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Antitrombin

Stanoveni funkcni aktivity - fotometricky
= princip

3 1/ inkubace redéne vys. plazmy s nadbytkem
v trombinu

» (F Xa)
3N V pritomnosti heparinu

3 za vzniku komplexu
v trombin -AT-heparin
o (F Xa - AT - heparin)
3 a zbytkoveho trombinu (F Xa)



Antitrombin

3 2/ stanoveni zbytkového
v trombinu

» (F Xa)
3 pomoci specifickeho chromogenniho substratu
vend point (A)
o kKineticky (AA/min)
= vyjadreni vysledku v %
3 odecet z kalibracni krivky (lin/lin zavislost)
Stanoveni antigenu

3 - EID, LIA, ELISA



Kalibrace - antitrombin

= kalibracni material
N komercni
= vysetreni
3 ruznych redéni vychozi kalibracni plazmy s
udanou hladinou antitrombinu
= kalibrace tri...vice bodova

= zavislost lin/lin



Antitrombin - klinicky vyznam

= Kklinicky vyznam
N snizeni
= normalni hodnoty: 80 — 120 %

= vySetreni dalSich fedeni vySetrované plazmy
N bézné se neprovadi
3 zvysSene hodnoty bez klinickeho vyznamu
(> 120%)
N jen pro event. snizeni vlivu zbarveni plazmy



Antitrombin - klinicky vyznam

= snizeni AT
= vrozeny nedostatek
= ziskany nedostatek
N snizena synteza
N zvysSene ztraty
3 zvysSena spotreba (DIC, TEN, rozsahle operace)
N jIné priciny (téhotenstvi, kontraceptiva)
= interference - zbarveni plazmy



D-Dimery

Specifické stepné produkty fibrinu
= marker aktivace koagulace i fibrinolyzy
= metody semikvantitativni
3 latexaglutinacni (hemaglutinacni)
3 imunofiltrace
= metody kvantitativni
A LIA
3 ELISA
A EID



Kalibrace — D-Dimery

= vysetreni
3 vice standartnich materialu s rtznym hladinou D-Di
= nacteni kalibrace carovym kodem
3 kalibrace vicebodova
3 zavislost nelinearni (polynom)
= vyjadrovani vysledku v mg/l (norma < 0,5 mg/l)
3 Kklinicky vyznam zvyseni
= omezeni — rozsah kalibrace (napr. O - 4 mg/l)
3 nutnost provedeni vysetreni dalSich redéeni



D-Dimery - klinicky vyznam

= Zvyseni D-Di
3 TEN, DIC
N poranéni, po operaci
N zanet
N primarni hyperfibrinolyza
3 trombolyticka lécha
3 hepatopatie
3 odvrzeni transplantovanych Stepu
3 fyziologicky
» tehotenstvi, porod, menstruace, fyzicka zatez



FDP

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

3 latexaglutinacni

oV Seru
e odbér do spec. zkumavek s trombinem a reptilazou

oV plazme

N metody kvantitativni
v EID



Stanoveni solubilniho fibrinu

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

= metody prime

3 parakoagulacni
v etanolgelifikacni test
v protaminsulfatovy test

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



Etanolgelifikacni test

= prukaz pritomnosti solubilnich komplexu FM
= parakoagulacni test

3 sledovani tvorby gelu po pridavku 50%
etanolu k vysetrované plazme (20 )

= Ovlivneni vysledku
2 odber (aktivace) - falesna pozitivita
N cas zpracovani (do 30 min) - t falesna negativita
3 teplota (20 ) - 1+ negativni, | pozitivni



EGT - klinicky vyznam

= DIC

= TEN

= sepse

= metastazujici karcinomy
= SLE



Stanoveni heparinu anti Xa (ll1a)

= Princip: méreni schopnosti heparinu katalyzovat
iInhibici F Xa (lla) antitrombinem
3 inkubace redéne plazmy s nadbytkem F Xa (l1a)
-inhibicni pusobeni komplexu ATIII-heparin na
F Xa (lla)

N meéreni zbytkového F Xa (ll1a) po pridavku
chromogenniho substratu

3 vyjadreni vysledku v IU/ml odectenim z
kalibracni krivky

= Provadeénti: preventivni/ Ié¢ebné podavani LMWH /UFH



Globalni testy

= Doba krvaceni

= Euglobulinova lyza

= Analyza PFA

= Trombelastografie

= Konzumpce protrombinu
= Doba srazlivosti

=» Rekalcifikacni ¢as



Doba krvaceni

Globalni test primarni hemostazy

= Meri se doba, za kterou dojde k zastavée
krvaceni v misté dle moznosti standardniho
vpichu nebo rezu

