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Uvod

V bakaléiské praci jsem se zaméfila na konkrétni problematiku jednoho ze
screeningovych koagula¢nich testi a to APTT, jeho postavenim v hemokoagula¢nim
screeningu a podminkami, které je tieba zohlednit pfi vybéru idealniho diagnostika pro
potiebu dané laboratoife. V teoretické Casti prace se vénuji nejprve problematice
hemostazy obecné, primarni hemostaze, koagula¢ni kaskadég, regulacnim mechanismim
koagulace. Dal$i metody zaclenéné do hemokoagulac¢niho sreeningu jsou jen zminény a
poté se soustiedim cilené na metodu APTT. Je zde uvedena preanalyticka problematika,
vysetiovaci metodiky (opticky/mechanicky princip detekce koagula), interpretace
patologickych vysledkii testu APTT, vycet diagnostik dostupnych v Ceské republice a
jejich charakteristika.

Prakticka ¢ast obsahuje porovnani vysledki méfeni testu APTT na pfistrojich s
mechanickym i optickym zplsobem méteni a déle analyzu vysledkl pti pouziti riznych
typli reagencii. ZvlaStni pozornost je vénovana obtizn€ hodnotitelnym vzorkim s
vysokym stupném chylozity.

Test APTT je stéZejni metoda v hemokoagula¢nim screeningu, ktera postihuje
vnitini cestu koagula¢ni kaskddy. Hemokoagulani screening se provadi v ramci
kazdého predoperacniho vysetfeni.

V ramci patologii zachycenych hemokoagulacnim screeningem je prodlouzené
APTT jednou z nejcastéjSich variant. V klinické praxi je pak nutné rozhodnout, zda
pacient ma zvySené riziko krvaceni a zda pred invazivnimi vykony potfebuje specialni
ptipravu. Z tohoto divodu je diilezité vybrat spravnou reagencii, ktera bude dostatecné

citliva k deficitu koagula¢nich faktort.



Teoreticka ¢ast

1 Koagulace

1.1 Hemostaticka rovnovaha

Hemostazu lze definovat jako vybalancovanou rovnovahu udrzujici krev
v krevnim ob¢hu v tekutém stavu a lokalizujici proces krevniho srdzeni na misto
poskozeni cévni stény. K procesu hemostatické rovnovahy musi byt dodrzeno nékolik
podminek: neporuSena cévni sténa (predevsim jeji endotel), normalni hodnota krevnich
desticek, fyziologick¢é mnozstvi a funkce koagulacnich faktori. Hemostaza je
regulovana pfirozenymi inhibitory krevniho srdZeni. Navraceni cévni stény do
puvodniho stavu zajistuje proces fibrinolyzy. Pokud dojde k vychyleni této rovnovéhy,
muzou nastat hypokoagulacni stavy spojené s krvacenim nebo hyperkoagula¢ni stavy

spojené se zvysenym rizikem tromboembolické nemoci. !

1.2 Cévni sténa

Cévni sténu tvoii tfi vrstvy — tunica intima, tunica media a tunica adventitia.
Zevni obal cév (tunica adventitia) je tvofena kolagennimi a elastickymi vlakny, které
zvySuji pruznost cévy. Vazivem zaroven probihaji autonomni nervy inervujici hladkou
svalovinu. Stfedni vrstva (tunica media) se sklada ze spiraln¢ a cirkuldrné orientované
hladké svaloviny. Tato vrstva umoziiuje zménu prusvitu cévy. Vnitini vrstva (tunica
intima) je tvofena vystelkou zplochych endotelovych bunék. Endotel zajistuje
nesmacivy vnitini povrch cévy a zabranuje tak styku mezi krvi a dal§imi vrstvami cévni

stény. ]

1.3 Krevni desticky

Krevni desticky neboli trombocyty, jsou krevni elementy o velikosti 1 — 2 pm.
Vznikaji od§tépovanim cytoplazmy zralych megakaryocyti v kostni dfeni. Zivotnost
trombocytl v krevnim obéhu je 7 - 10 dni. Fyziologicky pocet desti¢ek je 150 — 400 x
10771,

10



Jsou to bezjaderné krevni elementy. Jejich cytoplazmatickd membrana je bohata
na fosfolipidy a vchlipuje se do buiiky, kde vytvafi otevieny kanalikularni systém. Tato
oblast desticky se nazyva hyalomera. Centralni oblast trombocytii — tzv. granulomera —
obsahuje tfi typy granul. RozliSujeme 6-granula neboli denzni granula, kterd obsahuji
ATP, ADP, Ca*" a serotonin. Druhym typem jsou a-granula obsahujici fibrinogen, von
Willebrandtiv faktor a fosfolipidy. Tietim typem jsou A-granula, kterd skladuji

lysosomy. Zakladni funkci trombocyti je vystavba primarni cévni zatky. !

1.4 Vznik primarni destickové zatky

Primarni destickovou zéatku tvofi krevni desticky a adhezivni proteiny (von
Willebrandtiv faktor, fibronektin). Dtlezitou roli hraje i cévni sténa. Pii poskozeni cévni
stény dojde k obnazeni struktur pod endotelem (zejm. kolagennich vldken). Trombocyty
pak nasednou svymi receptory ke kolagennim vldkntim, zde se uplatni dilezita funkce
adhezivnich proteinid. Tim dojde k aktivaci trombocytli, nastane zména jejich tvaru a
uvolni se proagregaéni ptisobky z granul (ADP, TXA; ). ")

Pti aktivaci trombocytii dale dochazi ke zménam na fosfolipidové membrang.
Jedna se o tzv. flip-flop fenomén - proces, pii kterém dojde k piesunu negativné

[

nabitych fosfolipidi do vn&jsi vrstvy membrany. " ObnaZuji se glykoproteinové

receptory (glykoprotein IIb/Illa), jejichz prostfednictvim pak dochazi k pospojovani

(agregaci) trombocytl pomoci molekul fibrinogenu a von Willebrandova faktoru.

Vysledkem celého procesu je vznik bilého, kiehkého, rozpustného trombu. ')

1.5 Koagulacni kaskada

Koagulac¢ni faktory jsou z biochemického hlediska enzymy. V krvi koluji jako
neaktivni formy, jedna se o serinové protedzy. V koagulaéni kaskéddé dochazi ke Sté€peni
nasledujiciho koagula¢niho faktoru v pozici, kde je v fetézci aminokyselin lokalizovan
serin. Koagula¢ni faktor tak aktivuje sviij substrat a ten pak stejnym zptisobem aktivuje
dalsi koagulaéni faktor lokalizovany o urovei nize. ['* !

Koagulacni faktory jsou syntetizovany prevazné v jatrech. Vnéjsi cesta
koagulace je spousténa pomoci tkanového faktoru (TF), ktery se uvolni do krve pfii

poskozeni endotelu. Tkéanovy faktor se ihned vaze na faktor Vlla, ktery ve stopovém

mnozstvi cirkuluje v plazmé¢ v aktivované form¢. Vznikne komplex tzv. vnéjsi tendza
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(FVIIa-TF-PL-Ca®"), ktery aktivuje FX na FXa. FXa pak spolu s FVa, PL a Ca*" vytvoii
tzv. protrombinazu aktivujici malé mnozstvi protrombinu na trombin. Trombin je

schopen zpétné aktivace faktort XI, IX, kofaktort Va VIII a dale trombocytﬁ.

.....

faze koagulagniho dgje. '™

Zaclenénim a aktivaci vnitini koagulacni cesty dojde ke vzniku tzv. vnitini
tenazy (FIXa-FVIIla-PL-Ca*"). Ta zajisti pfeménu velkého mnozstvi FX na FXa.
Nasledn¢ vznikne jiz dostateCné mnozstvi trombinu. Tento proces nazyvame
amplifikacni faze.

Posledni fazi je propagacni faze, kdy vznikd dostatecné mnozstvi trombinu.
Takto vznikly trombin rozstépi fibrinogen na fibrinové monomery, které spontanné
polymerizuji. Polymery fibrinu jsou pak stabilizovany aktivovanym FXIIla a vznika tak

nerozpustné fibrinové koagulum. !

Obrazek €. 1: Schéma hemostazy

wnitimi systéem

prekalikrein = kalikrein

-
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Zdroj: www. Ilfhk.cuni.cz
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,» Vnitini® cesta koagulace zahrnuje kaskadovitou aktivaci vysokomolekularniho
kininogenu (HMWK), prekalikreinu a faktora XII, XI, IX a VIIL.

Prekalikrein je bilkovina tvofena v jatrech, ktera v krvi koluje navdzana na
HMWK. Patii mezi faktory kontaktni faze. Aktivaci prekalikreinu vznika kalikrein.
HMWK je plazmaticky protein ucastnici se zahajeni koagulace, aktivuje se po kontaktu
s endotelem nebo po vyplaveni tkanového faktoru do krve.

Faktor XII je protein syntetizovany v jatrech. Jeho aktivaci spousti kontakt se
subendotelovymi strukturami nebo zanétlivé ptisobky. Jeho zvySenou hladinu najdeme
u t&hotnych Zen nebo u Zen po menopauze. ! Jeho normalni hladina je 50 — 150 % a
minimalni hemostaticka hladina je 20 — 30 %, 2! 1]

Faktor XI patfi mezi plazmatické glykoproteiny. Jeho aktivace probiha
proteolytickym §tépenim. ! Jeho normalni hladina je 50 — 150 % a minimalni
hemostatické hladina je 15 — 20 %. 2! 1]

Faktor IX je také glykoprotein syntetizovany v jatrech a jeho syntéza je zavisla
na vitaminu K. Hraje vyznamnou roli v krevnim srdzeni. Jeho normélni hladina je 70 —
120 % a minimalni hemostaticka hladina je 20 — 30 %. ** @b 11 pacienti s hemofilii B
maji rizné tézky deficit faktoru IX.

