Laboratorni diagnostika
— Krevni srazeni

Jifina Zavrelova



Fyziologie krevniho srazeni

=> Zakladni homeostaticky mechanizmus
= Spolupusobeni ruznych systému véetné
regulacnich zpetnych vazeb

N cévni stény

N trombocytu

N plazmatickych koagulacnich faktort

N plazmatickych inhibitoru

N systemu fibrinolytickeho



Déleni testu dle principu

Koagulacni
Chromogennl' (spektrofotometrické s chromogennimi substraty)
Imunochemickeé

Optické - zakalové (jiné nez koagulacni, imunochemické)
Sledovani Casu rozpusteni koagula
Sledovani rozpustnosti koagula

Jine



Déleni testu dle principu

= Koagulacni

= sledovani ¢asu srazeni (srazliva pina krev)
bez pridavku aktivatoru/aktivovana doba srazeni (ACT)
= manualné (kyvani)
= POCT (pfenosné pristroje point-of-care)

= sledovani Casu vytvoreni fibrinového vlakna (plazma)

koagulometr (poloautomat, automat)
= mechanické
= kulickové (sledovani zmén pohybu kulicky)
= opticke
= nefelometrie (sledovani rozptylu svétla)

= turbidimetrie (sledovani prachodnosti svétla)
= limitace- chylozni vzorky



Doba srazeni- manualni metoda




POCT -ACT (HEMOCHRON)

- o T - pokusny kanalek
Stitek S testovaci
jamka
detekéni
okenka _ odpadova
@ jimka
= Odkapnuti krve do testovaci =
' J : : “ o b i
jamky jednorazové kyvety s L %‘% 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




Mechanicke 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.




Opticke koagulometry

= Detekce koagulacniho Ccasu
N Procentualni detekce

koagulacni €as odpovida procentualné definované intenzité rozptyl. svétla (napt. 50 %)

N Derivace krivky
N Vyhodnoceni pocatecCni rychlosti

Intenzita rozptyleneho svétla
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Déleni testu dle principu

= Chromogenni - kolorimetrické

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

end point” (A)
kinetické (AA/min)
= |imitace -hemolytické a ikterické vzorky

= OptICké -zakalové (jiné nez koagulaéni, imunochemické)
= sledovani zmen zakaleni

detekce zmén transmise (propustnosti T)
detekce zmen absorbance (A)
= |imitace- chylozni vzorky



Chromogenni testy

= Chromogenni substrat

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

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




Déleni testu dle principu

* |munochemické

= sledovani reakce antigenu (Ag) s protilatkou (PL)

Aglutinace (latexaglutina¢ni, hemaglutinaéni)
= makroskopicky odecet, semikvantitativni vysledek, napf. D-Di, FM

LIA (Ligquid immuno assay)
= optické vyhodnoceni A A/min, kvantitativni vysledek, napf.VWF:Ag..

ELISA (Enzym linked imunosorbent assay)

= pomoci protilatky znaCené enzymem, kvantitativni vysledek



Vysetreni plazmatickych proteinu

= \ySetreni funkcni aktivity
= koagulacni metody
= fotometrické metody

= \ySetreni antigenu
= imunochemicke metody

= QOdliSeni defektu
= kvalitativnich
= kvantitativnich



Déleni testu

= testy globalni
= postihuji cely systém (i vice)
= testy skupinove (screening)
= postihuji urCitou cast koagulacniho systemu

= umoznuji odliseni poruch vnitrni a vnejsi cesty a
premeny fibrinogenu

= testy specialni
= vySetfuji jednotlivé slozky systému
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Protrombinovy test - PT

tromboplastinovy test dle Quicka
monitoruje zevni koagulacni system - FF VII, X, I, V a fibrinogen

sledovani ¢asu tvorby fibrinu po pfidavku Ca?* tromboplastinu (TF,
PL, Ca?" k vySetfované plazmé

Alctivace lcontaktem

XII, PK HMWK
|
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Fibrinove koagulum




Vyjadrovani vysledka PT

koagulacni cas v sekundach ( Cas normalu)
pomer R = Cas vys. plazmy/ Cas normalu
INR = R'S! (mezinarodni normalizovany pomér)

