Rutinni koagulacni testy
Interpretace vysledku



Antitrombin

Stanoveni funkcni aktivity - fotometricky
= princip
N 1/ inkubace redene vys. plazmy s nadbytkem
trombinu
(F Xa)
N v pritomnosti heparinu
N za vzniku komplexu
trombin -AT-heparin
(F Xa - AT - heparin)
N a zbytkoveho trombinu (F Xa)



Antitrombin

N 2/ stanoveni zbytkoveho
trombinu
(F Xa)
N pomoci specifickeho chromogenniho substratu
end point (A)
kineticky (AA/min)
= vyjadreni vysledku v %
N odecet z kalibracni krivky (lin/lin zavislost)
Stanoveni antigenu - imunochemicky

N - LIA, ELISA, EID



Kalibrace - antitrombin

= kalibracni material
N komercni
= vysSetreni

N ruznych fedéni vychozi kalibracni plazmy s
udanou hladinou antitrombinu

= kalibrace ftfi...vice bodova

=> zavislost lin/lin



Antitrombin - klinicky vyznam

=>klinicky vyznam

A snizeni
= normalni hodnoty: 80 — 120 %

=> zvysené hodnoty bez klinického vyznamu( 120%)
=> vySetreni dalsich redeni vysetrovane plazmy
N bezne se neprovadi
A jen pro event. snizeni vlivu zbarveni plazmy



Antitrombin - klinicky vyznam

=> snizeni AT
=» vrozeny nedostatek
=> ziskany nedostatek
N snizena synteza
N zvysene ztraty
N zvySena spotreba (DIC, TEN, rozsahle operace)
N jiné priciny (tehotenstvi, kontraceptiva)



D-Dimery

Specificke stepné produkty fibrinu
=>» marker aktivace koagulace i fibrinolyzy
= metody semikvantitativni
N |atexaglutinacni (hemaglutinacni)
A imunofiltrace
= metody kvantitativni
N LIA
N ELISA
N EID



Kalibrace — LIA D-Dimery

=> vySetreni
N vice standartnich materialu s rtznym hladinou D-Di

N nacteni kalibrace carovym kodem

kalibrace vicebodova
zavislost nelinearni (polynom)

= vyjadrovani vysledku v mg/l (norma < 0,5 mg/l)
N klinicky vyznam zvyseni

= omezeni — rozsah kalibrace (napr. 0 - 4 mg/l)
N nutnost provedeni vysSetreni dalsich redeni



D-Dimery - klinicky vyznam

=> Zvyseni D-Di
N TEN, DIC
A poraneni, po operaci
A zanet
N primarni hyperfibrinolyza
N trombolyticka lecba
N hepatopatie
N odvrzeni transplantovanych stépu
N fyziologicky
tehotenstvi, porod, menstruace, fyzicka zatez



D-Dimery - klinicky vyznam

= Zvyseni D-Di

N vysoka senzitivita testu

N nizka specifita testu

A vyznam ma sledovani dynamiky zmen
> Negativni vysledek prinosnejsi

A negativni prediktivni hodnota (96-98%)



FDP

Fibrin/fibrinogen degradacni produkty
=>» prukaz aktivace fibrinogenolyzy / fibrinolyzy
= metody semikvantitativni

A latexaglutinacni

V seru
e odber do spec. zkumavek s trombinem a reptilazou

v plazme

A metody kvantitativni
LIA
EID



Stanoveni solubilniho fibrinu

Komlexy FM/oligomeru s fibrinogenem, FDP
=>» prukaz aktivace koagulace

= metody prime

N parakoagulacni

etanolgelifikaCni test
protaminsulfatovy test

3 hemaglutinacni
N LIA
= metody neprime
N fibrinopeptid A... (ELISA)



Etanolgelifikacni test

= prukaz pritomnosti solubilnich komplexu FM
=» parakoagulacni test

N sledovani tvorby gelu po pridavku 50%
etanolu k vysetrované plazme (20 °C)

= Ovlivneni vysledku
N odbeér (aktivace) - falesSna pozitivita
N ¢as zpracovani (do 30 min) - Tfaledna negativita
N teplota (20 °C) - T negativni, | pozitivni



EGT - klinicky vyznam

= DIC
= TEN
= sepse

= metastazujici karcinomy
= SLE



V 4

Monitorovani lecby

=> Antikoagulacni IéCba
N kumariny
PT (INR)
= Antitromboticka

N UFH

APTT (R)

