Vysetreni hemokoagulace

Pro zakladni vySetfeni hemokoagulace se pouzivaji skupinové testy, zaméfené na urcitou cast
hemokoagulacniho systému — vnitini, vnéj$i a spole¢nou cestu. Skupinové testy mohou byt doplnéné
specidlnimi testy, které zkoumaji funkci nebo mnozstvi jednotlivych koagulacnich, popf.
fibrinolytickych faktord. Existuji i globalni testy, které postihuji funkci celého systému hemokoagulace

a hemostazy.
Podle principu, ktery je pro hodnoceni konkrétnich testt vyuzivan, rozliSujeme tii analytické ptistupy:

o funkéni — spociva v méfeni doby, ktera je potiebna pro vytvoreni fibrinové srazeniny;

e biochemicky — vétSinou jde o meéfeni enzymové aktivity vybranych koagulac¢nich faktori.
Z biochemického hlediska ma mnoho faktorti povahu proteolytickych enzymi a biochemické testy
vyuzivaji ruznych syntetickych substratd (napf. chromogennich ¢i fluorogennich). Z nich jsou
puisobenim faktorti s proteolytickou aktivitou odstépovany barevné nebo fluorogenni produkty,
jejichz mnozstvi se analyzuje spektrofotometricky nebo spektrofluorometricky.

e imunochemicky — pomoci riznych imunochemickym metod vyuzivajicich specifickych protilatek

jsou vysetfovany koncentrace urcitych slozek hemokoagula¢niho systému.
V dal$im textu se zaméfime na vybrané funk¢ni hemokoagulac¢ni testy a jejich hodnoceni.
Funkéni hemokoagulacéni testy

Funk¢ni hemokoagulaéni testy jsou zahajovany aktivaci hemokoagulace, jejiz zptsob se 1isi podle toho,
jakou slozku hemokoagulac¢ni kaskady testujeme. Bez ohledu na zplsob aktivace nasleduje
monitorovani prubéhu tvorby fibrinové srazeniny. Jeji vytvoreni je doprovdzeno zménou vlastnosti

vzorku (napf. viskozity ¢i turbidity), kterou detegujeme riznym zptisobem:

e vizualné;
e optickymi metodami;

e elektromechanickou detekei.

Pfi manualnim provedeni testu lze vznik koagula hodnotit vizualné, napf. pii pohybu reakéni
zkumavkou tam a zpét ve vodni ladzni. VySetfovani hemokoagulace spojené s vizualnim hodnocenim
vzniku srazeniny je nahrazovano vySetfovanim pomoci koagulometrti, které pracuji na rGznych

principech a pro detekci vytvoreni srazeniny vyuzivaji elektromechanické nebo optické metody.

Elektromechanicka detekce mize zaznamenavat zménu viskozity vzorku, kterou lze hodnotit napt.

méfenim pohybu ocelové kulicky v kyveté s plazmou pod vlivem elektromagnetického pole.

Zména optickych vlastnosti se sleduje zpravidla pomoci turbidimetrie (méfeni absorbance po pruchodu

monochromatického svétla kyvetou v pfimém sméru) nebo nefelometrie (méfenim intenzity



rozptyleného svétla). Pii nefelometrické detekci se intenzita rozptyleného svétla v pribéhu
koagula¢nich test méni charakteristickym zptisobem. Zpocatku jsou zmény minimalni (lag faze). Poté,
co se vytvoii dostatecné mnozstvi trombinu umoziujiciho pfeménu fibrinogenu na fibrin, je pozorovan
vzestup intenzity rozptyleného svétla. Po vyCerpani fibrinogenu se hodnota intenzity rozptyleného svétla
ustali a méfeni je ukonceno. Ze zmétenych hodnot intenzity rozptyleného svétla se sestroji koagulacni
ktivka, pomoci niz lze s vyuzitim riznych algoritmi urcit koagulacni ¢as. Jedna z moznosti odectu
koagula¢niho ¢asu je procentualni detekéni metoda znazornéna na obr. 1. Hodnota rozptyleného svétla
bezprostiedné po pfidani startovacich reagencii do reakéni smési je definovana jako 0 % a po dosazeni
ustaleného stavu jako 100 %. Presny koagulacni ¢as se obvykle ode€ita pii definované hodnot¢ intenzity

rozptyleného svétla, ¢asto pti 50%.