= pouze pri lecbe kumariny (Warfarin)
ISI = mezinarodni index citlivosti

citlivost daného tromboplastinu stanovena vuci
mezinarodnimu standartnimu tromboplastinu

hodnota IS| stanovena pro kazdou Sarzi reagencie
vyrobcem reagencie — méla by byt ISI < 1,5

INR standartizace testu a porovnatelnost vysledku
% koagulacni aktivity odecCtenim z kalibracni krivky



Protrombinovy test

- Ind|kace PT - K|InICk)'/ V)'lznam prodlouzeni &asu
= zakladni koagulaéni test = defekt faktort vnéjSiho systému
= predoperacni vySetieni vrozeny a ziskany

patologicky inhibitor
specificky, nespecificky -LA
= nedostatek vit. K

= krvacivy stav
= |éCba kumariny

= podezfeni na patol. inhibitor
= kumariny

= Referencni rozmezi - heparin
. 11 -17s, li&i se dle reagencie dle typu a davky,citlivosti reagencie
= pomérR=0,8-1,2 DS
- 70—120 % = novorozenec

= Terapeuticky rozsah

=  |INR = 2,0 — 4,0 (dle Klinické indikace)



Aktivovany parcialni tromboplastinovy test - APTT

monitoruje vnitrni koagulacni system — PK, HMWK, FF XIlI, XI, IX,
Vill ale i I, V, X a fibrinogen

sledovani Casu tvorby fibrinu po pridavku aktivatoru , parcialniho
tromboplastinu (kefalin = fosfolipidy) a Ca?* (CaCl,) k vySetfované plazmé

vyjadfovani vysledku - koagulaéni ¢as (s) / pomér R

Aktivace kontaktem (+ PL + Ca®™)
XII. PK HMWK

Tkafiovy tromboplastin + Ca®~
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Aktivovany parcialni
tromboplastinovy test
= Indikace APTT

zakladni koagulacni test
predoperacni vysetreni
krvacivy stav

|éEba heparinem (UFH)
podezreni na patol. inhibitor

= Referencni rozmezi

28 -40s, liSi se dle reagencie
pomérR=0,8-1,2

= Terapeuticky rozsah

R=15-3,0
R =2,0-4,5 (dle citl. reag.)

- K||n|Cky V)'lznam prodlouzeni &asu

defekt faktor vnitfniho systému
vrozeny a ziskany
patologicky inhibitor
specificky, nespecificky -LA
von Willebrandova choroba
heparin (UFH)
kumariny
FDP
novorozenec

arteficialné (odbér, zpracovani)



Trombinovy test - TT

monitoruje treti fazi koagulace — vysetreni poruch premeny
fibrinogenu na fibrin —

sledovani Casu tvorby fibrinu po pridavku trombinu (nizka
koncentrace) k neredene vysetrovane plazme

vyjadfovani vysledku - koagulaéni cas (s) / pomér R



Aktivace kontaktem

XIl, PK HMWK
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KllﬂICky vflznam — T T prodiouzeni ¢ast

hypo-, afibrinogenémie
dysfibrinogenémie
heparin

FDP

jiné patologicke inhibitory (myelom, revmatoidni
artritida)

novorozenec

Reptilazovy test — test s trombinu podobnym enzymem
= neni ovlivnen heparinem



Fibrinogen (Fbg)

zakladni koagulacni test

metody stanoveni fibrinogenu

= funkCni - vySetreni schopnosti premeny na fibrin
(metoda dle Clause)

sledovani Casu tvorby fibrinu po pridavku
nadbytku trombinu k redené vysetrovane plazme

= vySetreni mnozstvi (imunochem. LIA, ELISA)
Vyjadfovani vysledku - v g/l (odeget z kalibragni kfivky)
Referencni rozmezi — 1,8 — 4,2 g/l



Fibrinogen

= Kilinicky vyznam snizeni = Kilinicky vyznam zvyseni
= vrozené hypo-, afibrinogenémie = téhotenstvi
= téZzké poruchy jater (syntéza) = zanét
= zvySena spotieba = npadorova onemocneéeni
= zvySené ztraty = stavy po operaci, zpracovani)