= metoda dle Duke - standardni rez do ucha
v horma < 270s

= metoda dle Ivyho - rez na predlokti pomoci
firemnich noziku pri zatazeni paze tonometrem
na 40 mm Hg sloupce
» napr. Surgicutt norma 120-480 s



Doba krvaceni - klinicky vyznam

Prodlouzeni DK

= trombocytopenie

= trombocytopatie

= von Willebrandova choroba
=» porucha cévni steny

= afibrinogenemie

= ovlivneni leky (salicylaty)



Euglobulinova lyza

Globalni test fibrinolytického systemu

= MeEri se cas potrebny k rozpusténi koagula
euglobulinové 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 rozpusténi precipitatu (zvysenim pH)
3 vznik koagula EF po pridavku Ca%*
3 sledovani rozpousteni koagula (cca po 15 min)



Euglobulinova lyza

Ovlivnéni vysledku:
= odber
3 aktivace
=» cas zpracovani
3 do 30 minut
= koncentrace fibrinogenu
3 hypofibrinogenémie
= rozpusteni precipitatu



Euglobulinova lyza
- klinicky vyznam
= zkraceni
3 DIC (sekundarni hyperfibrinolyza)
N primarni hyperfibrinolyza
3 trombolyticka Iécba
N cirhdza
3 zvysSena dusevni a telesna zatez
N novorozenec

= prodlouzeni
3 podezreni na hyperkoagulaci



Trombelastografické vysetrfeni

= kontinualni monitorovani procesu krevniho
srazeni a nasledné lyzy v podobe grafického
zaznamu = trombelastogramu

= klasicka trombelastografie

3 sledovani oscilace kyvety se srazlivou krvi, ve
které je zavésen trn pripojeny k indikatoru svétla

= rotacni trombelastografie
3 sledovani oscilace trnu v pevné kyvete s krvi



Trombelastografie
funkcni koagulacni analyza

plne krve Kontinualni

- sledovani pevnosti
krev aktivator krevni sraZeniny




Trombelastografie

= schopnost krevni srazeniny tvorit mechanicke
spojeni mezi kyvetou a trnem

= rotacni pohyb (kyvety nebo trnu)
N brzdeny tvorici se krevni srazeninou
N |e prevaden na amplitudu

3 je mirou pevnosti srazeniny

= zaznam amplitud v ¢ase
N trombelastograf

W symetricka krivka
» nad a pod zakladni linii
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Klinicky vyznam TEG
= Poskytuje informaci o

3 tvorbé trombinu indukované aktivaci vnéjsiho nebo
vnitiniho koagulacéniho systému

3 obsahu fibrinogenu a trombocytu
N odpovidajici polymerizaci srazeniny
N rozpousteni fibrinu
= Vyhody
N jednoduchost provedeni vys. z plne citratoveé krve
3 dostupnost vysledku v kratkém casovém intervalu

= Nevyhody

3 pouziti k hrubé orientaci o stavu hemostazy

3N zejmeéna k akutni analyze na operacnich salech a
jednotkach intenzivni pece



Vysetreni PFA 100

= kvantitativni méreni primarni hemostazy
zahrnujici adhezi, degranulaci a tvorbu
hemostatické zatky mereneé v citratove plné Kkrvi

= sledovani tvorby destickoveho trombu, ktery
postupne vyplnuje otvor v membrane

3 potazené bud kolagenem a epinefrinem
3 nhebo kolagenem a ADP
= vysledek je cas potrebny k dosazeni
kompletniho uzaveru otvoru membrany



Membrane

Epinephrin/
ADP

Blood 150ul
CJ‘PI“M'Y

= 200u Membrane

Collagen-
von Willcbrand coating
Factor
Erythrocytes Flow
Platclets Capillary

% 200ul



PFA - klinicky vyznam

=» preoperacni screening

= diagnostika vrozenych a ziskanych
trombocytopatii

= diagnostika VWF choroby (typ 1)
= sledovani ucinnosti leChy



Konzumpce protrombinu

= vySetreni destickove | plazmatické funkce krve

= stanovuje se zbytkove mnozstvi protrombinu v
Séru po vysrazeni krve za standartnich
podminek

2 odbér (3 sklenene zkumavky, mnozstvi krve)
3 zpracovani (ihned po odberu)
3 4 hodiny 37 T

