristroj

Obr. ¢. 2: Prumeér nameérenych hodnot INR v zavislosti na koagulacnim pristroji

Tabulka ¢. 3: Aritmeticky prumer, rozptyl a smerodatna odchylka u mereni PT

Sm.
Pristroj Pocet Prumér([s] Rozptyl[s] odchylka
Sysmex CA1500 50 22,372 86,8 9,3
ACL Elite Pro 50 22,582 134,3 11,6
Stago-ST4 50 21,466 57,8 7,6
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Obr. ¢. 3: Primér namérenych hodnot PT v sekundach v zavislosti na koagulacnim

pristroji

Tabulka ¢. 4: Primer, rozpyl a smérodatna odchylka uvedend v sekunddach u aPTT

Sm.
Pristroj Pocet Prumér Rozptyl odchylka
Sysmex CA1500 50 36,092 52,43 7,24
ACL Elite Pro 50 33,954 40,73 6,38
Stago-ST4 50 45,706 81,13 9,01
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Obr. ¢. 4: Prumeér namérenych hodnot aPTT v sekunddch v zavislosti na koagulacnim

pristroji

Tabulka ¢. 5: Primeér, smérodatnd odchylka a dosazend hladina vyznamnosti u INR

rozdil namérenych hodnot dosazena

hladina
pramér sm. odchylka vyznamnosti
Sysmex-ACL 0,17 0,23 0,1%
Sysmex-Stago -0,07 0,20 2,0%
ACL-Stago -0,24 0,24 <0,1%
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Obr. ¢. 5 : Rozdil primérnych namétenych hodnot PT v INR, porovnéni pfistroji mezi

Tabulka ¢. 6 : Prumer, smérodatnd odchylka a dosazena hladina vyznamnosti

V sekundach u PT

rozdil namérenych hodnot  dosaZena

hladina

prGmér  sm.odchylka vyznamnosti
Sysmex-ACL -0,21 3,26 91,8%
Sysmex-Stago 0,91 2,16 100,0%
ACL-Stago 1,12 4,62 28,2%
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Obr. ¢. 6 : Rozdil priumérnych namérenych hodnot PT v sekunddach, porovnani pristroju

mezi sebou

Tabulka ¢. 7 : Prumer, smérodatnd odchylka a dosazena hladina vyznamnosti

V sekundach u aPTT

rozdil namérenych hodnot dosazena

hladina
pramér  sm. odchylka vyznamnosti
Sysmex-ACL 2,14 4,58 0,5%
Sysmex-Stago -9,61 4,29 <0,1%
ACL-Stago -11,75 5,17 <0,1%
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Obr. ¢ T: Rozdil prumernych nameérenych hodnot aPTT v sekunddch, porovnani

pristrojit mezi sebou
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4. Diskuze

Hlavnim cilem mé prace bylo porovnat naméfené hodnoty koagula¢niho
vysetieni (PT, aPTT) ze stejného vzorku krve, ve tfech riznych laboratofich, na tfech
ruznych typech koagulometri. Byly pouzity rizné typy reagencii S riznym ISI
(International Sensitivity Index) — mezinarodni index senzitivity. ISI je charakteristika
kazdé Sarze tromboplastinu, povinné uvadénd vyrobcem na kazdém baleni. U
tromboplastinu Tromborel S bylo ISI 1,06, u RecombiPlasTin 2G bylo pouzito ISI 0,97
a Neoplastine CL Plus m¢l ISI 1,29. Doporuceni pouziti INR bylo publikovano i u nas
jizvr. 1987.