Obr. 1 Uréeni koagula¢niho ¢asu procentualni detekéni metodou
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Pii pouziti turbidimetrie nebo nefelometrie mohou byt vysledky koagulaénich testti ovlivnény, pokud

bychom analyzu provadéli v chylozni a v mensi mife 1 hemolytické nebo ikterické plazmé.

Na vysledky nize uvadénych testi mohou mit dopad i dalsi faktory v preanalytické fazi i vlastni
provedeni testu (pouzita reagencie v Cinidle, technika). Proto je doporuc¢ovano, aby si kazda laborator
stanovila své vlastni referen¢ni hodnoty. Je preferovano uvadét vysledky jako pomér hodnot ziskanych

vySetfenim plazmy pacienta k normalni plazmé.

V praktickém cviceni se seznamime s poloautomatickym koagulometrem (typ ECL 105m, Erba
Lachema, s.r.0., Brno, CR), ktery vznik srazeniny sleduje nefelometricky. Pfistroj je vybaven diodou
emitujici svétlo pti 640 nm. Svétlo smétuje ke kyvete, ve které probihd hemokoagulace. Intenzita svétla
rozptylené¢ho srazeninou je vyhodnocovana pomoci fotodiody umisténé pod uhlem 90° vuci reakéni

kyveté (obr. 2).
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Vybrané koagulacéni testy

Zminime zakladni koagulaéni testy, které 1ze provadét na poloautomatickém koagulometru ECL 105m.
Krev se na uvedené koagulacni testy odebira do zkumavek s obsahem citratu, ktery na sebe vaze vapnik.
Tim se zabrani srazeni krve. Je doporucen pomér 9 dilt krve a 1 dil citratu (3,2%). Po oddéleni krvinek

centrifugaci ziskame dekalcifikovanou plazmu.
1. Protrombinovy €as (PT — protrombin time, tromboplastinovy €as, Quicktv test)
Princip

Protrombinovy ¢as patii k zakladnim koagulaénim testim, ktery sleduje funkci faktora vnéjsi (faktor
V1) a spole¢né cesty (faktory X, V, Il afibrinogen) hemokoagulaéni kaskady. Hodnoti tedy koagula¢ni
d&je zahrnujici aktivaci protrombinu (faktor 11) na trombin (faktor I1a) az po pteménu fibrinogenu na
fibrin pii zapojeni vn&jsi cesty. Klicovy dé& hemokoagulace, $tépeni protrombinu na trombin, je
vysledkem puisobeni protrombindzy. Ta je tvofena komplexem aktivovanych faktort Xa a Va, které se
usazuji na zdporné nabitych fosfolipidovych povriich (napf. trombocyti, endotelu) v pFitomnosti Ca?*
iontd.

Cinidlo

Hlavni soucasti ¢inidla pro PT jsou tromboplastin a vapenaté ionty. Tromboplastinem rozumime
tkanovy faktor, ktery se vaze na faktor VII a iniciuje koagulaci, a fosfolipidy nahrazujici funkci
destickovych trombocytl. Jako tromboplastin mohou byt pouzity extrakty z tkani bohatych na tyto dvé

slozky (napf. extrakty z krali¢iho mozku nebo lidské placenty). Jinou moznosti je lidsky rekombinantni



tkatiovy faktor doplnény o fosfolipidy. Vépenaté ionty jsou nezbytné pro rekalcifikaci plazmy. Cinidla
nékterych souprav obsahuji i latky neutralizujici heparin, které eliminuji vliv heparinu na vysledek testu.

Dalsi soucasti €inidla jsou stabilizatory a pufry.

Provedeni testu

Aktivace vné&j§i cesty vyzaduje piftomnost Ca?* iontl a kompletniho tromboplastinu. Pfi
jednostupiiovém provedent testu se k dekalcifikované plazmé chudé na desti¢ky* piida ¢inidlo. Hodnoti
se Cas potfebny ke vzniku koagula zplsoby popsanymi v tivodni ¢asti (vizudlné, optickymi metodami,
elektromechanickou detekci). Koagula¢ni ¢as je udavan v rozmezi 15 — 20 sekund. Reakce probiha pii

37 °C. Sled postupné aktivace faktorii vnéjsi a spolecné cesty v priibéhu testu je na obr. 3.