(anti Xa, anti lla)
3N LMWH

anti Xa
(anti lla)



Stanoveni heparinu anti Xa (lla)

=> Princip: mereni schopnosti heparinu katalyzovat
iInhibici F Xa (lla) antitrombinem
N inkubace redené plazmy s nadbytkem F Xa (lla)
-inhibic¢ni pusobeni komplexu AT-heparin na F
Xa (lla)
N mereni zbytkoveho F Xa (lla) po pridavku
chromogenniho substratu
N vyjadreni vysledku v IU/ml (kIU/l) odeCtenim z
kalibracni krivky
= Provadeni: preventivni/ lé¢ebné podavani LMWH /UFH



Kalibrace heparin antiXa/lla

=>» kalibracni material
N komercni (pro LMWH a/heparin)
= vysSetreni
N 3-4 kalibracni plazmy s udanou ruznou hladinou
anti Xa (lla)

=>» kalibrace tfi...vice bodova
=>» zavislost lin/lin (AA/min na IU/ml)

> vyjadfovani vysledka 1U/ml (KIU/)



Jina antitrombotika — anti Xa

=>» Bemiparin (Zibor)
N LMWH s vysSim pomerem antiXa/antilla
N vyjadreni vysledkd IU/ml (kIU/I)
=> Fondaparinux (Arixtra)
N pentasacharid
N vyjadreni vysledku pg/ml (mg/l)
=> Rivaroxaban (Xarelto), Apixaban (Eliquis),
Edoxaban (Lixiana)
N prime inhibitory F Xa
N vyjadreni vysledku g/l



Prima antitrombotika — anti lla

=> Dabigatran (Pradaxa)
N primy inhibitor trombinu (l1a)
= Koagulacni metoda (redeny TT)
A set Hemoclot Thrombin inhibitors

N sledovani inhibice konstantniho mnozstvi
trombinu ve smesi redené vysetrovane plazmy a
normalni plazmy

koagulacni Cas je primo umerny koncentraci
dabigatranu

N vyjadreni vysledku g/l



Kalibrace jina antitrombotika

=>» kalibracni material
N komercni pro jednotlive leky (s vyjimkou Ziboru)
= vysSetreni
N 3-4 kalibracni plazmy s udanou riznou hladinou
leku
=>» kalibrace ftri...vice bodova

= zavislost lin/lin

3 antiXxa AA/min na IU/ml, mg/l, ug/l ..
3 antilla sec/ ug/l



Globalni testy

=» Doba krvaceni

=> Euglobulinova lyza

= Analyza PFA

= Trombelastografie

=2 TGA

= Konzumpce protrombinu
=» Doba srazlivosti

=>» Rekalcifikacni Cas



Doba krvaceni

Globalni test primarni hemostazy

=» meri se doba, za kterou dojde k zastave
krvaceni v misté dle moznosti standardniho
vpichu nebo rezu

= metoda dle Duke - standardni rez do ucha
N norma< 270s

= metoda dle Ivyho - rez na predlokti pomoci
firemnich noziku pfi zatazeni paze tonometrem
na 40 mm Hg sloupce

N napr. Surgicutt norma 120 - 480 s



Doba krvaceni - klinicky vyznam

Prodlouzeni DK

=> trombocytopenie

=> trombocytopatie

=> von Willebrandova choroba
=» porucha cevni steny

= afibrinogenémie

=> ovlivneni leky (salicylaty)



Euglobulinova lyza

Globalni test fibrinolytickeho systemu

= MEeri se cas potrebny k rozpusteni koagula
euglobulinove frakce (EF) plazmy (norma>180min)
N priprava EF plazmy precipitaci vysetr. plazmy
za specifickych podminek (pH = 5,2)

EF se sklada z fibrinogenu, fibrinolytickych
enzymu a z protrombinu (ev. trombinu),
neobsahuje inhibitory fibrinolyzy

N rozpusteni precipitatu (zvysenim pH)
N vznik koagula EF po pfidavku Ca?*
N sledovani rozpousteni koagula (cca po 15 min)



Euglobulinova lyza

Ovlivneni vysledku:
=> odber
N aktivace
=» Cas zpracovani
N do 30 minut
=> koncentrace fibrinogenu
N hypofibrinogenémie
= rozpusteni precipitatu



Euglobulinova lyza- klinicky vyznam

=>» zKraceni
A DIC (sekundarni hyperfibrinolyza)
N primarni hyperfibrinolyza
N trombolyticka lecba
N cirhoza
N zvySena dusevni a telesna zatez
N novorozenec
=> prodlouzeni
N podezreni na hyperkoagulaci



