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KOAGULACNI METODY

Koagulacni metody meri cas od pridani startovaci

reagencie do vzniku fibrinového vlakna ve vzorku plazmy
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KOAGULACNI METODY

Fyzikalni detekce

Detekce fibrinového vlakna
Elektromechanické vibrace a rotace

Ize méfit i chylézni plazmu

Opticka detekce

Rozptyl svétla - nefelometrie
Propustnost svétla — turbidimetrie

Manualni metody



PRINCIP — KOAGULACNI (DETEKCE OPTICKY)

Vzorek plazmy je po pridani startovaci reagencie vystaven
svetelnému zareni o vinové délce 660 nm

Zmé}nifly opticke hustoté plazmy pri vzniku koagula jsou ve velmi
malych casoyych intervalech monitorovany jako zmény v intenzite
svetla rozptyleného pri prichodu vzorkem

Rozptylené svetlo dopada na fotodiodu a indukuje vznik .
elektrickeho impulzu, jehoz amplituda roste imerne s intenzitou
dopadajiciho svetla

Koagulaci pristroj hodnoti jako ukoncenou tehdy, kdyz se zastavi
narust amplitudy impulzu

Na zaklade amplitudy elektrickych impulzl je vytvorena
koagulacni krivka



PRINCIP — KOAGULACNI (DETEKCE
OPTICKY)

Koagulacni cas je stanoven metodou procentualni detekce

Intenzita rozptyleného svétla je stanovena ithned po pridani
startovaci reagencie a je definovana jako 0 %

Intenzita svétla po ukonceni koagulace jako 100 %

Bod detekce koagulace je stanoven na koagulacni krivce
mez1 0 % a 100 %,
nejcastéji je uzivano 50 %

Koagulacni cas je potom ¢asem, ve kterém bylo dosazeno
nastavené intenzity rozptyleného svétla



Nefelometrie

zabyva se mérenim intenzity difizne
rozptyleného svétla na dispergovanych c¢asticich.
Pro tyto tcely slouzi bud nefelometricky nastavec
k fotometru, u nichz se difizné rozptylené svétlo
sleduje pod tthlem 90°, nebo jsou vyvinuty
specialni pristroje - nefelometry




Turbidimetrie

sleduje pokles intenzity zareni prochazejiciho
absorbujici a rozptylujici vrstvou. Na casticich
dochazi k rozptylu zareni a ¢castecne 1 jeho
absorpcl. Proslé zareni ma tedy vzdy nizsi
Intenzitu nez zareni dopadajici (svételny zdroj).

ZDROJ i ' | DETEKTOR




PRINCIP — KOAGULACNI (DETEKCE-
VISKOZITA)

vzrustajici viskozita plasmy béhem jeji koagulace

Tento rust viskozity je méren pohybem nerezové ocelové kulicky,
ktera se pohybuje mezi dvéma drazkami v kyveté s plazmou

Pohyb kulicky je tvoren elektromagnetickym polem,
které ptisobi na kulicku stridaveé ze dvou stran.

Jakmile je nastartovana koagulace (pridanim startovaci
reagencie) viskozita plazmy zac¢ne vzrustat, coz ma vliv na pohyb

kulicky

Oscilacni amplituda kulicky se zmensi

Této zmeény se vyuziva k urceni koagulacniho casu



SYSMEX CA 1500




SYSMEX CA 1500

je plné automaticky
volné programovatelny
propustnost cca 120 analyz za hodinu

diagnostika koagulacnich abnormalit
sledovani antikoagulacnich terapii

Principy méreni:
koagulacni metody (opticky - turbidimetrie, 660 nm)
zdroj LED, detektor fotodioda
chromogenni metody (405, 575, 800 nm)

zdroj halogenova lampa
1munoturbidimetrické metody



APTT

APTT je zakladni koagulacni test monitorujici vnitrni koagulacni systém (F
XII, XI, IX,VIII,

PK, HMWK, pri soucasneé prodlouzeném PT rovneéz F X event. V, II a Fbg).
Vpritomnosti fosfolipidli, kalcia a povrchového aktivatoru (kyselina
ellagova) dochazi v plazmeé chudé na desticky k aktivaci mediatort vnitrni

cesty premeény protrombinu na trombin. Vznikly trombin aktivuje nasledné
premeénu fibrinogenu na fibrin a posléze na nerozpustny fibrin.