= trombolyticka lIéCba
= dysfibrinogenémie



Diagnostika krvacivych stavu

= Screening
= poruch primarni hemostazy a vVWF
= v systému koagulacnich faktoru
= v systemu fibrinolyzy

= Specialni testy

primarni hemostaza
= VWF
systém koagulacnich faktoru

system fibrinolyzy



Testy primarni hemostazy

pocet trombocytu (+ morfologie)
doba krvaceni (Duke, Ivy)

PFA

= kvantitativni mereni primarni hemostazy v plne

citratove Krvi - ¢as potiebny ke komletnimu uzavéru
membrany potazené Col/Epi nebo Col/ADP

agregace trombocytu (indukovana , samovolna)

= turbidimetricka nebo impedancni metoda

retrakce koagula
= schopnost smrstovat krevni/plazmatické koagulum



Vysetreni PFA




Testy k diagnostice VWF

Screeningove testy
= doba krvaceni
= PFA
= APTT
Specifické testy
= F VIII:C (funkéni aktivita)
= funkcni aktivita VWF (VWF:RCo, VWF:Ac)
= antigen VWF (LIA, ELISA, EID)
= kolagen vazebna kapacita VWF

Diskriminacni testy
= agregace po ristocetinu

= F VIl vazebna kapacita VWF
= multimerni struktury VWF

Molekularni diagnostika



Testy systému koagulacnich faktoru

= Zakladni koagulacni testy

= Korekcni testy sledovani korekce (zkraceni) APTT/PT po
pridavku normalni plazmy NP (smés 1:1)

= prodlouzeni se koriguje - defekt faktoru

vySetreni funkéni aktivity faktoru
= jednofazovou koagulacni metodou na principu APTT/PT
= dvoufazovou fotometrickou metodou

= prodlouzeni se nekoriguje - pritomnost inhibitoru
vySetreni specifického inhibitoru
vySetreni nespecifickeho inhibitoru (LA)

= Faktor XIII - funkéni aktivita chromogenné




Testy fibrinolytického systéemu

= Rutinni testy
= euglobulinova lyza (\, globalni test, méti se gas rozpusténi koagula)
= D-Dimery (specifické stépné produkty fibrinu, marker aktivace

koagulace i fibrinolyzy, 1N, rutinni test, imunochemicky ug/l)

= Specialni testy (aktivita - fotometricky, antigen - ELISA, EID)
= plazminogen (klinicky vyznam+, riziko trombozy)
= a-2-antiplazmin (klinicky vyznam«/, riziko krvaceni)
= PAI-1(klinicky vyznam~, riziko trombozy)

= Molekularni markery (ELisA)
=  komplex PAP



Trombofilni markery
= Defekty systéemu

= pfirozenych inhibitortu krevniho srazeni
= koagulacnich faktort (1FVill, dysproteinémie)
= fibrinolyzy
= trombocytu
= Pritomnost protilatek
= Nespecifickych (LA)
= Trombofilni mutace

= FV Leiden G1691A
= Protrombinu G201210A



Prirozene inhibitory

Antitrombin (rutinni test, aktivita chromogenné)

inhibitor serinovych proteaz FF lla, Xa...
Systém PC/PS (ProC Global) — inaktivace FF va, villa
= Protein C (aktivita koagulaéné&/chromogenné)
= Protein S (aktivita koagula¢né)
= APC-rezistence (koagulaéné)
Klinicky vyznam snizeni aktivity AT, PC, PS
VySetreni antigenu u vrozenych defektu



Systém proteinu C

Xlla
FVila-TF Xla
\ /
FIXa
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Defekty trombocytu

= Syndrom lepivych desticek
N Hyperagregabilita trombo
po Epi + ADP - typ |

po Epi - typ I
po ADP - typ Il

= Aktivace trombocytu
A samovolna agregace

A molekularni markery
PF4, BTG - ELISA



Monitorovani lecby

= Antikoagulacni IéCba

= kumariny - PT (INR)
= Antitromboticka

= UFH - APTT (R)

= LMWH - anti Xa (chromogenni)

= DOAC - antiXa, antilla (chromogenni/koagulaéni)
= Antiagregacni

= agregace

= PFA