Tromboelastometrické vysetreni

=>» kontinualni monitorovani procesu krevniho
srazeni a nasledne lyzy v podobe grafickeho
zaznamu = tromboelastogramu

=>» klasicka tromboelastometrie

N sledovani oscilace kyvety se srazlivou krvi, ve
ktere je zavesen trn pripojeny k indikatoru svetla

= rotacni tromboelastometrie
N sledovani oscilace trnu v pevne kyvete s krvi



Rotacni tromboelastometr




Tromboelastometrie

Kantinualni
. sledovani pevnosti
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Tromboelastometrie

=» schopnost krevni srazeniny tvorit mechanicke
spojeni mezi kyvetou a trnem

=> rotacni pohyb (kyvety nebo trnu)
N brzdeny tvorici se krevni srazeninou
N je prevaden na amplitudu
A je mirou pevnosti srazeniny
=» zaznam amplitud v Case
A trombelastograf
N symetricka krivka
nad a pod zakladni linii



pevnost srazeniny

roTEM analyza: parametry
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Klinicky vyznam TEM

= Poskytuje informaci o

N tvorbe trombinu indukované aktivaci vnejsiho nebo
vnitrniho koagulacniho systemu

N obsahu fibrinogenu a trombocytu
N odpovidajici polymerizaci srazeniny
A rozpousteni fibrinu
= VVyhody
N jednoduchost provedeni vys. z plne citratove krve
N dostupnost vysledku v kratkem casovem intervalu

= Nevyhody

N pouziti k hrubé orientaci o stavu hemostazy

N zejmena k akutni analyze na operacnich salech a
jednotkach intenzivni péce



VySetieni PFA

=> kvantitativni mereni primarni hemostazy
zahrnujici adhezi, degranulaci a tvorbu
hemostatické zatky merené v citratove plne krvi

=>» sledovani tvorby destickového trombu, ktery
postupne vyplnuje otvor v membrane

N potazeneé bud kolagenem a epinefrinem
N nebo kolagenem a ADP

=> vysledek je Cas potrebny k dosazeni
kompletniho uzaveru otvoru membrany



Vysetreni PFA




Vysetreni PFA
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PFA - klinicky vyznam

=» preoperacni screening

=>» diagnostika vrozenych a ziskanych
trombocytopatii

=> diagnostika VWF choroby (typ 1)
=» sledovani ucinnosti lecby



Trombin generacni test (TGT, TGA)

=> Globalni test hemostazy

N specialni pristroj fluorometr

N vysetreni citratove plazmy (PPP nebo PRP)
=> Princip

N k vysetr. plazme je pridan fluorogenni substrat

N trombin vznikajici aktivaci koagulacni kaskady
smési PL (jen u PPP), TF a Ca?* pfemeérnuje
fluorogenni substrat na fluorofor, jehoz signal je
zaznamenavan fluorometrem

N pri meéreni pacienta musi byt pouzit trombinovy
kalibrator



Ceveron®Alpha
(Technoclone,
Medista)



Grafické znazornéni prubéhu TGA

. . . v Ié

cas aktivace koagulacniho systému

Peak Thrombin

* Peak time [min]

* Peak Thrombin (vysSka piku) [nM]

maximalni koncentrace trombinu T
Inactivation phase

* Velocity Index (Slope) [nM/min]
strmost krivky=peak thrombin / peak time

Thrqubin‘ s
t\\ Slope ¢

* Inactivation phase
pokles tvorby trombinu Lag Phase

time

» Area Under the Curve (AUC - plocha
pod krivkou) [nM]

celkové mnozstvi vygenerovaného
trombinu



TGT - klinicky vyznam

= vhodna metoda pro posouzeni globalni funkce
hemostazy

=>» ziskani uplneho obrazu tromboticke Ci krvacive
tendence u pacientu

N s vysokym rizikem trombozy
A s vysokym rizikem krvaceni prinosna pri
=> vyuziti pfi monitorovani Ié€by hemofiliku s
iInhibitorem, monitorovani antikoagulacni leCby



Konzumpce protrombinu

=> vysetreni destickove | plazmatickeé funkce krve

=>» stanovuje se zbytkove mnozstvi protrombinu v
Seéru po vysrazeni krve za standartnich
podminek

N odbér (3 sklenéné zkumavky, mnozstvi krve)