Pti nalezu prodlouzeného protrombinového ¢asu se provadi korek¢ni test. K vySetfované plazmé se
prida stejny dil normalni plazmy. Normalizace ¢asu po ptfidani normalni plazmy sveédci o nedostatku
koagulaénich faktord I, V, VII, X nebo fibrinogenu. Jestlize ale nedojde ke zméné, je prodlouzeni
protrombinového ¢asu zptisobeno pfitomnosti inhibitord prokoagula¢nich faktor, které 1ze dal§imi testy

odlisit.
Obr. 3 Pribéh a provedeni protrombinového ¢asu
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Hodnoceni testu

Zpisob vyjadiovani vysledki se lisi u pacientil [é€enych kumarinovymi preparaty a pacientll bez této

terapie. Udaj o 16¢bé& pacienta by mél byt uveden v zadance o vySetieni.
e Pomoci R

U pacientt, ktefi nejsou 1é¢eni kumariny, se protrombinovy ¢as hodnoti pomoci R, coz je pomeér
koagula¢niho ¢asu ziskaného vySetienim plazmy pacienta v sekundach a koagula¢niho casu

normalni plazmy v sekundach:

koagulacni ¢as plazmy pacienta v s

koagulac¢ni ¢as normaln{ plazmy v s

Normalni plazmu lze ziskat bud’ jako smésnou plazmu od minimalné 20 normalnich darct nebo je

komeréné dostupna.

e Vypocet INR
Vysledky u pacienti 1éCenych kumarinovymi preparaty jsou vyjadiovany pomoci mezinarodné
normalizovaného poméru (INR — international normalized ratio). Umoziiuje srovnavani vysledki
z riznych laboratofi pouZivajicich rtizna reagencie (zejména tromboplastin) i pfistroje.
Zakladem vypoctu INR je jiz zminény pomér naméteného koagulac¢niho ¢asu v sekundach u vzorku
pacienta a koagula¢niho ¢asu U normalni plazmy v sekundach (R). Tento pomér je umocnén tzv.
indexem senzitivity tromboplastinu (IS1). Hodnota ISI je uvedena u kazdé diagnostické soupravy.
Stanovuje se srovnanim tromboplastinu pouzitého v soupravé s referenénim tromboplastinem.

ISI

INR = (koagulaéni Cas plazmy pacienta v s>
~ \koagula¢ni ¢as normalni plazmy v s

e Referenc¢ni rozmezi
R:0,8-1,2

INR: Referenéni meze se neuvadéji — oSetiujici 1ékat posuzuje INR u konkrétnich pacientt
s ohledem na jejich stav a diagnézu. Hodnota u 1é¢enych pacientti by se méla pohybovat v rozmezi
2-3. Vyss§i hodnota INR znamena, Ze koagulaéni Cas je prodlouzen a koagulace probiha tedy

pomaleji.

Protrombinovym testem je monitorovana piedevsim lééba kumarinovymi preparaty (antagonisté
vitaminu K — napt. warfarin). Dale muze byt pouzit u poruch faktord ve vné&jsi koagulacni ceste, u
nedostatku vitaminu K a u jaternich onemocnéni k posouzeni proteosyntézy, nebot vétSina

koagulacnich faktorti je syntetizovana v jatrech. U téchto stavil zjistujeme prodlouzeni PT.



2. Aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as (APTT — activated partial thromboplastin

time)
Princip

Aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as je dalSim zakladnim koagula¢nim testem. Na rozdil od
protrombinového ¢asu APTT testuje skupinu faktori tucastnicich se vnitini (faktory XII, XI, IX, VIII,
vysokomolekularni kininogen — HMWK a prekallikrein — PK) cesty a v navaznosti na ni i spole¢nou

cestu (faktory X, V, Il afibrinogen) pfemény protrombinu na trombin.

Cinidlo

Cinidlo pro stanoveni APTT obsahuje kontaktni aktivitory a parcialni tromboplastin, coZ je
tromboplastin zbaveny tkanového faktoru. Jako aktivatory slouzi negativné nabité povrchy ve formé
kfemicitant, koalinu, elagové kyseliny (polyfenolicka struktura), popi. dalsi latky. Aktivatory jsou
potiebné pro aktivaci faktoru XII a XI. ZvétSuji kontaktni povrch a tim urychluji test. Jako parcialni
tromboplastin, ktery plni funkci desti¢kovych fosfolipidi, jsou vyuzivany fosfolipidy bud’ syntetické,
nebo zivocisného ¢i rostlinného pliivodu (napi. kefalin z krali¢ich mozk ¢i s6jové fosfolipidy). Soucasti

¢inidel jsou i stabilizatory a pufry.
Provedeni testu

Pridanim kontaktnich aktivator spole¢né s parcialnim tromboplastinem k vySetfované dekalcifikované
plazmé chudé na desti¢ky je zahajena aktivace vnitini cesty hemokoagulace. Dalsi postup aktivace
vyzaduje p¥idani Ca®* iontt (chlorid vapenaty), které nastartuji koagulaci. Cas potfebny pro tvorbu
fibrinové srazeniny (25 — 40 sekund) se mé&fi az od pfidavku Ca?* iontli. Vytvofeni sraZeniny je moZzno

detekovat podobné jako u PT (obr. 4).