Hodnota INR se pocitd z pacientova koagulacniho ¢asu. Tento vypocet
zahrnuje hodnotu ISI. ISI hodnotu vypocitava kazdy vyrobce porovnanim s
mezinarodnim standardnim tromboplastinem. Timto opatfenim je kompenzovéana
odlisnd citlivost rlznych reagencii na trhu. Vzorec pro vypocet INR:
Koagula¢ni ¢as pacienta nejprve délime koagulaénim ¢asem normdlu. Protoze vSak
rizné tromboplastiny maji podle svého ptivodu riiznou citlivost, musime do vypoctu
zahrnout vypocteny faktor senzitivity (ISI) ptislusného tromboplastinu. ISI je exponent,

kterym se vypocteny podil umocni.

Krevni vzorky pro analyzu z plazmy byly odebrany ze Zily do zkumavek
obsahujicich citrat sodny (0,129 M) a centrifugovany pii 2500 otakach 15 minut
(Karon et al. 2008).

Vzorky byly vybrany ndhodnym vybérem, coZ znamend, Ze byly vybrany
zcela ndhodné a nezavisle na jakémkoliv parametru. VSechny porovnavané analyzatory
maji platny valida¢ni protokol. Pro kontrolu kvality byly pouZity certifikované kontrolni

materialy s udanym rozmezim hodnot.

Pfi porovnani tii koagulometri: Sysmex CA 1500, ACL Elite PRO a Start 4
byly naméfeny hodnoty téchto vySetfeni: protrombinovy ¢as a aktivovany parcialni

tromboplastinovy ¢as.

46



U protrombinového casu byly naméfeny tyto hodnoty, pro ten ktery
koagulometr: Sysmex CA 1500 : primér INR = 2,12, sm. odch. = 0,9, primér
v sekundach = 22,372, sm. odch. = 9,3; ACL Elite Pro : primér INR = 1.96, sm. odch. =
1,02, praimér v sekundach = 22,582, sm. odch. = 11,6 ; Start 4 : INR = 2,20, sm. odch. =
1,04, pramér v sekundach =21,466, sm. odch. = 7,6. Pii porovnani vysledk z téchto tii
analyzatori mezi sebou byly dosaZené hladiny vyznamnosti méné jak 5%. To znamena,
ze se jednotlivé koagulometry mezi sebou v hodnotach INR statisticky vyznamné lisi.
| ptes pouziti systému INR doSlo k rozdilim pii vySetfeni stejné plazmy riznymi
tromboplastiny a riznymi koagulometry. Vyjadieni vysledku protrombinového casu
formou INR je zakladnim pfedpokladem k tomu, aby Iékat mohl uspésné 1écCit pacienty
(Kessler 2005).

Je dulezité si uvédomit, ze rozdilné hodnoty INR mohou nastat uz chybou
Vv preanalytické fazi (chybny odbér krve, nepromichani vzorku ihned po odbéru,
nedodrzeni poméru krev:citrat) (Karon et al. 1995).

Nameétené hodnoty v sekundach u PT jsou ve shodé€, nebot’ dosazena hadina
vyznamnosti je > 5%. I pfi porovnani koagulometrti mezi s sebou je shoda, jak ukazuje
tabuka €. 6, kde dosazena hladina vyznamnosti je také > 5%.

Dalsim méfenim byl aktivovany parcialni protrombinovy ¢as (aPTT), kde jsou
naméfené hodnoty nasledujici : Sysmex CA 1500 : primér v sekundach =36,092,
sm.odch.= 7,24; ACL Elite Pro : primér v sekundach = 33,954, sm.odch. = 6,38; Start
4, pramér v sekundach = 45,706, sm.odch.= 9,01. Pfi porovnani analyzatori mezi
sebou, byly dosazené hladiny vyznamnosti méné jak 5%. To znamena, ze se jednotlivé

vysledky mezi sebou lisi.

I pro tuto metodu pouziva kazda z danych laboratofi rizné reagencie. Jsou to
Actin FS, aPTT Liquid SP a PTT Automate 5. Maji riizné denni normdaly a rizna

rozmezi pi1 uvedeni vysledku na vysledkovém listé.
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5. Zavér

Cilem mé prace bylo porovnat naméfené hodnoty zékladniho koagulac¢niho
vySetieni (PT, aPTT) ze stejného vzorku krve ve tfech rtiznych laboratofich, na t¥ech
riznych typech koagulometrti. To bylo provedeno u 50 vzorkt v ¢asovém obdobi od 11.
9.2012 az 14.9. 2012.