Faktor VIII je glykoprotein syntetizovany v jatrech, v men$im mnozstvi také ve
slezing, uzlinach, ledvinach a ve slinivce. Hladina faktoru VIII se zvySuje u zanéta,
stresu a chronickych infekci, jednd se o tzv. bilkovinu akutni faze. Faktor VIII koluje
v plazmé navazéan na von Willebrandiiv faktor. Tato vazba je pferuSena v pifitomnosti
fosfolipidii nebo trombinu. ) Jeho normalni hladina je 70 — 150 % a minimalni
hemostaticka hladina je 20 — 30 %. 1% @b 1 pacienti s hemofilii A maji rizné tézky

wewvr

Willebrandovy choroby.
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Tabulka €. 1: Minimalni hemostatické aktivita koagula¢nich faktora

i Polocas Hemostatické
Faktor Nazev . .
(hodiny) minimum
FI Fibrinogen 72 —-720 0,5 g/LL
FII Protrombin 60 — 96 40 %
FV Proakcelerin 8—24 10-15%
FVII Prokonvertin 4-6 10 %
FVIII Antihemofilicky globulin 8—12 20-30%
FIX Antihemofilicky faktor 18 -30 20-30%
FX Stuart-Prowertv faktor 30 —48 20 %
FXI Rosenthaliv faktor 48 — 60 15-20%
FXII Hagemaniv faktor 50-70 20-30%
FXIII Faktor stabilizujici fibrin 72 -160 1-2%

Zdroj: Materialy FN Plzen

1.6 Prirozené inhibitory

Reguluji proces krevniho srdzeni a zabranuji nadmérnému krevnimu srazeni.
Antitrombin je glykoprotein tvofeny v jatrech, je hlavnim inhibitorem koagulace.
Fyziologicka hladina je 80 - 120 %. Jedna se o inhibitor serinovych proteaz. Nejvice
ovliviiuje trombin a faktor Xa, dale inhibuje [Xa, Xla a XIla. Na faktory se vaze pevnou
kovalentni vazbou, dojde ke zpomaleni procesu krevniho srazeni. Vrozeny nebo ziskany
nedostatek  antitrombinu navozuje hyperkoagulacni stav. Heparin = vytvaii
s antitrombinem komplex, ¢imz mnohonasobné zvySuje antikoagulacni efekt
antitrombinu. !

DalSimi inhibitory koagulace jsou protein C a protein S. Protein C se tvofi v
jatrech. Systém aktivovaného proteinu C spolu s volnou slozkou proteinu S §tépi FVIIIa
a FVa. Tyto faktory nemaji vlastni enzymatickou aktivitu, ale jako kofaktory urychluji
tvorbu trombinu. *! Protein S je obsazen v granulech trombocytil. Zhruba 40 % jeho

celkového mnozstvi koluje volné v krevnim obéhu. Dalsi funkei proteinu S je inhibice

aktivity tkafiového faktoru a urychleni fibrinolyzy. !
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1.7 Fibrinolyza

Fibrinolyza je vysoce regulovany piirozeny proces. Zabezpecuje obnoveni
krevniho proudu rozpusténim koagula. Principem je enzymatické Stépeni zasitovaného
fibrinu (FIb). StéZejnim enzymem fibrinolyzy je plazminogen. Plazminogen se vdze na
krevni koagulum a piisobenim tkénového aktivatoru plazminogenu (t — PA) z cévniho
endotelu se aktivuje na plazmin. Plazmin proteolyticky ptisobi na koagulum a nakonec
je inaktivovan cirkulujicimi antiplazminy. Nejmensi $t€pny produkt fibrinolyzy je D-
dimer. -2
Pfitomnost zvySeného mnozstvi D-dimeri v plazmé je nepiimou laboratorni

znamkou piitomnosti fibrinového koagula v cirkulaci (nepfiméa znamka trombozy). [ 7

Obrazek €. 2: Schéma fibrinolyzy

Vnitini cesta Zevni cesta
1

-+ F X, u-PA t-PA I—m
i PRI \ / g ==
o
f
/
-
s~

a,-Antiplazmin

|

(Fibrinogen) (Nerozpustny fibrin)
] .
.
t "
Degradacni produky Degradacni produky fibrinu
fibrinogenu (FDP) D-dimery (FDP)

Zdroj: http://pfyziolklin.upol.cz
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2 Hemokoagulacni screening

2.1 VySetieni hemokoagula¢niho screeningu

Hemokoagulaéni vysetieni je typ vySetfeni, které ndm umoziiuje komplexné
vysetiit funkCnost koagulacniho systému. Zahrnuje vySetfovaci metody, které se
pouzivaji ke zjisténi nékterych zavaznych stavli pacienta — vrozené krvacivé stavy,
vylouceni moznosti uzivani antikoagula¢ni lécby (u akutnich stavll), umoziiuje
monitorovani antikoagulacni 1é¢by a je soucasti predoperacniho vysetfeni.

Standardné jsou v hemokoagula¢nim screeningu zahrnuty nésledujici testy:
aktivovany parcidlni tromboplastinovy test (APTT), protrombinovy test (PT),
trombinovy test (TT) a specifické testy stanoveni koncentrace fibrinogenu, event.

stanoveni aktivity antitrombinu. !

2.2 Protrombinovy test

Protrombinovy test (PT) je zakladni koagulacni test, ktery monitoruje zevni
koagulacni cestu (FVII, FX, FII, FV a fibrinogen). M¢fi se koagulacni ¢as po piidani
vapenatych iontl k tromboplastinu ve vySetiované plazme. Pro zhodnoceni tohoto testu
vyuzivame pomér R (PT-R) vypocteny jako podil Casu testované plazmy (t,) a Casu
normalu (ty). U pacientti 1écenych derivaty kumarint slouzi k vyjadiovani vysledkt
parametr PT-INR (mezindrodni normalizovany pomér), ktery vyjadfuje pomér tp/ty
stanoveny tromboplastinem BCT 67/40 (mezindrodni standarda). Vysledna hodnota
INR se pak vypocitd z poméru t,/ty umocnénému na ISI (mezindrodni index citlivosti)
tromboplastinu  pouzivaného v dané laboratofi. Tento zplsob vyhodnocovani je

jednotny v celém svéts.

2.3 Trombinovy test

Trombinovy test (TT) monitoruje tzv. tfeti fazi koagulace — tj. St€peni fibrinogenu
trombinem na fibrinové monomery. Principem testu je sledovani ¢asu koagulace po
pfidani malého mnozstvi trombinu k vySetfované plazmé. Opét se pro hodnoceni
vyuziva pomér R (TT-R), coz je podil Casu testované plazmy a ¢asu normalu. Tento test
je patologicky prodlouzeny pii poruse Stépeni fibrinogenu trombinem, u

dysfibrinogenemie, hypofibrinogenemie, dale pii 1é€bé heparinem, vysoké hlading
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fibrin-degradacnich produktl, pfi patologickych stavech jako je napi. mnohocetny
myelom, autoimunitni revmatoidni artritida (patologické inhibitory ve vzorku),

hypoalbuminémie. ™

2.4 Stanoveni koncentrace fibrinogenu

Nejcastéjsi metodou stanoveni koncentrace fibrinogenu je koagula¢ni metoda
dle Clause, pfi které sledujeme koagulaéni ¢as po pfidani nadbytku trombinu k fedéné
vysetiované plazmé. Vysledek je vyjadien v jednotkach g/L. Test odhali patologické
stavy hypofibrinogenémii a afibrinogenémii, dysfibrinogenémii, event. zvySenou

koncentraci fibrinogenu. !

2.5 VySetreni antitrombinu

Kvantitativni ~ stanoveni  funk¢éni  aktivity  antitrombinu se  provadi
spektrofotometrickou metodou za pfitomnosti chromogennich substratti. Vysetfovana
plazma je inkubovana pfi teploté¢ 37 °C s nadbytkem trombinu nebo FXa v pfitomnosti
heparinu za vzniku trimerniho komplexu. Nasledn€ po pfidani chromogenniho substratu
je stanovena zbytkova aktivita trombinu (nebo FXa), ktera je detekovéana fotometricky
pii vinové délce 405 nm. Vysledky jsou vyjadieny v procentech. SniZeni inhibic¢ni
aktivity antitrombinu pfedstavuje zvySené trombofilni riziko.

Testu APTT je vénovana nasledujici kapitola €. 3.

Obrazek €. 3: Schéma vnéjsi a vnitini cesty koagulace
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2.6 Spravny odbér vzorku

Aby byly dodrZzeny podminky preanalytické faze, je tieba dbat na spravny odbér
vzorku krve pro vySetfeni hemokoagulace. Pfi odbéru vétsiho mnozstvi zkumavek od
jednoho pacienta je nutné dodrzet spravné poradi odbéru. Na vysetieni koagulace se
nesmi pouzit zkumavka odebrana jako prvni v potadi. Je zde riziko piimési tkanového
faktoru z poranéné cévni stény, coz by aktivovalo krevni srazeni. ™ *) Paze by pti odbéru
méla byt staZena, co nejkratsi dobu. '

Krev se dnes odebird do jednorazovych plastovych zkumavek (naptiklad od
firmy Vacuette). Uvniti zkumavek je protisrazlivé Cinidlo a vakuum. Vakuum ve
zkumavce zajiStuje spravnost odebraného objemu krve a jeji spravny pomér
s protisrazlivym Cinidlem.

Na vySetteni koagulace se odebira venozni krev nejcastéji z loketni zily do
zkumavky s protisrazlivym c¢inidlem, a to s citratem sodnym (0,109 mol/l) v poméru
1:10 (1 dil citratu sodného a 9 dilé krve). I Citrat sodny slouZi k vyvéazani vapenatych
iontd z krve a nahradi je sodnymi ionty. Vyvazanim véapenatych iont dojde k zamezeni
koagulace. Pfi odbéru je velice dilezité zachovat spravny pomér krve a protisrazlivého
Cinidla. !

Pii poruseni spravného poméru krve a protisrazlivého ¢inidla na vySetieni

APTT mize dochézet k nam&feni fale$né patologickych vysledka. "

(7]

Ihned po odbéru

musi byt krev s protisrazlivym ¢inidlem dikladné promisena.

Obrazek €. 4: Zkumavka Vacuette s protisrazlivym cinidlem — citratem sodnym

Zdroj: http://www.dialab.cz/z526-vacuette-9-ml-koagulace
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Na jakékoliv koagulacni vySetfeni se krev nesmi odebirat ze zavedenych kanyl
ani ze zilnich katetri, aby nedosSlo k nafedéni krve a tim k naméfeni nespravnych

vysledki.

2.7 Preanalytické chyby

Preanalytické chyby vétSinou nastdvaji v dobé pted piijetim vzorku do laboratote.
Preanalytickd faze se tykéd osoby pacienta, odbéru vzorku, transportu, pfipravy vzorku
na analyzu a uchovavani vzorku. Preanalytické chyby zapiiCinéné osobou pacienta
rozdélujeme na ovlivnitelné a neovlivnitelné faktory. Mezi ovlivnitelné faktory patii
fyzicka aktivita, psychicky stres, potrava, alkohol a jiné tekutiny, koufeni, 1¢ky a poloha
pacienta pifi a po odbéru krve. Mezi neovlivnitelné faktory patii pohlavi, vék,

téhotenstvi, mésicni cyklické zmény a rasova nebo etnicka odlisnost.