N zpracovani (ihned po odbéru)

N 4 hodiny 37 °C

N vlastni vysetreni zbytkového protrombinu v seru

inkubace séra s Ca2*tromboplastinem

stanoveni koagulacniho Casu po pridavku
fibrinogenu (norma > 30 s)



Interpretace zakladnich
koagulacénich testu
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Prodlouzené PT

APTT

|
prodloPZené V norme
S '
Trombinovy Cas deficit E VII
| V, | zahajeni léCby kumariny
prodlouzen¢ vV norme
1
Viz.TT Korek¢ni test
| |
korekce castecné/bez korekce
* T iskany defic hibitor
vrozeny deficit 21skany|deﬁc1t NATBILOT-
specificky
FE 1LV, X J l nespecificky
FE 11V, VILX FF ILVILLX a V v norm¢

(jater. choroby, DIC)

( kumariny, deficit vit.K,
jater. choroby, DIC)



Prodlouzené APTT

PT L
‘ 5 prodlouzené
V norme l
l Trombinovy Cas
Korekcni test I l
normalni  prodlouzené
(viz PT) (vizTT)
korekce Castecné/bez korekce
|
! | | inhibitor:
vrozeny deficit ziskany deficit specificky
FF VI X, XI, (jaterni choroby, DIC) nespecificky

XI1,PK,HMWK



Prodlouzeny TT

A 4

Reptilazovy Cas

prodlouietllé v Norme
Fibrinogen :
= heparin
| | |4 14
y abnormalni
VvV Norme l
l Fibrinogen imunologicky
FDP
negativni pozitivni \ ncirmé abnormalni
\ 'bIC dysfibrinogenemie |
abnormalni D :
fibrinolyza vrozena

antitrombiny
(revmatoidni artritida
nebo myelom)

hypofibrinogenemie

nebo DIC



Prodlouzena DK

Pocet trombocytu |

AR . snizeny
) v normé |
Trombocytoza APTT Trombocytopenie
\ ' '
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\ \ N ok st
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PT APTT 1T

norma norma norma
= A) + trombo | DK norma
Priciny: Doplnujici vysetreni:
N inic. DIC 3 AT
= B) +1PDK, trombo norma

Doplnujici vysetreni:
N F VI, vWF:RCo, VWF
N funkce trombo

Priciny:
N Vv.Willebr. choroba
N frombastenie
N jiné trombocytopatie

= C) +\ trombo, DK N/
Priciny:
N trombocytopenie

Doplnujici vysetreni:
N pocet trombo

N trombocytopatie N vysSetreni funkce trombo

N |nic. DIC



PT APTT 1T

patol norma norma
Priciny: Doplnujici vySetreni:
N snizeni F VII 3 FVi
N snizeni FF protrombin. N anamneza, dalsi vys.
komplexu (biochem.)
N kumariny N anamnéza

N novorozenec



PT APTT 1T

norma patol norma
Priciny: Doplnujici vysetreni:
N snizeni FF F VIIILIX,XI,XII 8 F VI, IX, XI, Xl
N Vv.Willebr. choroba 8 F Vi, vwWF:RCo, VWF
N specificky/nespeecificky N prukaz inhibitoru
Inhibitor

N novorozenec



PT APTT 1T

norma norma patol
Priciny: Doplnujici vySetreni:
N heparin N reptilazovy Cas
N poruchy polymerizace N fibrinogen, FDP
fibrinu

N dysfibrinogenémie § fibrinogen (EID)



PT APTT 1T

patol patol norma
Priciny: Doplnujici vySetreni:
N komplexni koag. porucha N fibrinogen, trombocyty,
rizné geneze FDP, D-Dimery, bioch.
N snizeni FF I, V, X N FILV, X
N inhibitor F V N prukaz inhibitoru
N |ecba kumariny N anamnéza
N novorozenec



PT
patol

Priciny:
N kombinovana
koagulopatie

APTT TT
norma patol

Doplnujici vysetreni:
N fibrinogen, FF, FDP,
biochemie



PT
norma

Priciny:
N heparin

N kombinovana
koagulopatie

APTT TT
patol patol

Doplnujici vysetreni:
N reptilazovy Cas
N FF, fibrinogen



Interpretace vysledku

Heparin |Kumariny | Defekt FF|Defekt F | Defekt FF
UFH vnitr.syst. | V|| 1,V, X
PT N, (1) | N 2 N
APTT [N N N N N
Fbg N N N N N
TC A N N N N




