Principy vysetreni
hemostazy



Tromboza - Hemostaza - Krvaceni




Fyziologie krevniho srazeni

« Zakladni homeostaticky mechanizmus
« Spolupusobeni ruznych systému vcCetné
regulacnich zpetnych vazeb
— Ceévni steny
— Trombocytu
— Plazmatické koagulacni faktory
— Plazmaticke inhibitory
— Systém fibrinolyticky



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
— vySetruji jednotlivé slozky systému



Déleni testu dle principu

« Koagulacni
* Fotometrickeée
* Imunochemickeé

« Turbidimetrické (jiné nez koagulacni, imunochemicke)
Sledovani €asu rozpusténi koagula
Sledovani rozpustnosti koagula

« Jiné



Déleni testu dle principu

Koagulacni
— sledovani Casu srazeni (srazliva plna krev)
» bez pfidavku aktivatoru/aktivovana doba srazeni (ACT)
— manualné (kyvani)
— POCT (pfenosné pfristroje point of care)

— sledovani Casu vytvoreni fibrinového vlakna
manualné (hackovani)
» koagulometr (poloautomat, automat)
— mechanické
» kuliCkové (sledovani zmén pohybu kulicky)
» hackoveé
» vibraéni
— optické
» nefelometrie (sledovani rozptylu svétla)
» turbidimetrie (sledovani prachodnosti svétla)

» limitace — chyl6zni vzorky



Kyvani

* Naklaneni zkumavky
* Prvni metoda detekce Casu srazeni
— Vizualné pozorujeme vznik srazeniny
» Pouzivano napfiklad pro RC
— RC - rekalcifikaéni &as (plasmy, plné krve)






,Hackovani”
* Prvni skuteCne pouzitelna metoda

* Protahujeme hacek reakcni smesi a
pozorujeme vznik koagula

* DostateCne presna, dostatecne citliva
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,Hackovani*

* Vyhody

— Jednoduche a levne vybaveni

— Velmi zkusena laborantka je presna
* Nevyhody

— Potreba velmi zkuseneho personalu

- Su
— Ve
— Ve

njektivni ovlivneni
Ky vliv koncentrace fibrinogenu

ka spotreba reagencii



Hackove koagulomery

* Vyuzivaji vyssi vodivosti fibrinového
viakna

* Dve elektrody, alespon jedna ve tvaru
hacku

* Vzniklé fibrinove vlakno vodive spoji
elektrody — zaznamena se cas









Hackové koagulometry

* Vyhody:

— Relativne presné

— Malo citlivé na koncentraci fibrinogenu

— Detekuji opravdu prvni fibrinove vlakno
* Nevyhody:

— Komplikovana jemna mechanika

— Pracne cisteni

— Velky objem reagencii



Koagulometry vibracni

* Princip
— v kyveté umisten vibrujici platek s elektromagnetickou detekci

— P¥i tvorbé fibrinu dochazi ke zvyseni viskozity a zpomaleni
vibrace kovoveho platku

— Vyhodnoceni zmény frekvence vibraci se sou¢asnym
zastavenim ukazatele Casu

» \/yhody
— pomérne citlivy, neni prakticky citlivy na koncentraci fibrinogenu

* Nevyhody

— obtizna manipulace s vibr. platky a moznost kontaminace vzorku



Koagulometry kulickove

KuliCkove

Meri se zmena viskozity

— Viskozita reakcni smesi ovlivahuje pohyb
detektoru

Detektor je kuliCka

Po startu maji mrtvy Cas

— Nutne k nastaveni pristroje pro prislusny
vzorek



Viskozitni koagulometry

» Citlivost
— Je neprimo umerna momentu hybnosti detektorup =m *v
(m=hmotnost,v=rychlost)
* Presnost
— Je pfimo umérna frekvenci pohybu detektoru
* Frekvence pohybu je umeérna rychlosti
« Zvyseni citlivosti-snizeni momentu hybnosti detektoru

— Snizeni hmotnosti

« Ma limity, pfiliS nizka hmotnost detektoru znamena vétsi moznost
ruseni

— Shnizit rychlost
* Mensi rychlost znamena mensi presnost



Kulickove koagulometry

* Detektorem je kovova kuliCka

— Vetsinou ocelova

— Nekdy se specifickym potahem na povrchu
* Riziko zmagnetizovani kulicek

— Nereprodukovatelné vysledky



Koagulometry Amelung

Rotujici kyveta s kulickou
Magneticky senzor
Pomerne velka kuliCka
Pomeérne pomaly pohyb

Prvni masove rozsireny koagulometr












Koagulometry Amelung

* Vyhody

— Kulicka prochazi vetsinou objemu

* Nevyhody
— Velky objem reagenci
— Nizsi citlivost



Koagulometry Benck CL

Kulickovy koagulometr
Mala kulicka, rychla rotace
Opticky senzor

Meri zmeénu frekvence pruchodu kuliCky
pred detektorem












Koagulometry Benck CL

* Vyhody
— Maly objem reagencii
— Prumérna citlivost

* Nevyhody

— Problémy se vzorky s dlouhym nebo velmi
kratkym koagulacnim Casem

« KuliCka tuneluje









Koagulometry Stago

KuliCckovy koagulometr

Mala kulicka, kyvavy pohyb
Elektromagneticky senzor

Meri zmenu frekvence a amplitudy kulicky

Zpomaleni, zastaveni pohybu kulicky je
detekovano jako koagulacni Cas
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Koagulometry Stago