V ptipadé nalezu prodlouzeného testu je dopliovan korekéndi test tak, jak byl popsan u PT. Pokud se test
po pfidani normalni plazmy normalizuje, znamena to deficit koagulacnich faktorti vnitini cesty a pacient
je ohroZen zvySenym rizikem krvaceni. Pokud normalizace nenastane, prodlouzeni ¢asu je zplisobeno

pritomnosti inhibitoru.
Hodnoceni
e Pomoci R

Vysledky APTT jsou vyjadfovany v podobé poméru koagula¢nich ¢ast testované plazmy a plazmy

normalni (R):

(koagula(:nl' Cas plazmy pacienta v s)
koagula¢ni ¢as normalni plazmy v s



e Referenc¢ni rozmezi:
R:0,8-1,2

Obr. 4 Pribéh a provedeni aktivovaného parciilniho tromboplastinového ¢asu
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Prodlouzeni APTT nastava u pacientd léCenych nefrakcionovanym heparinem, ale nikoliv
nizkomolekularnimi hepariny, a v mensi mife doprovazi i 1é¢bu kumarinovymi preparaty. Jinou pti¢inou
prodlouzeni APTT mutze byt nedostatek faktori vnitini koagulacni cesty, at’ vrozeny (hemofilie A, B
nebo C) nebo ziskany (snizend syntéza v jatrech nebo zvySené ztraty ¢i zvySena spotieba), popf.
pritomnost patologického inhibitoru. K prodlouzeni APTT je zapotiebi, aby nektery z participujicich
faktort poklesl obvykle pod 40 %.

3. Trombinovy €as (TT — trombin time)

Princip

Trombinovy €¢as je rutinné provadény test hodnotici posledni fazi koagulace méfenim rychlosti
premény fibrinogenu na fibrin za ucasti trombinu. Ten odstépuje z fetézct fibrinogenu fibrinopeptidy
A a fibrinopeptidy B, po jejichz oddéleni vznikaji fibrinové monomery. Jejich spontanni polymeraci se
vytvati rozpustny fibrin, ktery je dale stabilizovan faktorem XIII v pfitomnosti Ca?*. Proces zpevnéni

fibrinu trombinovy c¢as jiZ nepostihuje. Trombinovy ¢as neni ovlivnén nedostatkem koagulacnich

faktort, ucastnicich se koagulaéni kaskady pted trombinem, ani endogennim trombinem.
Cinidlo
Cinidlo obsahuje hovézi nebo lidsky trombin. Souasti ¢inidla mohou byt i Ca?* ionty, ale rekalcifikace

plazmy neni nezbytna.



Provedeni testu

K nefedéné citratové plazme je pridan trombin v nizké koncentraci. Sleduje se ¢as potiebny k vytvoreni

koagula, jehoz normalni hodnoty jsou mezi 14—18 (az 23) sekundami (obr. 5).

Obr. 5 Pribéh a provedeni trombinového ¢asu a stanoveni fibrinogenu
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Hodnoceni

Hodnoty zavisi na pouZzitém trombinu. Vysledky se vyjadiuji jako u predchozich testi ve formé poméru

casu zjisténého u pacienta a ¢asu normalni plazmy.
o Referencni rozmezi
Pomér R: 0,8 - 1,2

Trombinovy ¢as slouZzi pro vyhledavani abnormalit fibrinogenu — ziskaného nebo vrozeného nedostatku
fibrinogenu (hypofibrinogenémie) ¢i kvalitativnich zmén fibrinogenu spojenych s narusenim jeho
funkce (dysfibrinogenémie). Trombinovy test reaguje na pfitomnost heparinu, zejména
nefrakcionovaného, nebo piimych inhibitorti trombinu (napf. dabigatran) prodlouzenim koagulac¢niho

casu. Prodlouzeni nastava i v pfitomnosti dalSich inhibitord s antitrombinovym ucinkem jako jsou



fibrin-degradacni produkty, které navic omezuji polymeraci fibrinovych monomert. Test je proto mozné

vyuzit pro sledovani pacientll na trombolytické 1é¢be.

