Prednasky koagulace - principy testu

=> 4.4.2019 — 2 hod (7.00 - 8.50 hod, cviéeni)
N zakladni koagulacni testy
N rutinni a globalni koagulacni testy
N interpretace vysledku

= 4.4.2019 — 3 hod (12.00 — 14.50 hod)
= povinné pro studenty Bc z prirodovédecké fakulty!!!

N principy vysSetreni hemostazy, preanalyza
N kalibrace a kontroly v koagulacni laboratori
= 18.4.2019 - 2 hod (7.00 - 8.50 hod, cviéeni)
N specialni koagulacni testy |
= 2.5.2019 - 2 hod (7.00 - 8.50 hod, cviéeni)
N specialni koagulacni testy |l



Cviceni - koagulace 2019

2> 4.4.2019 - 2 hod

A

A

A

Skupina 1

Kalibrace a praktické provedeni zakladnich koagula¢nich vySetfeni - Protokol ¢.1
Skupina 2

Interpretace vysledku rutinnich koagulacnich testu - Protokol ¢.2

Monitorovani antitrombotické I1€Cby - Protokol ¢€.4
Skupina 3

VySetfeni agregace trombocytu - Protokol ¢.3

= 18.4.2019 - 2 hod

Y]

Y]

Y]

Skupina 1

VySetfeni agregace trombocytu - Protokol ¢.3
Skupina 2

Kalibrace a praktické provedeni zakladnich koagula¢nich vySetfeni - Protokol ¢.1
Skupina 3

Interpretace vysledku rutinnich koagulacnich testl - Protokol ¢.2
Monitorovani antitrombotické |éCby - Protokol €.4

2 2.5.2019 -2 hod

A

Skupina 1
Interpretace vysledku rutinnich koagulaénich testl - Protokol €.2
Monitorovani antitrombotické I1éCby - Protokol ¢€.4
Skupina 2
Vysetfeni agregace trombocytl - Protokol €.3
Skupina 3
Kalibrace a praktické provedeni zakladnich koagula¢nich vySetfeni - Protokol ¢.1



Zapocet - koagulace

= Podminky zapoctu
N Ucast praktika
N odevzdani protokolu 1,2,3,4



Prakticka zkouska koagulace

=> Kalibrace rutinnich a specialnich koagulacnich
vysetreni — kalibracni krivka, odecet

=> Interpretace vysledku koagulaénich testu
N PT, APTT, Fbg, TC, AT, D-Di

= Zkusebni otazka z laboratorni hematologie



Principy vysetreni
hemostazy, preanalyza

Jirfina Zavrelova



Déleni testu dle principu

= Koagulacni
= Fotometricke
= Imunochemické

= Turbidimetrické (jiné nez koagulaéni, imunochemické)
= Sledovani Casu rozpusteni koagula

= Sledovani rozpustnosti koagula

= Jine



Déleni testu dle principu

= Koagulacni

N sledovani ¢asu srazeni (srazliva pina krev)
bez pridavku aktivatoru/aktivovana doba srazeni (ACT)
e manualne (kyvani)
e POCT (prenosné pristroje point-of-care)

N sledovani casu vytvoreni fibrinového viakna
manualné (hackovani)
koagulometr (poloautomat, automat)
e mechanicke
e kulickové (sledovani zmén pohybu kuliCky)
e opticke
e nefelometrie (sledovani rozptylu svetla)
e turbidimetrie (sledovani priachodnosti svétla)



Doba srazeni- manualni metoda




POCT -ACT (HEMOCHRON)

e, o T pokusny kanalek
stitek Ty testovaci
jamka
detekéni
okenka _ odpadova
@ jimka
= Odkapnuti krve do testovaci =
i i 3 A Py b ;
jamky jednorazové kyvety s & ~ "%% - zobrazovac

reagencii (aktivator) a vlozeni do
pokusné komory

= Pohyb vzorku po smichani
vzorku s reagencii v pokusném
kanalku preduréenou rychlosti

= Zacatek tvorby koagula je
detegovan na zakladé zpomaleni
toku vzorku v pokusném
kanalku mezi optickymi
detektory LED

klavesnice

pokusna
komora




Mechanickeé koagulometry Stago

= Mereni odchylky oscilacni amplitudy kuliCky

> Pri stalé vizkozite — stalé kyvadlové houpani kulicky diky dvema
zahnutym kolejniCkam na dne kyvet a elektromagnetickému poli
vytvarenému na obou stranach (civky)

= ZmensSeni amplitudy — naruast vizkozity — jev koagulace. Na zakladé
zmeny amplitudy se stanovuje koagulacni Cas.