2.8 Zpracovani vzorku

Po pfijmu vysetiované krve nasleduje jeji zpracovani. Do 2 hodin od odbéru se
vzorek krve odstfedi v centrifuze cca 10 minut pii cca 2500 g pii 20 °C. Stabilita
ziskané plazmy je 4 hodiny pii laboratorni teploté 15 — 25 °C, ale pfi monitoraci
antikoagulacni terapie nefrakcionovanym heparinem musi byt krev centrifugovéana do 1

hodiny od odbéru krve a ziskana plazma musi byt vysetiena do 2 hodin. "
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3 Aktivovany parcialni tromboplastinovy Cas

Jak uz bylo zminéno v tivodu, dale se prace zabyva uz pouze koagulacnim

testem APTT.

3.1 Historie testu aktivovaného parcialniho tromboplastinového ¢asu

Princip testu byl navrzen v roce 1953. Skupina védct Brinkhaus, Quick, Warner
a Smith vedla vyzkum s cilem objeveni testu, ktery umozni detekci hemofilické plazmy
(plazma s deficitem faktoru VIII). Vyzkum probihal soucasné s pokusy o vyvoj
koncentratu FVIII. Parciadlni tromboplastin byl ziskavan centrifugaci syrového kraliciho
mozku, tento proces totiZ umoznil snizit koncentraci tkanového faktoru v reakéni smési.

Vroce 1961 Samuel 1. Rapaport a R. R. Proctor test zdokonalili pfidanim
kaolinu. V takto modifikovaném testu byla optimalizovana kontaktni faze koagulace.
Metoda dostala dnesni nazev APTT neboli aktivovany parcidlni tromboplastinovy ¢as
(APTT - activated parcial tromboplastine time). !

Test APTT nasledn¢ umoznil detekci fady koagulacnich faktorti a objasnil jejich
interakce ptfi tvorbé trombinu a fibrinu. Pouzivani APTT se v klinické praxi plné
rozsitilo poté, co farmaceutické firmy zacaly nabizet komer¢ni kity pro jeho rutinni
stanoveni. Tento test byl zafazen mezi screeningova vysetfeni pro odhaleni pacientl s

vrozenymi a ziskanymi hemoragickymi onemocnénimi.

3.2 Vyznam testu aktivovaného parcidlniho tromboplastinového ¢asu

Aktivovany parcidlni tromboplastinovy ¢as se fadi mezi zékladni skupinové
koagulacni testy. Slouzi ke kontrole koagulacnich déji v ramci ,,vnitini cesty™ — tj. od
aktivace faktorli kontaktni faze po finalni aktivaci protrombinu a tvorbu fibrinového
vlakna.

Aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as sleduje ¢as tvorby fibrinu a
vypovidad o mnozstvi a funk¢nosti jednotlivych faktort - prekalikreinu, HMWK, faktoru
XII, XI, IX, VIII ale i faktoru X, II, V a fibrinogenu. Aktivovany parcidlni
tromboplastinovy c¢as patii mezi nejrozSifenéjSi testy, které umoziuji vySetfeni
koagula¢nich abnormalit. Odchylky ve vysledku APTT testu neukazuji na jasnou

pri¢inu, ale napomahaji urcit 1ékati diagnozu.
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3.3 Vyjadrovani vysledku

Moznosti vyjadieni vysledk:

e Namcéfeny Cas je zavisly na typu reagencie.

Fyziologické hodnoty: APTT-t 28 — 45 s (sekund)

e V praxi se vydava pomér APTT-R, ktery se vyjadiuje jako pomér ¢asu vySetrované
plazmy a ¢asu normalu (APTT-N). Tento krok umoziuje porovnani vysledkii mezi
riznymi laboratofemi, které pracuji s rozdilnymi reagenciemi.

e Fyziologické hodnoty APTT-R: 0,8 - 1,2
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4 Prodlouzeny test aktivovaného parcialniho

tromboplastinového ¢asu

Fyziologicky prodlouzeny cas APTT miZeme pozorovat u novorozencl

z divodu nezralého jaterniho parenchymu a relativniho nedostatku vitaminu K.

4.1 Patologické pri¢iny prodlouZeného APTT
e Deficit FVIIIL, FIX, FXI, FXIIL

o Deficit faktort kontaktni faze.
e Antikoagulacni l1écba.
e Lupus antikoagulans.

e Ziskany inhibitor koagulac¢nich faktort.

4.2 Deficit koagulac¢nich faktoru

Patologicky prodlouzené APTT pozorujeme u deficitu nékterého z faktort
,vnitini® cesty koagulace (faktor VIII, IX, XI, XII) nebo u deficitti faktorti kontaktni
faze jako jsou prekalikrein a HMWK. U lehkych deficiti miize byt APTT v normé
(zhruba do 60 %). Cilem testu je zachytit vSechny stfedné tézké a tézké deficity
koagula¢nich faktori.

Deficity faktori mohou byt vrozené nebo ziskané. Klinicky se projevuji
prodlouzenim ¢asu vzniku koagula, tj. patologickym prodlouzenim testu.

Hemofilie je dédi¢na porucha krevni srézlivosti, kterd je charakterizovana
deficitem faktoru VIII (hemofilie A) nebo deficitem faktoru IX (hemofilie B). Cast&jsi
je hemofilie A, tvofi zhruba 85 %. V Ceské republice je vyskyt hemofilikii 10 piipadii
na 100 tisic obyvatel. [**!

Gen pro FVIII a FIX je vazan na chromozom X, jednd se tedy o onemocnéni
s gonozomalné¢ recesivni dédi¢nosti. Hemofilie ma tii stupné zavaznosti. Jeji zdvaznost
se urcuje podle aktivity koagulacniho faktoru. Deficit faktoru XI je nékdy oznacovan
jako hemofilie C. **!

Ziskané deficity koagulacnich faktort (i antitrombinu) jsou nejcastéji vidany u
pacientl s jaternim onemocnénim, kde naruseni syntézy vede ke globdlnim poruchdm

v koagula¢nim systému. Tito pacienti mohou mit jednak trombocytopenii, prodlouzeni

testu APTT 1 PT, sniZenou hladinu fibrinogenu i antitrombinu. Dals$i pfi¢inou mtze byt
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nedostatek vitaminu K vedouci k defektni syntéze koagulacnich faktort FII, FVIIL, FIX,
FX. Nedostatek vitaminu K je nejcastéji farmakologicky navozeny u pacientl
uzivajicich kumarinové derivaty, dale se vyskytuje u onemocnéni s porusenou resorpci

Zivin (zejm. tuki).

4.3 Vysetreni aktivity koagula¢nich faktori vnitini cesty

Pokud z vysledkl screeningovych vysetfeni pomyslime na deficit koagulacnich
faktorli, nasleduje stanoveni jejich aktivity. Ke stanoveni funk¢ni aktivity koagulac¢nich
faktori se vtomto piipadé¢ pouziva koagulacni jednofdzova metoda na bazi APTT.
VySetfovand plazma se smichd s faktor deficitni plazmou, ktera obsahuje ostatni
koagula¢ni faktory v nadbytku. Vysledky koagulacni aktivity se odectou z kalibracni
kiivky, ktera odrazi zavislost koagulaCnich ¢asii na procentu normalni koagulacni
aktivity. Vysledky se vyjadfuji v procentech. Jako druhou moznou metodu lze ke

stanoveni aktivity koagula¢nich faktorti pouzit chromogenni metodu.

4.4 Aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as pri antikoagulacni
1écbhé

Pfi monitoraci antikoagula¢ni 1écby heparinem je test APTT vyznamné
prodlouzeny. Terapeutickym cilem je prodlouzit APTT-R na hodnotu 2 - 3.

Test APTT je prodlouzeny pifi uzivani kumarinovych preparati z divodu
snizené koagulacni aktivity faktorti IX, X a II. Test se neuziva k monitoraci 1€cby, pro
tyto ucely slouzi protrombinovy test a z n¢j odvozeny INR.

Test APTT neslouzi ke kontrole 1é¢by nizkomolekularnim heparinem (LMWH).
Pro tyto ucely slouzi stanoveni aktivity anti-Xa (LMWH).

Mezi moderni antikoagulancia dne$ni doby se fadi pfimy inhibitor trombinu
rivaroxaban (Xarelto), edoxaban (Lixiana), apixaban (Eliquis), atd.. Souhrnné¢ se
ozna&uji pojmem DOAC (Direct Oral Anticoagulans). !'*! Test APTT neni vhodny pro
posouzeni Ucinnosti 1écby timto typem preparat. V testu typu APTT je dostacujici
pouze 3 % zbytkova aktivita trombinu a z tohoto divodu testy viibec neodpovidaji
skuteénému stavu in vivo. Cas APTT mize vyjit nepfedvidatelné prodlouzeny nebo i
zcela normalni. Z toho vyplyva podcenéni rizika krvaceni u pacienti. Pro monitorovani

1é¢by DOAC slouzi specialné navrzené testy. °”
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5 Lupus antikoagulans a specifické inhibitory koagula¢nich
faktori

5.1 Co je to lupus antikoagulans

Lupus antikoagulans (LA) je souhrnny nazev pro stav, pii kterém se v krvi
vyskytuji antifosfolipidové protilatky, které se vazou na struktury fosfolipidovych
membran. Fosfolipidy tvoii zdkladni stavebni kdmen bunénych membran.
Antifosfolipidové protilatky jsou protilatky namifené proti negativné nabitym
fosfolipidiim (fosfatidylserin, B,-glykoprotein, annexin V, atd.). Protilatky jsou tfidy
IgM, IgG a IgA.

Membrana krevnich desticek obsahuje fosfolipidy, které maji stézejni ulohu
v procesu koagulace. Aktivaci krevnich desticek dojde k transmembranovému piesunu,
pfi kterém se obnaZuji negativné nabité fosfolipidy. Negativné nabité fosfolipidy pak
poskytuji sviij reakéni povrch pro kaskadovité aktivace koagulacnich faktort.

Mezi antifosfolipidovymi protilatkami a koagulacnimi faktory dochézi
k soutéZzeni o vazebné misto na negativné nabitych fosfolipidech. Lupus antikoagulans
neni namifen proti specifickému koagula¢nimu faktoru, neni spojen se zvySenym

rizikem krvaceni. Naopak jeho pfitomnost je povazovana za trombofilni stav.