Actin® F'S je reagencie vysoce citliva k heparinu a defektim faktort, malo
citliva k Lupus antikoagulans.

Po pfidani parcialniho tromboplastinu — kefalinu
(nahrada destickového faktoru 3 = PF3) a Ca2+
k testované citratové plazmé zavisi rychlost tvorby
fibrinového vlakna na faktorech vnitfniho
koagulacniho systému (PK, HMWK, F XII, XI, IX,
VIII ale i X, V, Il a I). K urychleni aktivace je
pridavan aktivator (kfemicitany).



PT

Po pridani tkanového tromboplastinu s Ca 2+

k testované citratové plazme zavisi rychlost
tvorby fibrinového vlakna (protrombinovy cas PT)
na faktorech zevniho koagulacniho systéemu (F 11,
V, VII, X1 FI).



PT

Protrombinovy ¢as je zakladni screeningovy koagulacni test

pouzivany k detekci vrozenych ¢1 ziskanych nedostatka faktort
vneéjsiho koagulacniho systému (FF I1,V,VILX).

Priciny prodlouzeni PT:

-vrozeny defekt vyse uvedenych koagulacnich faktort
- fyziologicky u novorozence

- ziskany defekt:

- pritomnost inhibitort

- nedostatek vitaminu K a lécba antagonisty vitaminu K- choroby
jater

- DIC

Test PT se pouziva k monitorovani oralni antikoagulacni terapie
pri niz dochazi ke snizeni hladiny vitamin K dependentnich
faktoru (II,VILIX,X). Vysledky se vyjadruji v INR.

Terapeuticky rozsah: INR = 2,0 — 3,0

Pozn.: Terapeuticky rozsah INR mitize byt posunut obéma smery
dle klinického stavu pacienta.




TT

Test postihuje tzv. treti fazi koagulace,tj. stépeni
fibrinogenu trombinem
Sleduje se ¢cas koagulace po pridavku malého

mnozstvi trombinu k neredéné vysetrované
plazme.



AT

Testovana plazma je inkubovana s prebytem
trombinu a heparinu. Vytvori se trimérni
komplex /AT III * heparin * trombin/. Prebytecny
trombin v dalsim kroku reaguje se substratem a
uvolnuje z neéj p-nitroanilin (pNA) — zluté
zbarveni. Intenzita zabarveni je neprimo imeérna
koncentraci AT III v plazmé a je detekovana
fotometricky pri 405 nm.

Reakcéni schéma:

AT III + heparin + trombin [ AT III *
heparin * trombin / + trombin (prebytek)

Substrat — pNA + trombin (prebytek) pNA
(zluté zabarveni) + tripeptid



FIBRINOGEN

Citratova plazma je redena, smichana s
nadbytkem trombinu a je zaznamenan
as koagulace. Redénim plazmy se snizuje
vliv inhibitort ovlivnujicich tzv. treti fazi
koagulace. V systému s nizkou
koncentraci fibrinogenu a nadbytkem
trombinu je koagulacni cas zavisly
predevsim na koncentraci fibrinogenu.
Mezi logaritmem koagulacniho ¢asu a
logaritmem koncentrace fibrinogenu plati
linearni vztah.



D-DIMERY

Kvantitativni stanoveni D-dimert v plazmeé imuno-
turbidimetrickou metodou podle stupné aglutinace
latexovych ¢astic navazanych s monoklonalni protilatkou
proti D-dimerové molekule.

P11 prichodu svazku monochromatického svétla suspenzi
mikrolatexovych castic s kovalentné navazanou specifickou
protilatkou proti D-dimertm je svétlo, za predpokladu
vinové délky svetla mnohem vetsi nez rozmeéry latexovych
castic, pouze slabé absorbovano. V pritomnosti testovaného
antigenu (D-dimera) aglutinuji protilatkou potazené
latexové castice za tvorby agregatii rozmeéroveé vétsich nez
vinova délka sveétla, které je mnohem vice absorbovano.
Toto zvyseni svetelné absorbce je zavislé na mnozstvi
antigenu pritomného v testovaném vzorku.