Mechanicky koagulometry Benk

=> Sledovani zmény frekvence (f) pruchodu rotujici kuliCky
v kKyvete pomoci optickeho senzoru
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Opticke koagulometry

= Detekce koagulacniho Casu
N Procentualni detekce
N Derivace krivky
N Vyhodnoceni pocatecCni rychlosti



Procentualni detekce

= Intenzita rozptyleneho svetla po pridani reagencie pred zaCatkem
procesu koagulace je definovana jako 0%

= Intenzita rozptyleného sveétla po ukoncCeni procesu koagulace s
maximalnim zakalem jako 100%

= Koagulacni Cas pak odpovida procentualne definované intenzité
rozptyleného svétla z koagulacni krivky (napfr. 50 %)

Intenzita rozptyleneho svétla

A

100%

Zmeéna v intenzité

50% rozptyleného svétla

0% ="~ T




Rozdil a derivace

- 50 %




Pocatecni rychlost




Déleni testu dle principu

= Fotometrické - kolorimetricke

N sledovani zmén zbarveni v dusledku stépeni
specifického chromogenniho substratu - detekce
absorbance (A)

end point” (A)
kinetické (AA/min)
A limitace -hemolytické a ikterické vzorky

= Turbidimetrické (jiné nez koagulaéni, imunochemické)

N sledovani zmén zakaleni

detekce zmén transmise (propustnosti T)
N limitace- chylozni vzorky



Kolorimetrické testy

= Chromogenni substrat

N umele pripraveny
velkoobjemova  aminokyselinové be;bawy_ |
koncovka. raménko zakondéené paranitroanilid

1 Ai(:]ininem ﬂ

Arg —NH NO,




Kolorimetrické testy

= Princip
N enzymy Stepi substrat — vznika zluté zbarveni
N merime pri 405 nm
paranitroanilin




Déleni testu dle principu

= Imunochemickeé

N sledovani reakce antigenu s protilatkou
aglutinace
LIA
ELISA
EID



Aglutinac¢ni metody

=>» sledovani aglutinace viditelnych castic s
navazanou protilatkou proti vysetrovanemu
antigenu

=>» odecitani makroskopicky

N pozitivni( +, ++, +++)/negativni

N semikvantitativni metody (udana mez detekce)
= metody

N |atexaglutinacni (napr. FDP, D-Di)

N hemaglutinacni (napr. FM)






Priklad vysSetieni D-Dimeru

Mez detekce \nefedény |vzorek vysledek

=0,5mg/l  |vzorek fedény 1:6

aglutinace . : < 0,5mg/l

aglutinace + - > 0,5 mg/l a
< 3,0 mg/l

aglutinace + + > 3,0 mg/l




Liquid immunoassay - LIA metody

=>» Sledovani aglutinace mikrolatexovych castic s
navazanou protilatkou proti vysetrovanemu
antigenu

=» Odecitani optickym systemem koagulometru
N Zména zakaleni (AA/min) pfi 540 nm

= Kvantitativni metody (napt. D-Di, vVWF:Ag...)
N kalibracni kfivka — polynom 3.radu (vicebodova)

=> Limitace
N Chylozita vzorku
N Hookuv jev (vysyceni protilatky antigenem)



ELISA metody

= Stanoveni antigenu(Ag)pomoci protilatky (Ab)
znacene enzymem (AbE) - kvantitativni

N inkubace vzorku v mikrotitracnich jamkach s
navazanou Ab proti vyS. Ag - vazba Ag na Ab

N odsati vzorku + promyti
N inkubace AbE v jamkach - vazba na Ag
N odsati AbE a promyti

N detekce enzymaticke aktivity komplexu Ab-Ag -
ADbE po pridavku chromogenniho substratu (A)

prima umera: enzym. aktivita x mnozstvi Ag






Elektroimunodifuze - EID metody

=>» vySetrovany antigen reaguje s protilatkou
pritomnou v agarozovem gelu pri elektroforeze
za vzniku precipitacniho piku

=> delka piku je primo umerna koncentraci
antigenu

= kvantitativhi metoda
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Vysetreni plazmatickych proteinu

=> Vysetreni funkcni aktivity
3 koagulacni metody
N fotometrické metody

=> \/ysetreni antigenu
A imunochemicke metody

= OdliSeni defektu
N kvalitativnich
N kvantitativnich



Spravnost laboratornich vysledku

=> Faktory
N objektivni
N subjektivni
=> Faktory
N preanalyticke
N analyticke
N postanalyticke