5.1.1 Vysetreni panelu lupus antikoagulans

Plazma k vySetfeni na LA se zpracovava dvojitou centrifugaci. Tento proces
umozni sniZzeni koncentrace fosfolipidi. Mluvime pak o tzv. bezdestickové plazmé.
Vzorek krve se centrifuguje 10 min pii cca 2550g (4000 ot./min. pii 20 °C). Plazma ze
vSech primarnich odbérovych zkumavek se centrifuguje podruhé 10 min pii cca 2550g
(4000 ot./min. pti 20°C). Ziskana plazma ze vSech primarnich odbérovych zkumavek se
sesaje do oznacenych plastovych zkumavek a poté se centrifuguje podruhé 10 min pfi
cca 2550g (4000 ot./min. pii 20°C).

Takto zpracovana plazma je stabilni pii teploté 2 - 8 °C po dobu 4 hodin, pro
pozdéjsi stanoveni je rozpipetovana do oznafenych mikrozkumavek a uchovavana
v hlubokomrazicim boxu pii teploté -70 az -80 °C. Tato plazma se musi vySetfit do 6

mésicu.
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5.1.2 Laboratorni testovani lupus antikoagulans

Problematika testovani lupus antikoagulans je velmi komplikovana, nebyla
predmétem zadani bakalafské prace, vénuji se ji proto jen okrajove.

Pfitomnost lupus antikoagulans ndm potvrdi specialni testy. V laboratorni
diagnostice LA se vyuziva koagulacnich test, které jsou zavislé na fosfolipidech. Test
je zalozeny na vlastnostech antifosfolipidovych protilatek, které tyto testy prodluzuji.
Neexistuje zadny screeningovy test, ktery by 100 % odhalil pfitomnost LA.
V diagnostice se proto vyuzivd minimalnich kritérii. Test musi byt provadén
z bezdestickové plazmy.

V ramci screeningovych testi na LA se pouzivaji testy zavislé na fosfolipidech,
které jsou citlivé na LA. Mezi takové testy fadime dAPTT, dRVVT, dPT a kaolinovy
cas. Test dRVVT (dilute Russel viper venom time) je test s hadim jedem ze zmije
Russelovy. Tento jed ptimo aktivuje faktor X za piitomnosti fosfolipidii a Ca**. ['

V piipad¢ pozitivity screeningového testu dRVVT nasleduji konfirmacni testy,

které jsou zalozené na zvysené koncentraci fosfolipidi.

5.2 ProdlouZeni test aktivovaného parcialniho tromboplastinového

¢asu i protrombinového ¢asu

Prodlouzeni obou testi vypovida o deficitu ne¢kterého z faktord spolecné cesty
(FX, FII, FVnebo fibrinogenu). Pfiinou miize byt jaterni dysfunkce, poruSené
vstfebavani vitaminu K nebo snizend proteosyntéza.

U pacientd lé¢enych kumarinovymi preparaty (napt. Warfarin), které
antagonizuji vitamin K, dochazi k defektni syntéze faktort II, VII, IX a X, coz se
projevi prodlouzenim zejména PT, ale i APTT.

Dalsi pfi¢inou mize byt zvySend spotieba koagulacnich faktort v ptipade
diseminované intravaskularni koagulopatie. Dale byvaji oba testy patologicky
prodlouzené po masivnich krevnich transfuzich (tzv. dilu¢ni koagulopatie). Pii
trombolytické 1écbé dochdzi ke snizeni hladiny fibrinogenu, coz rovnéz vede

k prodlouZeni obou testd. ['%
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5.3 Patologicky zkraceny aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as

Zkraceny cas APTT je stav odrazejici hyperkoagulacni naladéni pacienta.
Zkréaceni testu APTT muze byt zplisobeno zvySenou hladinu faktoru VIII, IX, XI, XII,
fibrinogenu. Tento stav se mize vyskytovat u pacientii s nadorovym onemocnénim, u
infarktu myokardu, u diabetu mellitu nebo napft. u hyperfunkce $titné zlazy.

Castou pii¢inou patologicky zkraceného testu APTT je preanalyticka chyba.
Muize byt zpusobena obtiznym odbérem vzorku nebo chybnou manipulaci C¢i
skladovanim. V ptipad¢ zkrdceného APTT testu je vhodny kontrolni néabér, aby

preanalytické chyby mohly byt vylougeny. %!

5.4 Panel patologického aktivovaného parcialniho tromboplastinového
casu

U vzorkdl s prodlouzenym APTT je nutné ovéfit, zda pacient neuziva
antikoagulacni 1éky. Informace o uzivani antikoagulacni 1écby by spravné méla byt
uvedena na zadance. U pacienta, ktery nemd zadnou antikoagulacni 1écbu, se pak
pfistupuje k provedeni korekéniho testu, kdy se smicha pacientova plazma s poolovanou
normalni plazmou v poméru 1:1. Opét se méti APTT. Pokud dojde ke zkraceni casu
APTT na normdlni hodnoty, hovoiime o tzv. korekci APTT a pomyslime na mozny
deficit faktord XII, XI, IX, VIIIL.

Pokud korekce neprobéhne, mize prodlouzeni zpusobit lupus antikoagulans
(LA). Je vhodné metodu zkombinovat s vySetfenim na reagencii, kterd neni citliva
k pritomnosti LA (napft. test APTT-aktin). Tento test obsahuje fosfolipidy rostlinného
puvodu, tudiZ neni ovlivnén piitomnosti LA. Vyjde-li tento test v normé, je vzorek
suspektni z pritomnosti LA. Jeho pfitomnost pak potvrdime panelem specidlnich testi.
Pokud vyjde test APTT-aktin prodlouzeny, je tfeba vyloucit deficit koagulacnich

faktort. 1?1

5.5 Smésna normalni plazma a jeji vyuziti v klinickych laboratorich
Poolovana (smésnd) normalni plazma pouZzivana v klinickych laboratofich mtize

byt komercniho pivodu nebo si ji pfipravuje sama laboratof. Laboratoi ve FN Plzei si

smésnou normalni plazmu pfipravuje Sarzovité dle standardniho opera¢niho postupu, a

to smichanim plazmy od 10 vybranych dérct. Vybrané darce tvoii skupina zdravych lidi
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bez rozdilu pohlavi ¢i véku s neporusenou hemokoagulaci. Jejich plazma se vySetiuje
screeningovymi koagula¢nimi testy. Smésnd normalni plazma (NVN — nefiltrovany
vlastni normal) se v laboratofi vyuziva pifedevsim u rutinnich koagula¢nich testi APTT,
PT, TT, APTT-aktin ke stanoveni poméra R, dale se pouziva k provadéni korekénich
testt APTT, PT, ke kvantifikaci specifickych inhibitortt FVIII a FIX a v neposledni fadé¢
také k interni kontrole kvality rutinnich koagulacnich testli jako neatestovand kontrola.
S kazdou novou Sarzi reagencie je tieba nastavit do LIS (laboratorni informacni systém)

a do koagulometru nové rozmezi pro danou Sarzi NVN.

5.6 Screeningové vySetieni inhibitoru koagulac¢nich faktori

Inhibitor koagulacniho faktoru VIII je nejcastéji se vyskytujicim inhibitorem
koagula¢nich faktori. Znamkou podezieni na ptitomnost specifického inhibitoru je
prodlouzeni hodnoty APTT az na hodnoty 80 - 100 sekund, resp. pomér APTT-R 2 - 3.

Pokud se prodlouzeny ¢as APTT normalni plazmou nekoriguje, test APTT-aktin
je prodlouzeny a hodnoty protrombinového i trombinového testu jsou v normé, je tieba
indikovat dalSi potfebnd vysetieni a testy. Jedna se predevSim o smésné testy, které
slouzi k priikazu inhibitoru a odliSeni od deficitu faktorG wvnitini cesty koagulacni
kaskady. U smési plazmy pacienta a normalni smésné plazmy v poméru 4:1, 1:1, 1:4 se
provede stanoveni APTT pted a po 2 hod inkubaci pti 37 °C. Na rozdil od deficitu
faktoru nelze koagula¢ni odchylku korigovat dodanim normalni smésné plazmy a tento
fakt je jesté vice patrny pfi inkubaci, jelikoz specificka inhibi¢ni protilatka proti faktoru
VIII je casové zavisla. Pokud je rozdil casi APTT pied a po inkubaci vétsi nez 8

sekund, je ve vySetfovaném vzorku inhibitor piitomen.

5.7 VysSetieni specifity inhibitoru

DalS§im krokem je stanoveni hladiny faktoru VIII. Vyrazny pokles funkéni
aktivity koagula¢niho faktoru je zptisoben piitomnosti specifického inhibitoru. Snizena
hodnota koagula¢ni aktivity je Casto pod 1 %, mize byt i nedetekovatelnd. Relativné
Casto se vyskytuje inhibitor pfi sttedné nizké hladin€ FVIII mezi 1 - 5 %. K vySetieni se
pouziva deficitni plazma s pfislusnym faktorem. VySetfeni je zalozeno na jednofazové

metod& na principu APTT. !
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5.8 Kvantifikace inhibitoru

Ke stanoveni mnozstvi inhibitoru se vyuziva schopnosti vySetfované plazmy
inhibovat znamé mnozstvi koagula¢niho faktoru. Nejcastéji se pouzivad Bethesda
metoda, ktera umoziuje stanovit zbytkovou aktivitu koagulacniho faktoru po inkubaci
vySetiované plazmy snormalni plazmou. K vyjadieni kvantifikace inhibitoru se
pouzivaji Bethesda jednotky (BU). 1 BU/ml plazmy odpovida 50 % zbytkové aktivity

faktoru po 2 hodinové inkubaci s normalni plazmou pii 37 °C.
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6 Fyzikalni principy méreni koagulacnich metod

6.1 MozZnosti stanoveni

Reakce v testu APTT je ukoncena vznikem koagula. Vzniklé koagulum mtizeme
detekovat opticky, magneticky nebo elektricky.

V laboratofich se pouzivaji ke stanoveni koagulometry, které pracuji na zédkladé

optického nebo mechanického systému.

6.2 Mechanicky zpiisob méieni

Mechanické koagulometry dnes pracuji na principu detekce koagula pomoci
kuli¢ky. Pfi vySetiovani koagulace vzrusta viskozita plazmy. Nartst viskozity se mé&fi
pohybem ocelové, nerezové kulicky, ktera se pohybuje mezi dvéma drazkami v kyveté
s plazmou. Kulicka je rozpohybovana vlivem elektromagnetického pole, které na
kulicku pusobi z obou stran. Po pfidani startovaci reagencie se nastartuje koagulace,
viskozita plazmy se zaCne zvySovat a to ma vliv na pohyblivost kulicky a oscilacni
amplituda kuli¢ky se tim snizi. Tohoto jevu se vyuziva pii méfeni koagula¢niho Casu.
[14]

Mezi mechanické analyzatory patii napiiklad STA-R Evolution a STart 4
(Diagnostica Stago).