3 vlastni vySetreni zbytkového protrombinu v seru
v inkubace séra s Ca?*tromboplastinem

» Sstanoveni koagulacniho casu po pridavku
fibrinogenu (norma > 30 S)



Interpretace zakladnich
koagulacnich testu



Prodlouzené PT

|
prodlciuiené

Trombinovycas

APTT

| .
prodlouzené

viz.TT

|
Vv n?mﬁ:

Korekeni test

|
V horne

l
deficit F VI

zahajeni |éby kumariny

|
kor(?kce

v

| . .
vrozeny deficit ~ Ziskany deficit

FF1I,V,X J

FF 11V, VII.X

(jater. choroby, DIC)

|

|
ééslt@éné/bez korekce

Inhibitor:
specificky
nespecificky

FF ILLVILX aV v nornme

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



Prodlouzené APT]

-

PT

V horne

|

Korekeni test

|
prodlouzené

l

Trombinovycas

v,
normalni
(viz PT)

} .
prodlouzené
(vizTT)

korekce

I
ziskany deficit
(jaterni choroby, DIC)

vrozeny deficit
FF VI X, XI,
XII,PK,HMWK

casteéné/bez korekce

|
Inhibitor:
specificky
nespecificky



Prodlouzeny TT|

\ 4

Reptilazovycas |

prodlouzené V NOIM
. l
Fibrinogen heparin
| abn|orméln|’
V NOrme |
l Fibrinogen imunologick)P
FDP
| -
negativni pozitivni \ ”Cfmﬁ‘ abnormain|
v e dysfibrinogenemie |
abnormalni e 5
antitrombin fibrinofyza yrosena
nomny- hypofibrinogenemie
(revmatoidni artritida
nebo DIC

nebo myelom)



Prodlouzena DK

| Pcacet trombocyt |

zvyéen¥ . snizeny

\Y; ncgrma- |

Trombocytoza APTT Trombocytopenie
|
|
Y nor‘rré pro?louiené
l Fibrinogen
Funkce trombocyit

| -

Y ncl)rm% abnolrmélnl’ Y n?rné abnormalni
izolované dysfunkce | yWE dys-, hypo-, afi-
prodlouzeni DK  trombocyf fibrinogenemie

variébilnl’ abnolrmélnl’

yarianty“ vVWFE choroby von Willebrandova choroba



PT APTT TT

norma norma norma
= A) + trombo | DK norma
Priciny: Dopliujici vySetreni:
3 inic. DIC A AT
= B) +1NDK, trombo norma
PFiginy: Dopliujici vySetreni:

a8 F Vi, wWWF:RCo, VWF
N funkce trombo

N Vv.Willebr . choroba
N trombastenie
2 jiné trombocytopatie

= C) +\V trombo , DK N/

Priciny: Doplfiujici vySetreni:
3 trombocytopenie ¥ pocet trombo

3 trombocytopatie 3 VvySet reni funkce trombo

N Inic. DIC



PT APTT LI

patol norma norma
Priciny: Dopliujici vysSetreni:
N snizeni F VII | FVi
3 snizeni FF protrombin. 3N anamnéza, dalSi vys.
komplexu (biochem.)
N kumariny 3N anamneéza

A Nhovorozenec
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PT APTT LI

norma

snizeni FF F VI, X, XI,XII
v.Willebr. choroba
specificky/nespeecificky
iInhibitor

novorozenec

patol norma

Dopliujici vysSetreni:
8 F VI, IX, XI, Xl
3 F VI, vWF:RCo, VWF
3 prukaz inhibitoru



PT APTT LI

norma norma patol
Priciny: Dopliujici vysSetreni:
3N heparin 3 reptilazovy Cas
N poruchy polymerizace 2 fibrinogen, FDP
fibrinu

3 dysfibrinogenémie a fibrinogen (EID)
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PT APTT LI

patol patol norma
Dopliujici vysSetreni:

komplexni koag. porucha 2 fibrinogen, trombocyty,
rizné geneze FDP, D-Dimery, bioch.
snizeni FF I, V, X | FIl,V, X
inhibitor F V 3 prukaz inhibitoru
lecba kumariny 3N anamneéza
novorozenec



PT
patol

Priciny:
3N kombinovana
koagulopatie

APTT TT
norma patol

Dopliujici vysSetreni:

3 fibrinogen, FF, FDP,
biochemie



PT
norma

Priciny:
3N heparin

3N kombinovana
koagulopatie

APTT TT
patol patol

Dopliujici vysSetreni:
N reptilazovy cas
3N FF, fibrinogen