Preanalytické faktory

=> Priprava pacienta
=>» Odber vzorku

=> Transport vzorku
= Zpracovani vzorku
= Skladovani vzorku



Priprava pacienta

= Odbér na laéno nebo po lehké snidani bez tuku
=» Dostatecny prijem tekutin

= Uvedeni casu odberu

= Uvedeni lecby

= Uvedeni komplikace pri odberu



Odbér vzorku

= Minimalni zatazeni paze

=» Do plastikovych nebo silikonovanych
sklenenych zkumavek

= Prvni 2-3 ml nelze pouzit

=> Antikoagulacni roztok pro nesrazlivou krev-
citrat sodny v redeni 1:10

> Setrné promichani krve s citratem (5-10x)



Antikoagulancia

=> Citrat sodny
N 0,109 mol/l (3,2 %) doporuceno
N 1,129 mol/l (3,8 %)

= CTAD zkumavky
N brani aktivaci trombocytu
N doporuceno pro testy PAI-1, heparin, PF4...



Spravny odbér vzorku

Vyradit vzorky
=>» Srazeneé

= S chybnym objemem krve (rozdil 10%)

N meéne krve

prodlouzeni koagulacnich ¢asu
e APTT citlivé od 90 % objemu
e PT citlivé od 80 % objemu

N vice krve
zkraceni koagulacnich ¢asu??



Spravny odbér vzorku

= Hemolyticke, iktericke a chylozni

N hemolyticky a iktericky vzorek

ovliviuje vyrazne fotometricka stanoveni

pri vyrazneé hemolyze i koagulacni stanoveni
e aktivace krevniho srazeni uvolnenim TF

N chylozni vzorek

ovliviuje vyrazne koagulacni stanoveni na
optickych koagulometrech

a imunochemicka stanoveni vyhodnocovana
opticky



Spravny odbér vzorku

= Hematokrit
= < 30 % nebo >60 % upravit objem citratu

100 - hematokrit

ml citratu = --—--------m - X ml plne krve
595 - hematokrit



Transport vzorku

> Cas (max 2 hod)
= Teplota (18-25°C)
= Mechanicke vlivy (potrubni posta)



Zpracovani vzorku

=>» Odstraneni krevnich bunek centrifugaci
= Stazeni plazmy
- VétSina testu do 1 - 4 hod po odbéru

= Vyjimka EGT, EF (15 - 30 min), heparin, PAI-1,
LA, vysetreni funkci trombocytu



Vysetfovany material

= Plazma

N plazma bohata na trombocyty

centrifugace 10 minut 150 - 250 g, sedimentace
N plazma chuda na trombocyty

centrifugace 15 minut 2500 g
N bezdestickova plazma

dvojnasobna centrifugace (filtrace ne)

= Plna krev
= Sérum



Centrifugace

= \VVypocCet otacek pro danou centrifugu
>0g=1,118 x 10> x r X N?

r = polomeér otaceni v cm, N = otacky/min

Priklad:
r =15 cm, 25009 3860 otacek/min



Skladovani primarnich vzorku

=> Laboratorni teplota 18 - 25 °C
N PT 6 hodin
N APTT 4 hodiny
N APTT (léCba heparinem) 1 hodinu
N Ostatni vysetreni: 4 hod
=> \Vyssi teplota ne
= Ulozeni v lednici (aktivace FF VII a Xll) ne



Zamrazovani vzorku

= Plazma chuda na destiCky/bezdestiCkova
= Objem > 500 ul
= Zkumavka se zatkou
= Spravna velikost zkumavky
N naplnéna do 3/4
= Rychlé zamrazeni (-70 °C, -196 °C)
= Skladovani zamrazenych vzorku
N kratkodobe -20 °C, dlouhodobé: - 70 °C



Rozmrazovani vzorku

= Pri 37 °C min 5 minut
= Dobre promichat
= Opakovane zamrazeni neni mozné!



Analytickeé faktory

= Dodrzovani metodickych postupu

=» Spravne pracovni navyky

= Spravna funkce a kalibrace pristroju
= VVybér diagnostickych setu a reagencii

= Spravna volba kalibracnich a kontrolnich
materialu

=» Spravne provedena kalibrace a kontroly kvality



Postanalytické faktory

= Rozmezi fyziologickych hodnot
=> Terapeuticke rozmezi

= Vyjadrovani vysledku

= VVyhodnoceni vysledku

=> Interpretace vysledku