6.3 Opticky zpiisob méreni

Optické koagulometry jsou vybaveny svételnym paprskem, ktery prochazi
kyvetou s vySetiovanou krvi a ta propousti paprsek podle hustoty media.

Optické koagulometry funguji na nefelometrickém nebo turbidimetrickém
principu. V obou piipadech se vySetfuje zakaleni testovaného systému, ke kterému
dochazi pii tvorbé koagula. U nefelometrického principu je svételnym zdrojem zarovka
nebo laser. M¢fi se rozptyleni svételného toku pod thlem 45° nebo 90°.

Turbidimetricky princip vyuziva jako zdroj wolframovou zarovku, kde se méti
ubytek svételného toku. Méteni probihd pti 405 nm nebo 671 nm. U obou zpisobil se
vyuzivd monochromatické svétlo, které prochazi kyvetou se vzorkem. Kyveta odrazi

nebo propousti jen ur¢ité mnozstvi zafeni. Méfi se sniZzeni optické hustoty po vytvoteni
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fibrinového vldkna nebo koagula. Neméti se pfimo vzniklé koagulum, ale zména
proslého zafeni.

Tato metoda ma sva omezeni zejm. u primarn¢ zakalenych vzorki — tj. u vzorkl
se zvySenou chylozitou, iktericitou ¢i hemolyzou. Chyl6zni plazma obsahuje vysokou
koncentraci lipoproteinii a chylomikront. Tyto ¢astice zeslabuji intenzitu svételného
paprsku, ktery kyvetou prochéazi. Velké lipidové ¢astice mohou byt z plazmy odstranény
ultracentrifugaci, coz ptindsi riziko nezadouciho snizeni koncentrace velkych molekul
(fibrinogenu, FVIII/von Willebrandova faktoru).

Mezi optické koagulometry patii napt. ACL TOP 500, ACL TOP 700 nebo ACL
TOP 750.
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Prakticka Cast

Cilem mé prace je najit a definovat parametry, dle kterych miizeme vybrat
optimalni reagencii pro screeningové koagulacni testy. Vybér vhodné reagencie jsem
demonstrovala konkrétné na APTT testu, ktery patii mezi sté¢Zejni screeningové testy.

Cilem prace je najit takovou reagencii, ktera bude citliva k nedostatku
jednotlivych koagulacnich faktorti a takovou, kterd umozni monitoraci 1é¢by heparinem,
odhali vzacné piipady ziskanych inhibitori koagulac¢nich faktorti a bude umozilovat
zachyt vzorkl s lupus antikoagulans. Pro praci v laboratofi je déle dulezitd snadna
reprodukovatelnost vysledkii, moznost meziptistrojového porovnani a moznost spravné
zm¢éftit problematické vzorky (zejm. vzorky s vysokou chylozitou). Zaroven jsem
ovétovala stabilitu diagnostik uvadénou vyrobei v pfislusnych piibalovych letacich.

Pro posouzeni vhodnosti dané reagencie jsem porovnavala vysledky méieni
APTT pomoci dvou typii reagencii. Méfeni bylo provadéno na mechanickém a
optickém typu analyzatoru.

Zpisob vybéru optimalni reagencie budu rozebirat na nékolika souborech
pacientll. V prvni skupiné je zatazeno celkem 21 pacientt, kteti méli normalni hodnotu
APTT (APTT-R 0,8 — 1,2). Ve druhé skupin€ je zatazeno 29 pacientl, kteti méli
hodnotu poméru APTT-R nad 1,2. Vzorky u obou skupin byly vybrany po zméteni na
analyzatoru STA-R Evolution s reagencii PTT Automate.

Do tieti skupiny jsem zaradila 10 pacientl s vysoce chyldézni plazmou, opét jsem
porovnavala vysledky méfeni na dvou typech analyzatorii s rozdilnymi reagenciemi.
Tento soubor byl vytvofen ze zamrazenych vzorkli uchovanych pro tucely
mezipiistrojové kontroly.

V posledni ¢asti mé prace vyuzivam jiz naméfenych hodnot APTT v ramci
mezilaboratorniho srovnavani. Méteni probehlo nejprve v hematologickych laboratotich
UKBH FN Plzen, poté vhematologické laboratofi FN Olomouc. Vysledky byly
porovnavany a graficky vyhodnoceny.

Pro porovnéavani byla pouzita metoda regresni analyzy. Pro konkrétni ptipady je
vzdy uvedena charakteristika souboru a dale typ pfistroje a reagencie, na kterych byly

vzorky naméieny.
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7 Princip testu aktivovaného parcialniho tromboplastinového
casu

Plazma chudd na desticky se smisi s povrchovym aktivatorem a fosfolipidy.
Povrchovy aktivator se pfiddva k urychleni aktivace a muze jim byt napf. kaolin,
kyselina ellagové, kiemicitany, sulfamidy kombinované s kaolinem nebo polyfenoly.
Smés se inkubuje pti 37 °C zpravidla po dobu 180 sekund, nésleduje ptidani startovaci
reagenci s vapenatymi ionty. M¢éfime cas, ktery uplyne do vytvofeni prvniho
fibrinového vlakna. V souCasné dobé¢ se pro stanoveni APTT pouzivaji plné

automatické metody.

7.1 Test aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as - aktin
V panelu patologického APTT hraje kromé korek¢niho testu dulezitou roli test
APTT bez citlivosti k LA.

Tento test mize slouzit jako screeningovy, umoziuje sledovat aktivitu koagulacnich
faktord vnitini cesty (FVIIL, FIX, FXI a FXII), event. pfitomnost heparinu. Neni citlivy
k ptfitomnosti LA, ¢ehoz se vyuzivd v panelu patologického APTT. Jednotkou testu
APTT - aktin jsou sekundy. Hodnota R se vypocitava z poméru Casu plazmy pacienta a
¢asu normalu. Hodnota normalu APTT - aktin (APTT — aktin N) se ziskava jako
primérnd hodnota ¢asu APTT — aktin z deseti vysledkl testu pro normalni smésnou
plazmu neboli NVN. Ptiprava NVN je popsana v kapitole ,,Smésnd normalni plazma a

jeji vyuziti v klinickych laboratotich®.
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8 Koagulometry pouzité pro vlastni méreni

8.1 Analyzator STA-R Evolution

Hematologickd laboratof ve FN Plzeii na Lochotiné pouziva k vySetieni
srazlivosti krve koagulometr STA-R Evolution od vyrobce Diagnostica Stago. Vyrobni
Cislo tohoto analyzatoru je 7092609 a do provozu byl uveden 14. 12. 2007. Tento
analyzator pracuje na mechanickém principu méfeni. MéEfi se odchylka oscilacni
amplitudy kulicky. Pii stejné viskozit¢ se kulicka houpe stile kyvadlové. Toto je
zpusobeno dvéma zahnutymi kolejnickami na dné kyvet a elektromagnetickému poli,
které se stfidavé vytvaii na obou strandch méfici hlavy. Timto je zpisobeno dalsi
houpani do zmény viskozity. Frekvence pole je stejna jako vlastni oscilacni frekvence
kulicky. Toto umoznuje velmi vysokou citlivost analyzatoru. V pribéhu koagula¢niho
déje dochédzi k nartstu viskozity, amplituda pohybu kulicky se tedy zmenSuje

v dusledku tvorby koagula. Algoritmus urcujici dobu srazeni vyuziva zmény amplitudy.

Obrazek €. 5: Analyzator STA-R Evolution

STA-R Evolution

Zdroj: vlastni porizeni fotografie

Pro méfeni APTT na analyzatoru STA-R Evolution v Plzni na Lochotin¢ jsem
pouzila reagencii APTT-SP s exp. 31. 07. 2019 a Sarzi 252992. Kontroly jsem pouzila
také od vyrobce Diagnostica Stago s exp. 28. 02. 2019 a Sarzi 251778. Hodnota APTT-
N (normal) byla 32 sekund.
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8.2 Analyzator ACL TOP 700

Hematologicka laboratof UKBH ve FN Plzen na Borech pouziva k vysetieni
srazlivosti krve ACL TOP 700 od vyrobce Siemens. Vyrobni Cislo tohoto analyzatoru je
050203082 a do provozu byl uveden 30. 05. 2008.

ACL TOP 700 je plné automaticky analyzator. Tento analyzator je urcen pro

vySetieni rutinnich i specialnich koagulacnich testl. Z téchto namétenych udajt, pak

analyzator vypocitavad dal§i potfebné¢ udaje. Méfeni muze probihat koagula¢ni a
[27]

chromogenni metodou. Nedilnou soucasti analyzatoru je pocitac a tiskarna.

Obrazek €. 6: Analyzator ACL TOP 700

ACL TOP 700

Zdroj: vlastni porizeni fotografie

Pro méfeni APTT na analyzatoru ALT TOP 700 v Plzni na Borech jsem pouzila
reagencii APTT-SP s exp. 30. 11. 2018 a s Sarzi N1166070. Kontroly jsem pouzila také
od vyrobce Diagnostica Stago s exp. 30. 09. 2019 a Sarzi N0965309. M¢étené vzorky
byly odebrané 02. 01. 2018. Hodnota APTT-N (normal) byla 28,2 sekund.

8.3 Analyzator STart 4

V hematologické laboratofi FN Plzent Bory najdeme také analyzator STart 4 od
vyrobce Diagnostica Stago. Tento analyzator byl uveden do provozu dne 06. 02. 2008.
Vyrobni ¢islo analyzatoru je BT3 7066829. Na poloautomatickém koagulometru STart

4 lze soucasn¢ provadét metody ve Ctyfech meéficich kandlech. Tento analyzator je
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vhodny pro vySetfeni rutinnich koagulacnich testi. Neumoznuje vSak provadéni
chromogennich metod. Princip méfeni je zalozen na detekci zmény viskozity koagula.
Zména viskozity se sleduje pomoci pohybu kovové kulicky umisténé v kyveté. Kyveta
ma na svém dné dvoji zaktiveni (v pficném 1 podélném sméru). Pohyb kulicky v kyveté
umoznuje elektromagnetické pole, které je tvofeno stiidave na strané métici jamky diky

dvou nezavislym civkam.