U hodnot, které jsem naméfila byly vypocitany primérné hodnoty, smérodatné
odchylky. Metodou Anova sopakovanim byly vypocitiny dosazené hladiny
vyznamnosti. Z téchto vyplyva, ze se INR a aPTT v sekundach od sebe lisi. U
porovnani jednotlivych pfistroji mezi sebou je dosazend hladina vyznamnosti
vypoétena za pomoci metody: Post-hoc test- Bonferroni a ukazuje, Ze se i tyto

jednotlivé ptistroje mezi sebou lisi.

Laboratorni praxe tedy ukazuje, Ze koagulaéni vySetieni provedené v riznych
laboratotich, tyz den, od stejného pacienta vykazuji riizné hodnoty. To zpochybiiuje
spolehlivost provedenych vySetieni v dané laboratofi a Iékaife mohou uvadét tyto

vysledky v nejistotu.
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Prilohy

Sysmex CA 1500

Popis pristroje:

PIn¢ automaticky koagulaéni analyzator umoznujici analyzovat vzorky s
pouzitim srazecich, chromogennich a imunoassay detekénich metod.

Ptistroj je tvofen vlastnim analyzatorem, ktery je tvofen télem analyzatoru,
pohyblivymi rameny pipetoru, podavatem vzorkd (racktl) a fidici jednotkou -

pocita¢em. Analyzator pracuje na fotometrickém principu méfeni. (Uzivatelsky manual
2010).

Obr. ¢. P1: Sysmex CA 1500
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Obrazek €. P3: Pohled dovnitf ptistroje
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Obrazek ¢. P4: Zasobni nadoba
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ACL Elite Pro

- 10
Ty
1z
14—
13—
1. Wash-R Emulsion 5. Sampling Arm 10. Rotor Transport (Elite Pro)
2. Dilutors 6. Floppy Disk Drive 11. Rotor Waste Arca
3. Sample Tray 7.LCD 12. Keyboard
4. Reagent Area 8. Rotor Stack Area  13. Adapters Area

9. Rotor Holder Cover 14. Liquid Waste Outlet

Obrézek €. P5: Schéma pfistroje.
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Obrazek &. P6: ACL Elite PRO

Obrazky pievzaty z https://www.beckmancoulter.com/ucm/idc/groups

57


https://www.beckmancoulter.com/ucm/idc/groups

Start 4

Popis pristroje:

Je uc¢inny poloautomaticky stolni koagulometr, ktery je integrovan s patentovanou
STAGO elektro-mechanickou metodou detekce srazenin. Tento model provadi
koagula¢ni, chromogenni a imunologické metodiky v ndhodném rezimu piistupu.
Analyzator je lehky a kompaktni, idealni pro nizké az stfedni poCty testovanych vzorkt.

Tento pfistroj 1ze také pouzivat jako zalozni opticky systém detekce srazenin.

Cinidlo 1 se predehieje na 37°a nasledn& se smicha s &inidlem 2. Vysledny
roztok se necha 30 minut stabilizovat pii pokojové teploté a pak lehce promicha aby se
ziskala homogenni suspenze. 0,1 ml plazmy se napipetuje do kyvet a necha se
inkubovat pfiblizné 2 minuty. Poté je zahajeno méteni, coz rozpohybuje detekéni
kulicky. Pfida se 0,2 ml namichaného roztoku z lahvi¢ky pro ¢inidlo 1 automatickou
pipetou. Po kratké dobé zac¢ne roztok koagulovat kulicky se zastavi , a koagulometr

vytiskne vysledek méteni. (Uzivatelsky manual 1998).
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Obrazek ¢. P7: Start 4
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