Principy vysetreni
hemostazy, preanalyza



Trombo6za - Hemostaza - Krvaceni




Fyziologie krevniho srazeni

=» Zakladni homeostaticky mechanizmus
= Spolupusobeni ruznych systému vcetné
regulacnich zpetnych vazeb

N Cevni steny

N Trombocytu

N Plazmaticke koagulacni faktory

N Plazmaticke inhibitory

N System fibrinolyticky



Déleni testu

=> Testy globalni
N postihuji cely systéem (i vice)
=» Testy skupinove (screening)
N postihuji urCitou cast koagulacniho systemu

N umoznuji odliseni poruch vnitrni a vnejsi cesty a
premeny fibrinogenu

=> Testy specialni
N vySetruji jednotlivé slozky systemu



Déleni testu dle principu

= Koagulacni
= Fotometricke
= Imunochemicke

= Turbidimetrické (jiné nez koagulacni, imunochemickeé)
= Sledovani Ccasu rozpusteni koagula

= Sledovani rozpustnosti koagula

= Jine



Déleni testu dle principu

= Koagulacni

M sledovani Casu srazeni (srazliva plna krev)
bez pridavku aktivatoru/aktivovana doba srazeni (ACT)
e manualne (kyvani)
e POCT (prenosné pristroje point of care)

N sledovani casu vytvoreni fibrinového vlakna (plazma)
manualné (hackovani)
koagulometr (poloautomat, automat)
e mechanicke
® KkuliCkové (sledovani zmén pohybu kulicky)
e hackové
e opticke
e nefelometrie (sledovani rozptylu svétla)
e turbidimetrie (sledovani pruchodnosti svétla)



Déleni testu dle principu

= Fotometricke

N sledovani zmeén zbarveni v dusledku Stepeni
specifickeho chromogenniho substratu - detekce
absorbance (A)

end point”® (A)
kinetické (AA/min)

N limitace -hemolytické a ikterické vzorky
= Turbidimetrické (jiné nez koagulacéni, imunochemické)
N sledovani zmeén zakaleni

detekce zmen transmise (propustnosti T)
detekce zmen absorbance
N limitace- chylozni vzorky



Chromogeny

= Chromogenni substrat

N umele pripraveny
velkoobjemova ~ aminokyselinové bezbarvy
koncovka raménko zakonéené paranitroanilid
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Chromogeny

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




Kinetické meéreni

A 405 nm

A A/min

S

1 min
cas.meéreni.(min)




Déleni testu dle principu

= Imunochemickeé

N sledovani reakce antigenu s protilatkou

aglutinace
LIA
ELISA
EID



Aglutinacni metody

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

=» odecitani makroskopicky

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

3 semikvantitativni metody (udana mez detekce)
= metody

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

N hemaglutinacni (napr. FM)






Priklad vysSetfeni D-Dimeru

Mez detekce | nefedény |vzorek vysledek

= 0,5 mg/l fedény 1:6

aglutinace < 0,5mgll

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

aglutinace + > 3,0 mg/I




Liquid immunoassay - LIA metody

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

=» Odecitani optickym systemem koagulometru
N Zmena zakaleni (AA/min)

= Kvantitativni metody (napf. D-Di, vVWF:Ag...)

= Limitace

N Chylozita vzorku
N Hookuv jev (vysyceni protilatky antigenem)



LIA testy

=> Provedeni (STA® Liatest© D-Dimer)

TR £\

50 1l || 100 X — 150 ml
vzorku oufru latexového méfime
Cinidla Zmenu
absorbance
Inkubace mezi
240 s 12s—-140s




LIA testy

LIA kalibrace
= Kalibrace 025
N Sigmoidni
0,2
N Krivka 3. radu
L
N Minimalné 5 bodu o /
0,05 /
N Plati pro celou Sarzi . /
0 1 2 3 4
mg/Il




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

= kvantitativni metoda



Uulhg“




VySetreni plazmatickych proteinu

= Vysetreni funkcni aktivity
N koagulacni metody
N fotometrické metody

=> \ysetreni antigenu
N Imunochemicke metody

N umoznuji odliseni defektu

kvalitativnich
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



Prfiprava pacienta

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

=» Uvedeni casu odberu

= Uvedeni leCcby

= 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)



Nedostatecné promichani krve s citratem

= Nebezpeci aktivace a srazeni vzorku

= Koncentrovani citratu u hladiny
N automaty pipetuji tesne pod hladinou
naredenou plazmu s nadbytkem citratu
N Spatne vysledky
N overeni po stazeni plazmy a promichani



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 odbeér vzorku

Vyradit vzorky
=>» Srazene

= S chybnym objemem krve ( rozdil 10%)
= Hemolyticke, iktericke a chylozni

N hemolyticky a iktericky vzorek
ovliviuje vyrazne fotometricka stanoveni
N chylozni vzorek

ovliviuje vyrazne koagulacni stanoveni na
optickych koagulometrech a imunochemicka
stanoveni vyhodnocovana opticky



Spravny odbeér vzorku

Mnozstvi krve
= Méne
N prodlouzeni koagulacnich ¢asu

APTT citlivé od 90 % objemu
PT citlive od 80 % objemu

= Vice
N zkraceni koagulacnich casu??



Spravny odbeér vzorku

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

100 - hematokrit

ml citratu = --—----------——--- 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 fci trombocytu



Vysetrovany 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 (ultracentrifugace)

= Plna krev
= Sérum



Centrifugace

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

r = polomer 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 (lecba heparinem) 1 hodinu
N Ostatni vysetreni: 4 hod
=> \/yssi teplota ne
= Ulozeni v lednici (aktivace FF VII a Xll) ne



Zamrazovani vzorku

= Plazma chuda na desticky/bezdestiCkova
= Objem > 500 pl
= Zkumavka se zatkou
= Spravna velikost zkumavky
= Zkumavka naplnena do 3/4
= Rychle zamrazeni (-70 °C, -196 °C)
= Skladovani zamrazenych vzorku
N kratkodobé -20 °C, dlouhodobe: - 70 °C



Rozmrazovani vzorku

= Pri 37 °C min. 5 minut
= Dobre promichat
= Opakovane zamrazeni neni mozne



Analyticke 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



Postanalytickeé faktory

= Rozmezi fyziologickych hodnot
= Terapeuticke rozmezi

= Vyjadrovani vysledku

= VVyhodnoceni vysledku

= Interpretace vysledku