Obrazek €. 7: Analyzator STart 4
STart 4

Zdroj: vlastni porizeni fotografie

Obrazek €. 8: Schéma analyzatoru STart 4

Prijimaci civka

Kulicka

Vysilaci
civka

Zdroj: Manual k analyzatoru STart 4
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9 Reagencie

9.1 Reagencie pro test aktivovaného parcialniho tromboplastinového
casu

K vySetteni APTT testu se dnes pouzivaji komeréné vyrdbéné reagencie
rozdilného slozeni od rGznych farmaceutickych firem. Soucasti kazdého komercné
vyrabéného setu je aktivator, ktery se pouziva k urychleni reakce. Na trhu jsou dostupné
fosfolipidy rostlinného, zivocisného nebo syntetického pivodu. Druh pouzitych
fosfolipidii ovliviiuje citlivost reagencie k lupus antikoagulans, heparinu nebo deficitim
koagula¢nich faktori.

Reagencie dale obsahuje kalciové ionty v 0,025 M* CaCl,, ktery se obvykle
dodava s reagencii APTT v komer¢nim setu.

Od reagencie pro vySetfeni APTT se ocekava, ze bude citlivd k deficitim
jednotlivych faktorii, k pfitomnosti heparinu, zachyti inhibitory koagula¢nich faktord.
Samoziejmosti je v dneSni dob&é pozadavek na vysokou stabilitu reagencie a
jednoduchou manipulaci s ni.

Laboratofe se musi fidit pozadavky na kvalitu a zpisobilost dle Ceské
technické normy ,,Zdravotnické laboratofe — Pozadavky na kvalitu a zptsobilost* CSN
EN ISO 15189:2012 — viz. kapitola 5.3 Laboratorni zafizeni, reagencie a spotiebni
materialy.

Analyzatory jsou schopny pracovat v tzv. otevieném systému, coZ znamena,
ze jsou schopné pracovat s reagenciemi od rtiznych vyrobcti. Otevieny systém znamena,
ze vybranou reagencii je mozné pouzit pro stanoveni APTT na mechanickém, ale 1
optickém koagulometru. Spravnost vysledki je pravidelné ovéfovana systémy internich

1 externich kontrol kvality.
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Tabulka ¢&. 2: Piehled dostupnych reagencii pro APTT test na trhu v CR

Nazev reagencie Vyrobce Fosfolipidy Aktivator
STA Cephascreen | Diagnostica Stago kefahnplivzgzomsny oxid kiemicity
PTT Automate 10 | Diagnostica Stago kefahnplivzgzomsny oxid kiemicity
APTT-SP (liquid) Ins{;‘;ff;g"rt;on syntetické kemiGitany
SynthASil Instrumentation svntetické koloidni roztok

- aborator sili
APTT-SS Lab y M iliky
SynthAFax Insﬁ;fgf;;art;on syntetické kyselina ellagova
APTT-Pathromtin Siemens . e
SL Healtheare rostlinné oxid kifemicity
APTT Actin FS Hselaelrtr}lligie rostlinné kyselina elagova

Tabulka €. 3: Specifika reagencii pro vySetieni APTT a srovnani jejich stability

Nazev reagencie Rozdilnost Stazbih;gg n Stabilita pri 15°C
neni
STA Cephascreen prgdlouzgm 7 —10 dni ’dle typu
pii deficitu analyzatoru
prekalikreinu
PTT Automate 10 7 dni 24 dnipiit20+ 5 °C
A zvysena . .
APTT-SP (liquid) citlivest k LA 30 dni 5 dni
SynthASil .
(APTT-SS) 30 dni 3 dny
neni jasna .
SynthAFax citlivost k LA 30 dni 3 dny
APTT-Pathromtin neni jasna o o
SL citlivost k LA 14 dni pfi £25-25 °C
APTT Actin FS nenlk cggvost 7 dni pti t 2-15 °C

Zdroj pro tabulku 2 a 3: Pribalové letaky reagencii

Hlavnim rozdilem reagencii je ptvod fosfolipidii a jejich aktivatord. Mezi

reagencie s nizkou citlivosti k lupus antikoagulans patti napt. APTT Actin FS
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s rostlinnymi fosfolipidy. Jedina reagencie, u které vyrobce deklaruje zesilenou citlivost
k lupus antikoagulans je APTT-SP.

Obecné lze fici, ze vmém piehledu prevazuji diagnostika se syntetickymi
fosfolipidy. Diagnostika obsahujici zivocisné fosfolipidy a rostlinné fosfolipidy jsou
v menS$in¢. Diagnostika s fosfolipidy rostlinného APTT aktin a APTT-Pathromtin SL

nejsou vhodna pro zachyt pfitomnosti lupus antikoagulans.

Obrazek €. 9: Reagencie pouzivané ve FN Plzen Lochotin

Zdroj: vlastni porizeni fotografie
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Celkova definice souboru

Vzorky byly vybrany z denniho souboru pacienti méfenych na Lochoting. Po
jejich zméfeni jsem vzorky ocislovala, jejich plazmu sesdla do zkumavek Eppendorf a
bezprostiedné je zamrazila v ramci preanalytické faze. Nasledné jsem je pievezla ve
vychlazené termosce s ledem do laboratofe na Borech. Zde jsem je rozmrazila ve vodni
lazni pii 37,1 °C a premérila je.

Soubor pacientli s normalnim APTT v rozmezi APTT-R 0,8-1,2 tvofi 21 jedinct
(12 muzh a 9 Zen), median véku této skupiny je 57,5 let. 4 pacienti byli 1é¢eni LMWH,
1 byl warfarinizovan, 1 vzorek byl oznacen jako hemolyticky.

Soubor pacientii s prodlouzenym APTT (APTT-R nad 1,2) tvoti 29 jedinct (17
muzu a 12 Zen), median véku 65,5 let. 10 pacienti bylo 1éCenych LMWH, 6 pacienti
uzivalo Warfarin, 1 pacient byl 1é€eny heparinem.

Pro méfeni APTT na analyzatoru STA-R Evolution v Plzni na Lochotiné byla
pouzita reagencie PTT Automate 10 (Sarze 252992, exp. 31. 07. 2019) a kontrolni
materidl STA Coag Control N+P (Sarze 251778, exp. 28. 02. 2019 — od vyrobce
Diagnostica Stago). Hodnota normalu APTT-N pro vypocet poméru R byla 32 s.

Pro méteni APTT na analyzatoru ACL TOP 700 v Plzni na Borech jsem pouzila
reagencii APTT-SP (Sarze N1166070, exp. 30. 11. 2018) a kontrolni material IL-N
(Sarze N0965309, exp. 30. 09. 2019) od vyrobce Instrumentation Laboratory. Méfené
vzorky byly odebrané 02. 01. 2018. Hodnota normalu APTT-N byla 28,2 s.
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Soubor pacientii s normalnimi hodnotami APTT-R

Nameétené hodnoty viz. ptiloha €. 1 (tabulka ¢. 4).

Graf €. 1: Regrese APTT-R s hodnotami 0,8 — 1,2, méfené na Lochotiné a Borech
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Zdroj: viastni

Regresni koeficient v tomto grafu svéd¢i pro pomérné malou shodu vysledkd,

piesto po podrobné analyze namétenych hodnot 1ze fici, ze pokud APTT-R na reagencii

PTT-Automate bylo v normé, tak i po pfeméteni pomoci APTT-SP se tato hodnota

vyraznéji neodchylila a byla také v normalnim rozmezi.
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Soubor pacientii s prodlouZenymi hodnotami APTT-R

Naméfené hodnoty viz. ptiloha €. 2 (tabulka €. 5).

Graf ¢. 2: Regrese APTT-R s prodlouzenymi ¢asy, méfené na Lochotiné a Borech
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Zdroj: vlastni

V ptipadé souboru s hodnotami APTT-R nad 1,2 je shoda vyznamné vyssi. Pro
laboratorni i klinickou praxi je dulezité, aby pravé patologické hodnoty vychéazely

s riiznymi pouzitymi reagenciemi shodn¢.

41



Celkové srovnani souboru pacientii s normalnimi i prodlouZenymi hodnotami
APTT-R

Soubor pacientl vybrany z denniho souboru méfenych vzorki v hematologické
laboratoii UKBH na Lochotin€. Soubor tvoii celkem 50 pacienti (29 muzii a 21 Zen).
Median véku je 65 let.

Graf ¢. 3: Celkové srovnani APTT-R, Bory x Lochotin

Celkové srovnani APTT-R - Bory x Lochotin
R2=0951
v=1051x- 0,168

8

7 ]
I'l'l-uE il
on
PI'E _,//
[
%4
T s il

[ ]

2 E-

1

0

0 1 2 3 4 5 E 7

PTT Automate

Zdroj: viastni

V tomto grafu hodnotime vysledky celého souboru, ktery zahrnuje jak normalni
vysledky s APTT-R 0,8-1,2, tak patologické vysledky s APTT-R nad 1,2. Regresni
koeficient ukazuje na velmi slusnou shodu pro obé pouzité reagencie.
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Soubor pacientii s chylézni plazmou

Samostatné se v své praci vénuji posouzeni vysledkii u problematickych vzorki
s vysokou chylozitou. Chylozita je vyjadiena tzv. indexem chylozity. Jedna se o
veli¢inu zmétfenou fotometricky na biochemickém analyzatoru Cobas 8000 firmy
Roche.

Index chylozity zjednoduSené vypovida o mife lipémie v séru pacienta, tedy o
koncentraci chylomiker a lipoproteinti s nizkou hustotou (tzv. VLDL ¢astic). Lipémie
samoziejm¢ ovliviiuje 1 metodiky méfené z plazmy. Stupné intenzity indexu chylozity

jsou odstupniovany 1 - 5.

Tabulka €. 6: Specifikace chylozity

. Kkoncetrace
index . . .
chylozity intralipidu

g/L
1 0,40-0,99
2 1,00-1,99
3 2,00-2,99
4 3,00-4,99
5 nad 5

Zdroj: Interni materialy UKBH FN Plzer

Soubor pacientt s chyl6zni plazmou tvoii 10 jedincti (3 muzi a 7 Zen). Median
veku je 43 let.

Hodnoty zméfené na Lochotin€ jsem ziskala ze zdznami méfeni FN Plzen.
Vzorky plazmy téchto pacientii byly hluboce zmrazeny pro ucely mezilaboratorni a
mezipiistrojové kontroly. Vzorky jsem pievezla do hematologické laboratofe na Bory,
kde jsem je rozmrazila ve vodni lazni pti 37,2 °C po dobu (5 min).