* Vyhody
— kyvavy pohyb kuliCky — meni se rychlost
v Uvratich ma kulicka nulovou rychlost

* velice vysoka citlivost
e méreni fibrinogenu od 0,2 g/l

— chylozni, iktericke, hemolytické vzorky

* Nevyhody
— velky objem reagencii pro fotometricke testy z
duvodu pritomnosti kulicky



Opticke koagulometry

« Meri vznik zakalu nikoli primo koagula
— Problém vyhodnoceni namerenée reakcni krivky
— Ruzni vyrobci maji rozdilné reSeni
 UrCeni rozdilu pfed a po koagulaci (Siemens)

 Derivace koagulacni kfivky (Organon)
 UrCeni poCatecni rychlosti (napr. ACL)



Opticke koagulometry

 Citlivée na rychlost tvorby koagula
— nizky fibrinogen
— pfitomnost inhibitord (heparin)
 Citlivé na zabarveni plasmy
— Iktericka plasma
— chylozni plasma
— hemolyticka plasma












Derivace
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Rozdil a Derivace

* Neni problém u normalnich vzorkua

* U pomalu koagulujicich vzorku vyznamné
prodluzuji koagulacni casy



PocCatecCni rychlost




PocCatecCni rychlost




PocCatecCni rychlost




PocCatecCni rychlost

* Neni problém u normalnich vzorkua

 Pomalu koagulujici vzorky
vyznamne zkraceni casu



Opticke koagulometry

* Vyhody
— Jednodussi konstrukce
— Snadna implementace do automatu
* Nevyhody
— Nelze analyzovat zabarvené vzorky
— Problemy pri pomalém vzniku koagula
— Nutno udrzovat optiku v perfektni Cistoté



Déleni testu dle principu

 Fotometrickeé

— sledovani zmén zbarveni v disledku stépeni specifického

chromogenniho substratu - detekce absorbance (A)
* end point® (A)
» kinetické (AA/min)
— limitace -hemolytické a ikterické vzorky

 Turbidimetrické (jiné nez koagulaéni, imunochemické)
— sledovani zmén zakaleni
« detekce zmen transmise (propustnosti T)

» detekce zmén absorbance
— limitace- chylézni vzorky



Chromogeny

« Chromogenni substrat
— umele pripraveny

velkoobjemova ~ aminokyselinové bezbarvy
koncovka raménko zakonéené paranitroanilid

1 Ai(:;ininem ﬁ

Arg —NH NO,




Chromogeny

* Princip
— enzymy stepi substrat — vznika zluté zbarveni
— merime pri 405 nm




Kineticke mereni

A 405 nm:

A A/min

e

1 min

¢as. méreni. (min)




Déleni testu dle principu

 Imunochemickeé

— sledovani reakce antigenu s protilatkou
 aglutinace
* LIA
 ELISA
« EID



Aglutinacni metody

sledovani aglutinace viditelnych castic
s navazanou protilatkou proti
vysetfovanéemu antigenu

odecitani makroskopicky
— pozitivni( +, ++, +++)/negativni

— semikvantitativni metody (udana mez
detekce)

metody
— latexaglutinacni (napr. FDP, D-Di)
— hemaglutinacni (napfr. FM)






Priklad vysSetieni D-Dimert — semikvantitativni vysledek

Mez detekce = Nerfedény Vzorek fedéeny Wsledek
0,5 mg/l vzorek 1:6 y
aglutinace - - < 0,5 mg/l
aglutinace N ) >0,5mg/l a

< 3,0 mg/l
aglutinace N N > 3,0 mg/l




Liquid immunoassay - LIA
metody

sledovani aglutinace mikrolatexovych
castic s navazanou protilatkou proti
vysetfovanéemu antigenu

odecitani optickym systémem
koagulometru

— Zmena zakaleni (AA/min)

kvantitativni metody (napt. D-Di, vWF:Ag...)

Limitace
— Chylozita vzorku
— Hookuv jev (vysyceni protilatky antigenem)



LIA testy

* Provedeni (STA® Liatest®© D-Dimer)

07 W A

50 1 | | 100 X — 150 ml
vzorku oufru latexového me&fime
cinidla Zmenu
 —— e absorbance
Inkubace mezi
240 s 12s—-140 s



LIA testy

LIA kalibrace
« Kalibrace
— Sigmoidni s

— Krivka 3. radu P

0,15

0,1

— Minimalné 5 bodu

0,05 /
— Plati pro celou sarzi 0

mg/l




ELISA metody

« Stanoveni antigenu(Ag)pomoci
protilatky (Ab) znacené enzymem (AbE)
- kvantitativni

— Inkubace vzorku v mikrotitracnich jamkach s
navazanou Ab proti vys. Ag - vazba Ag na Ab

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

— detekce enzymaticke aktivity komplexu Ab-Ag
-AbE po pridavku chromogenniho substratu
(A)






Elektroimunodifuze - EID

metody

« vysetrovany antigen reaguje s
protilatkou pritomnou v agarézovém
gelu pri elektroforéze za vzniku
precipitacniho piku

» delka piku je primo umerna koncentraci
antigenu

o kvantitativni metoda






Vysetreni plazmatickych
proteinu

 VySetreni funkcCni aktivity
— koagulacni metody
— fotometricke metody
* Vysetreni antigenu
— Imunochemicke metody
— umoznuji odliseni defektu
« kvalitativnich
 kvantitativnich