4. Stanoveni fibrinogenu

Princip

Fibrinogen je koagulaéni faktor glykoproteinové povahy, jehoz koncentrace v plazmé dosahuje ze vSech
koagulaénich faktord nejvyssi hodnot. Stépeni fibrinogenu na fibrinové monomery trombinem uzavira

celou koagula¢ni kaskadu. Polymery fibrinovych monomert jsou zakladem definitivni hemostatické

zatky. Fibrinogen se chova jako pozitivni reaktant akutni faze.

Cinidlo

Jako ¢inidlo je pouzivan hovézi nebo lidsky trombin se stabilizatory. Mohou byt piidany i Ca®" ionty.
Provedeni testu

Fibrinogen, ktery plni v koagula¢nim systému funkci substratu, lze stanovovat funkcénim testem a
hodnotit schopnost jeho pfemény ve fibrin — metoda podle Clause. K naiedéné plazmé se piidava
vysoka koncentrace trombinu, narozdil od trombinového testu, v némz je pouzivan trombin v nizké
koncentraci (obr. 5). Podminky, kdy je v reakéni smési koncentrace fibrinogenu nékolikanasobné nizsi
nez fyziologicky, zajisti, Ze koagulacni ¢as nebude ovlivnén koncentraci trombinu a Ze ¢as nutny ke

vzniku koagula bude nep¥imo imérny mnozZstvi fibrinogenu.

Jinou moznosti je vySetieni fibrinogenu jako antigenu imunochemickymi metodami pomoci
specifickych protilatek. Tento zpiisob neodlisi funkéni molekuly fibrinogenu od molekul S narusenou
funkei (dysfibrinogenémie). U dysfibrinogenémie, ktera muze byt spojena jak se snizenou srazlivosti
krve, tak i se zvySenou nachylnosti ke vzniku trombdz, budou koncentrace fibrinogenu stanovené
imunochemickou metodou dosahovat obvykle vyssich hodnot ve srovnani s funkénim testem. Naopak
u hypofibrinogenémie ziskame shodn¢ snizené vysledky pii analyze fibrinogenu jako antigenu i pfi

pouziti funk¢niho testu.
Hodnoceni

Vysledky se uvadéji v g/l a odecitaji se z kalibracni kiivky sestrojené z n€kolika fedéni komeréni

kalibra¢ni plazmy.
e Referenéni rozmezi:

1,8-4,2 g/l



Snizené hodnoty fibrinogenu mohou upozornit na ziskanou ¢i vrozenou hypofibrinogenémii ¢i
dysfibrinogenémii. Pf#i hodnoceni koncentrace fibrinogenu je zapotiebi brat v uvahu, ze patii k
pozitivnim proteintim akutni fize. Jako reakce na akutni fazi (napf. zanét, chirurgicky zékrok) se zvysi

syntéza fibrinogenu v jatrech a koncentrace stoupne 3-5x. ZvySuje se i v t€hotenstvi. ZvySené

koncentrace fibrinogenu jsou povazovany za jeden z rizikovych faktort pro vznik trombozy.

V tab. 1 jsou shrnuty zakladni idaje o uvedenych koagulaénich testech.

Tab. 1 Vybrané koagulacni testy — zakladni informace

Test

Reagencie

Testovana faze
hemokoagulace

Poznamka

Protrombinovy Cas —
PT (Quick)

tromboplastin (tkafovy
faktor, fosfolipidy)
C a2+

vnéjsi a spolecna
cesta

kontrola 1é¢by kumarinovymi
antikoagulancii (warfarin),
orienta¢né ke kontrole ti¢innosti
inhibitort faktoru Xa (napf.
rivaroxaban)

Aktivovany parcialni

parcialni tromboplastin
(fosfolipidy)
C a2+

vnitini a spole¢na

kontrola 1é¢by
nefrakcionovanym heparinem,

tromboplastinovy C y orientaéni kontrola u¢innosti
N kontaktni aktivatory (napf. cesta w1 1 X
Cas - APTT kfemigitany, kaolin, kys. ptimého inhibitoru trombinu
. dabigatranu
elagova)
Trombinovy ¢as — trombin (nizka pfeména fibrinogenu V}{hledavra n
o hypofibrinogenémie nebo
TT koncentrace) na fibrin ) L
dysfibrinogenémie
metoda dle Clausse: pfeména fibrinogenu dtto
Fibrinogen trombin (vysoka na fibrin reaktant akutni faze
koncentrace)
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