Vzorky ¢islo 9 a 10 s vysokym indexem chylozity nebyl analyzator ACL TOP
700 schopen zméfit, a proto jsem je pfeméfila na analyzatoru STart 4 s mechanickou

detekcei, kde chylozita vzorku vlastni méfeni neovlivnila.

Namétené hodnoty viz. ptiloha €. 3 (tabulka ¢. 7).
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Graf €. 4: Regrese APTT-R chyléznich vzorkti, méfené na Lochotiné a Borech
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Zdroj: viastni

V souboru chyloznich vzorki vySla velmi dobra shoda vyjadifena regresnim
koeficientem R, prestoze se zaroven jednalo o mezipfistrojové porovnani. Ob¢

reagencie umoznuji méfeni chyléznich vzorkd.
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Soubor pacientii méifenych v Plzni a v Olomouci

V dalsi ¢asti prace porovnavam vysledky méteni APTT na pracovisti FN Plzen a
FN Olomouc. Vzorky byly vybrany po zméieni daného parametru v hematologickych
laboratofich UKBH FN Plzeti Lochotin a Bory.

V borské laboratofi se méfeni provadélo na koagulometru ACL TOP 700
s reagencii APTT-SP (Sarze N02660875, exp. 28. 02. 2018), v lochotinské laboratofi na
koagulometru STA-R Evolution s reagencii PTT Automate 10 (Sarze 250842, exp. 31.
01. 2018). Na olomouckém pracovisti se pracovalo na koagulometru ACL TOP 750.
Zde byly pouzivany dva typy reagencii APTT-SP (Sarze N02660875, exp. 28. 02. 2018)
a APTT-SS (Sarze N126688312, exp. 31. 12. 2018).

Pro svoji praci jsem vyuzila hodnoty, které jiz byly naméteny v srpnu 2017. Ze
ziskanych hodnot jsem pro porovnani vysledki méfeni sestrojila regresni grafy.

Ve FN Plzen byly vzorky plazmy zméteny do 4 hodin od nabéru. Nésledn¢ byla
plazma sesata do oznac¢enych mikrozkumavek Eppendorf po 0,5 ml a zkumavky byly
zamrazeny v hlubokomrazicim boxu pfi teploté cca -60 °C. Na pracoviste¢ FN Olomouc
byly transportovany na suchém ledu. Zde byly rozmrazeny v termostatu pii teplote

37 °C cca 10 min.
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Tabulka ¢. 8: Hodnoty namétené se stejnou reagencii (APTT-SP) v Plzni a v Olomouci

APTT-SP
APTT-R |APTT-R
Cislo Bory Olomouc

1 1,37 1,37
2 1,43 1,53
3 1,28 1,26
4 2,36 2,15
5 1,48 1,46
6 2,06 2,19
7 1,20 1,21
8 1,00 0,97
9 0,82 0,84
10 1,02 0,98

Zdroj: viastni

Graf ¢. 5: Regrese APTT-R, métené na Borech a v Olomouci se stejnou reagencii
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Zdroj: viastni

V regresnim grafu porovnavam meéfeni na dvou pfistrojich pracujicich na
optickém principu — na piistroji ACL TOP 700 (FN Plzen Bory) a ACL TOP 750 (FN
Olomouc), v obou piipadech byla pouzita stejna reagencie APTT-SP. Regresni

koeficient R je velmi vysoky (0,964), coz ukazuje na velmi dobrou shodu vysledk.
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Tabulka €. 9: Hodnoty naméfené s riznymi reagenciemi a v Plzni a v Olomouci

APTT-R

APTT-SP | APTT-SS

Cislo Bory Olomouc
1 1,37 1,36
2 1,43 1,22
3 1,28 1,38
4 2,36 1,67
5 1,48 1,43
6 2,06 1,60
7 1,20 1,18
8 1,00 0,93
9 0,82 0,89
10 1,02 1,22

Zdroj: viastni

Graf ¢. 6: Regrese APTT-R, métené na Borech a v Olomouci s rozdilnou reagencii
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Zdroj: viastni

V regresnim grafu je zndzornéno porovnani méfeni na analyzatoru ACL TOP
750 reagencii APTT-SS a na analyzatoru ACL TOP 700 s reagencii APTT-SP. Mira
shody vyjadiend regresnim koeficientem R je z divodu méfeni na rtznych typech

reagencii logicky niz§i nez v ptedchozim grafu.
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Tabulka €. 10: Hodnoty naméfené v Olomouci s rozdilnou reagencii

APTT-R Olomouc
¢islo | APTT-SP | APTT-SS

1 1,37 1,36
2 1,53 1,22
3 1,26 1,38
4 2,15 1,67
5 1,46 1,43
6 2,19 1,60
7 1,21 1,18
8 0,97 0,93
9 0,84 0,89
10 0,98 1,22

Zdroj: viastni

Graf ¢. 7: Regresni graf pro hodnoty namétené v Olomouci s rozdilnou reagencii
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Tento regresni graf znazoriiuje porovnani méfeni srozdilnymi reagenciemi
APTT-SP a APTT-SS. Obé meéfeni byla provedena v hematologické laboratoii FN
Olomouc na analyzatoru ACL TOP 750. Hodnota regresniho koeficientu R (0,7856) je

prekvapivé nizS§i nez dosazend hodnota R (0,8141) v pfedchozim grafu, kde se

porovnavaji vysledky méfeni na rozdilnych typech koagulometrti, ale s identickymi

reagenciemi jako v tomto piipadé.
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V posledni analyze jsem zhodnotila vysledky méfeni ptevazné chyléznich vzorki.

Nameétené hodnoty viz. pfiloha €. 3 (tabulka €. 11).

Graf ¢. 8: Chylozni vzorky — porovnani riznych reagencii i koagulometrii

Porovnani méreni APTT-R Plzeri x Olomouc
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Zdroj: vliastni méreni

Graf porovnava 13 vzorkli, ztoho 11 se zvySenou chylozitou. APTT bylo
zméfeno opét nejprve pomoci reagencie PTT-Automate na analyzatoru STA-R
Evolution, nasledné¢ v olomoucké laboratofi pomoci reagencie APTT-SP na
koagulometru ACL TOP 750. Analyza vysledki APTT-R v regresnim grafu vyjadiuje
velmi nizkou miru shody vyjadfenou indexem R (0,1139). Problematické jsou zejména
vzorky €. 9 a 11. Lze fici, Ze analyza vysoce chyloznich vzorkl optickym zptisobem je
velmi komplikovand, vyzaduje specifickou ptipravu vzorku (napt. ultracentrifugace nad
10 000g), event. zméfeni na jiném typu analyzatoru pracujicim na mechanickém
principu. Toto téma je nad ramec zadani mé bakalarské prace (viz kapitoly Diskuze a

Z74ver).

49



Tabulka €. 12: Vzorky méfené s reagencii PTT-Automate a s SynthASil

APTT-R
¥ PTT-Automate, analyzator STA-R SynthASil index
Cislo Evolution (APTT- 1 pvlozity
vzorku SS)
1 1,4 " 2
2 1,36 1,14 1
3 1,25 1,07 3
4 2,13 1,67 0
5 1,32 " 4
6 1,48 " 3
7 1,13 mm 0
8 1,52 nelze 1
9 1,19 nelze 1
10 3,03 1,24 2
11 1,4 " 2
12 1,36 nelze 1
13 1,25 " 3
14 1,48 " 3
15 1,19 nelze 1

Zdroj: vlastni

V posledni tabulce demonstruji velmi problematické vySetfovani vysoce
chyléznich vzorkd na koagulometru ACL TOP 750 s pouzitim reagencie APTT-SS.
V mnoha ptipadech méfeni nebylo mozné (vysoka chylozita, porucha vzorkovaci jehly
Sample Probe, malo materidlu z diivodu nékolikanasobného opakovani meéteni). Lze
tedy fici, ze reagencie SynthASil (APTT-SS) pro ucely laboratote, ve které je Casta

analyza komplikovanych vzorkd, neni vhodna pro vySetiovani APTT.
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Diskuze

Ugelem této bakalatské prace bylo vybrat vhodnou reagencii pro screeningové
koagulacni testy. Konkrétné¢ jsem se zaméfila na test APTT, protoze je velkd Skala
moznosti, které vedou k prodlouzeni tohoto testu a je tfeba rozséhla diferencidlni
diagnostika k objasnéni pticiny, kterd prodlouzeni zpiisobuje. Test APTT je stézejnim
vySetienim pii diagnostice zavaznych poruch koagulace a postihuje zejména vnitini
cestu koagulaéni kaskaddy. V ramci diferencidlni diagnostiky umoZznuje zachyt
krvéacivych i trombofilnich stavi.

Reagencie pro vySetieni APTT se sklada z aktivatoru vnitini cesty (kyselina
elagova, kaolin, kfemicitany, aj.) a fosfolipidi z rlznych zdroji. Diagnostika pro
vySetieni APTT jsou konstruovany tak, aby byla zajiSténa zejména citlivost k detekci
deficitu faktorti vnitini cesty a pfitomnosti heparinu. OdliSnost je pak v citlivosti
k zachytu lupus antikoagulans. Vysledky méteni APTT s pouzitim riiznych reagencii se
Casto vyznamné liSi. Porovnavané reagencie jsem pouzila pro méteni pomérné Sirokého
spektra pacientl. K vypracovani této prace jsem provedla samostatné méfeni
v hematologické laboratofi FN Plzen a dale jsem také vyuzila jiz naméfenych hodnot
této laboratofe.

Me¢éteni vzorkd jsem provadéla na dvou typech analyzatorii s odliSnymi principy
méfeni a s riznymi reagenciemi s rozdilnym slozenim.

Ukézalo se, ze v laboratofich s velkym mnozstvim problematickych vzorkt jako
je chylozita, iktericita nebo hemolyza je pouziti nckterého typu reagencii velmi
problematické. V soucasné¢ dobé je na trhu velky vybér diagnostik, ktery umoznuje
vybrat i pro tyto vzorky vhodny zpisob stanoveni s pouZzitim spolehlivéjsi reagencie,
event. pfeméfeni na jiném typu koagulometru. Lékat stanovuje diagndzu a rozhoduje o
1é€bé pacienta na zékladé spravnych laboratornich vysledkli. Proto je nutnd dobra
spoluprace mezi klinickymi a laboratornimi pracovisti.

Velmi dobtfe ve vyzkumu dopadly reagencie APTT-SP a PTT Automate, které
s m&fenim problematickych vzorkli nemély problém. Jejich srovndni dopadlo
uspokojiveé 1 v ramcei porovnani métfeni na raznych typech koagulometr. V porovnani
zmgefit.

Pifi vypracovani této bakaldiské prace jsem poznala systém prace

v hematologickych laboratotich, metody umoziujici meziptistrojové a mezilaboratorni
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porovnani. Ovéfila a rozsifila jsem si své teoretické znalosti a svou manuélni zru¢nost.
Vysledek této prace je podle mé uziteény a prace méla vyznam.

Domnivam se, Ze jsem splnila svou praci zadani bakalaiské prace a pii jejim
vypracovani si prohloubila své védomosti tykajici se koagulace a upevnila si své

dovednosti v laboratorni praxi.
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Zavér

Cilem mé bakalatské prace bylo porovnat reagencie od rGznych vyrobct pro
koagulac¢ni test APTT, ktery monitoruje vnitini cestu koagulace. Vyrobci dostupnych
reagencii IVD (in vitro diagnostika) pro vysetfovani APTT, se kterymi jsem pracovala,
garantuji spravnost dosazeni vysledku po ovéfeni metody v systému externi a interni
kontroly kvality. Laboratofe disponuji pipetovacimi protokoly nastaveni metody pro
konkrétni analyzatory. V pravidelnych intervalech se v laboratoii provadi kontrola
metody pomoci komeréné dodavanych kontrolnich plazem, dale mezipfistrojova
kontrola a mezilaboratorni mezipfistrojova kontrola. Nedilnou soucasti kontrolni
¢innosti je provadéni verifikace metody (opakovatelnost, spravnost) v pravidelnych
intervalech. Laboratof je také zapojena do systému externiho hodnoceni kvality.

V praktické ¢asti prace jsem porovnavala vysledky méteni APTT rozdilnymi
reagenciemi na ruznych typech pfistroji. Ke srovnani jsem pouzila metodu regresni
analyzy. Vysledky ukazaly, Ze v souasné dobé reagencie poskytuji moznost kvalitniho
1 pfesného méfeni. S ohledem na neuspésné méfeni chyldéznich vzorkd na optickém
analyzatoru vysla jako nejméné¢ vhodnd reagencie SynthASil (APTT-SS). Tato
reagencie vSak muze dobfe poslouzit jako screeningova v provozu béznych laboratofi.
Me¢fteni vzorkll na analyzéatorech s mechanickou i optickou detekei s reagenciemi PTT-
Automate nebo APTT-SP probéhlo bez vétsich komplikaci.

Pro posouzeni vybéru reagencie je dilezity samoziejmé typ koagulometru, ktery
laboratoi k méfeni pouzivd. Vyhodou je moznost pouziti jak optického, tak
mechanického principu méteni z dlivodu moznych interferenci biologického materiélu.

Konkrétni laboratot pak v praxi musi pfihlédnout i ke svym internim potebam.
V piipadé hematologickych laboratofi FN Plzen, nachazejicich se ve dvou lokalitach
mésta, se pracuje s odliSnymi typy analyzatori a odliSnymi reagenciemi, takze
diagnostika byla zvolena tak, aby pfti prekladu pacientti z jedné lokality na druhou bylo
zajisténo spravné vydavani vysledkd s povolenou odchylkou méteni +/- 10 % (vztaZeno
na dany analyzator). Nezbytnym pfedpokladem pro spravné vydavani vysledki je tedy
také spravné provadéni mezilaboratorni mezipfistrojové kontroly v pravidelnych

intervalech.
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Seznam zkratek

ADP — adenosindifosfat

APTT — aktivovany parcidlni tromboplastinovy ¢as
ATP — adenosintrifosfat

Ca”" - vapenaté ionty

CaCl; — chlorid vapenaty

DOAC - Direct Oral Anticoagulans
dRVVT - divte Russel viper venom time
exp. - expirace

Faktor VIII — faktor VIII

Fib — fibrin

FIX — faktor IX

FN — Fakultni nemocnice

FVa — aktivovany faktor V

FVII — faktor VII

FVIla — aktivovany faktor VII

FX — faktor X

FXa — aktivovany faktor X

FXI — faktor XI

FXII — faktor XII

FXIlIla — aktivovany faktor XIII
HMWEK - vysokomolekuldrni kininogen

IgA — imonoglobuliny t¥idy A



IgG — imunoglobuliny t¥idy G

IgM — imunoglobuliny tfidy M

INR — mezinarodni normalizovany pomér

ISI — mezinarodni index citlivosti

LA — lupus antikoagulans

LIS — laboratorni informacni systém

LMWH — nizkomolekularni heparin

NVN - nefiltrovany vlastni normal

PL — fosfolipidy

PT — protrombinovy ¢as
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t, — Cas testované plazmy
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Prilohy
Tabulka €. 4: Soubor pacientli s normalnimi hodnotami APTT, APTT-R se pohybuje od

0,8do 1,2
Lochotin STA-R
Evolution, Bory ACL TOP 700,
reagencie PTT reagencie APTT-SP
Automate
Cislo B . Poznamka
vzorku Pohlavi | Vék | APTT-t | APTT-R | APTT-t APTT-R (1éeba)

1 muz 86 35,60 111 30,70 1,09

2 muz 49 30,10 0,94 26,10 0,93

3 zena | 62 32,40 1,01 25,70 0,91 LMWH
4 muz 52 31,10 0,97 26,30 0,93 LMWH
5 Zena | 42 30,90 0,97 27,70 0,98

6 muz 59 35,30 1,10 30,00 1,06 LMWH
7 muz 42 36,10 1,13 33,60 1,19

8 muz 91 37,00 1,16 28,50 1,01

9 zena | 30 30,40 0,95 28,10 1,00

10 Zena | 72 38,30 1,20 34,50 1,22 LMWH
11 Zena | 32 33,60 1,05 31,50 1,12

12 Zena | 20 33,50 1,05 30,30 1,07

13 muz 86 33,20 1,04 28,00 0,99

14 muz 54 38,60 1,21 33,40 1,18 hemolytické
15 zena 81 38,60 1,21 29,00 1,03 Warfarin
16 Zena | 67 30,20 0,94 28,30 1,00

17 muz 87 32,90 1,03 27,70 0,98

18 muz 51 25,30 0,79 21,70 0,77

19 muz 26 36,80 1,15 29,00 1,03

20 Zena | 69 29,40 0,92 24,30 0,86

21 muz 71 34,70 1,08 28,70 1,02

Zdroj: viastni



Tabulka €. 5: Soubor pacientl s prodlouzenymi hodnotami APTT, APTT-R se pohybuje

od 1,2 avyse
Lochotin STA-R
Evolution, Bory ACL TOP 700,
reagencie PTT reagencie APTT-SP
Automate
Cislo B . Poznamka
vzorku Pohlavi | Vék | APTT-t | APTT-R | APTT-t APTT-R (Iétba)

1 muz 78 121,6 3,80 95,6 3,39

2 muz 56 42,9 1,34 37,0 1,31 LMWH
3 muz 70 47,9 1,50 46,9 1,66 LMWH
4 muz 44 423 1,32 36,1 1,28 LMWH
5 zena 82 42,9 1,34 33,2 1,18

6 muz 78 50,3 1,57 39,7 1,41 LMWH
7 muz 69 45,8 1,43 33,6 1,19 LMWH
8 zena 37 44,9 1,40 34,6 1,23

9 zena 95 55,8 1,74 47,6 1,69

10 muz 66 57,0 1,78 46,3 1,64 Warfarin
11 zena 86 54,6 1,71 499 1,77 Warfarin
12 muz 36 57,5 1,80 41,3 1,46

13 zena 16 200 6,25 200 7,09

14 muz 77 42.6 1,33 33,0 1,17 Warfarin
15 zena 68 44,6 1,39 34,3 1,22

16 muz 70 52,4 1,64 44,4 1,57 LMWH
17 zena 84 50,7 1,58 51,9 1,84 LMWH
18 muz 16 45,8 1,43 33,8 1,20 LMWH
19 zena 73 45,1 1,41 34,6 1,23 LMWH
20 muz 51 443 1,38 40,3 1,43 LMWH
21 muz 52 50,1 1,57 34,7 1,23 Warfarin
22 zena 81 83,9 2,62 59,1 2,10
23 zena 65 75,0 2,34 54,7 1,94 Warfarin
24 muz 69 428 1,34 347 1,23 Warfarin
25 zena 58 80,2 2,51 74,4 2,64 Heparin
26 muz 51 47,1 1,47 37,6 1,33
27 zena 37 45,7 1,43 33,2 1,18
28 muz 56 56,1 1,75 41,2 1,46
29 muz 65 96,5 3,02 113,8 4,04

Zdroj: viastni



Tabulka €. 7: Soubor pacientl s chyl6znim vzorkem

Lochotin
STA-R Bory ACL
Evolution, TOP 700,
reagencie reagencie
PTT APTT-SP
Automate
Cislo Pohlavi | Vék Datum | APTT | APTT | APTT | APTT Index
vzorku onfavi ¢ nabéru -t -R -t -R chylozity
y 31.08.
1 muz 34 2017 33,81 1,05 31,5 1,07 4
y 03. 09.
2 Zena 72 2017 30,8 1,0 28,0 0,99 5
y 04. 09.
3 Zena 43 2017 62,8 1,43 37,8 1,34 3
y 04. 09.
4 Zena 61 2017 53,6 1,32 29,1 1,02 3
y 06. 09.
5 Zena 43 2017 69,0 1,50 40,8 1,45 3
y 14. 09.
6 Zena 65 2017 20,6 0,82 22,5 0,80 3
y 02. 10.
7 Zena 43 2017 62,0 1,39 37,1 1,32 3
y 05. 10.
8 zena 43 2017 52,5 1,28 35,9 1,27 3
y 21.11.
*9 muz 41 2017 33,4 1,11 32,0 1,13 3
. 28. 10.
*10 muz 45 2017 34,5 1,08 35,6 1,21 5

* yvzorky méfené na analyzatoru STart 4

Zdroj: viastni



Tabulka €. 11: Hodnoty chyl6znich vzorki métené s riiznymi reagenciemi v Plzni a

v Olomouci

APTT-R

L"Zﬁg&;?' Olomouc APTT-SP C;;ﬁ)ez’i‘ty
1 1,4 1,11 2
2 1,36 1,17 1
3 1,25 1,1 3
4 2,13 2,03 0
5 1,32 1,15 4
6 1,13 1,16 0
7 1,52 127 1
8 1,19 1,03 1
9 3,03 1,08 2
10 1,4 1,08 2
1 1,36 1,17 1
12 1,25 1,12 3
13 1,19 1 1

Zdroj: viastni



