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ABSTRAKT

Obsahem této bakalarské prace je dokazat, jaky vliv md nespravneé

odebrany vzorek krve na vysledek koagula¢niho vySetieni.

V obecné ¢asti se zaméfuji na popis krve, od jeji funkce, aZ po krevni
elementy, které jsou v ni obsazeny. Ddle se vénuji hemostaze, zdkladnimu
procesu srazlivosti krve, jejim fazim a faktortim, které ji ovliviiuji. Podstatnou
cast, kterd se promitd i do praxe, tvori popis veSkerych nezbytnych tkont od
odbéru vzorku po vydani vysledkt. V kazdé jednotlivé fazi, a to preanalytické,
analytické a postanalytické se mtiZeme setkat s riznymi faktory, které mohou

mit zdsadni vliv na spravnost vysledku.

Ke splnéni cilt prace, potvrzeni pfedpokladu o nutnosti spravného
odbéru vzorku k dosaZeni pfesnych vysledki, jsem si zvolila dva zakladni
koagulacni testy, a to aktivovany parcidlni tromboplastinovy test (aPTT) a
protrombinovy test (PT). Testy jsem provadéla u tficeti osob, kdy byly pouZzity
rtizné poméry krve a citratu sodného. Po nasledné analyze a ziskani vysledka

jsem méfeni vyhodnotila a pro lepsi prehlednost zaznamenala do grafti.

V zavéru se vénuji zhodnoceni poznatki, které by pro praxi znamenaly

nizsi chybovost vysledkii.

Kli¢ova slova

Krev, hemostaza, koagula¢ni vySetfeni, odbér vzorku, protrombinovy test,

aktivovany parcidlni tromboplastinovy test



ABSTRACT

The objective of this bachelor thesis is to prove to what extent a blood

sample that has been incorrectly taken influences the result of a coagulase test.

The general part discusses the description of blood, from its functions to
blood elements that it contains. The next part focuses on hemostasis, the basic
process of coagulability, its phases and factors that influence it. A fundamental
part of this thesis, that is also reflected in practice, contains the description of all
the necessary procedures from the blood draw to evaluated results. In each
phase, pre-analytical, analytical or post-analytical, different factors of crucial

importance to the correctness of the results can be encountered.

In order to comply with the objectives of this thesis, that is to confirm the
hypothesis of the importance of the correct procedure at the moment of the blood
draw to achieve the precise results, two basic coagulase tests were chosen:
activated partial thromboplastin test (aPTT) and prothrombin test (PT). The
examination was carried out with thirty subjects; different proportions of blood
and sodium citrate were used. After acquiring results and the analysis, the

measurements were evaluated and recorded in graphs for better clarity.

In the final conclusion the findings regarding the error rate of the results

in practice were evaluated.

Keywords

Blood, hemostasis, coagulation examination blood taking technique,

prothrombin test, activated partial thromboplastin test
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1 UVOD

Krev ma zasadni vyznam pro cely lidsky organismus, proto do klinickych
laboratofi prichazi mnoho vzorkti a poZzadavki na laboratorni vySetfeni. Svym
slozenim a funkcemi pfedstavuje zivotné dutlezitou tekutinu, kterd jako
pohyblivé médium spojuje vSechny organy a tkané v téle. Krevnimi rozbory
muzeme zjistit fadu disfunkci, a to jak samotné krve, tak i organti. Od vysledku
krevnich rozbort se odviji prevence, posouzeni zdravého stavu jedinct,
diagnostika a ndslednd spravna lécba pacientti, tudiz laboratofe tzce

spolupracuji nejen s nemocnicemi, ale i s praktickymi lékafi a specialisty.

V soucasné dobé jsou laboratofe vybaveny modernimi pfistroji, diky
kterym se zvysil pocet provadénych testii v kratSim case s vyssi presnosti méteni
pfi mensim mnozstvi objemu vzorku. Dalsi nespornou vyhodou je zajisténi vétsi
bezpecnosti prace personalu laboratofi. I pres védecky pokrok hraje zdsadni roli
lidsky faktor, a to jak ve fazi odbéru vzorku, tak pfi jeho zpracovani
a spravném nastaveni pfistroji. Je tfeba predchdzet ¢i minimalizovat vlivy
vedouci k odchylkdm vydavanych vysledku. Tyto faktory, které mohou ovlivnit
spravnost namérenych hodnot jsou vlastné hlavnim tématem praktické casti mé

bakalafské prace.



2 CILE PRACE

Hlavnim cilem této prace je prokdzat odliSnost vysledki méfeni testt
aPTT a PT pfi spravném a nespravném poméru krve a citratu sodného za
predpokladu, Ze dalsi faktory nebyly poruseny. Dil¢im cilem je popis sloZeni
a funkce krve, popis hemostdzy a stanoveni dalSich faktort ovliviujicich

spravny vysledek méfeni.
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3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU

3.1 Krev - slozeni a funkce

Krev je vazkd, neprithlednd cervend télesnd tekutina, kterd proudi
v uzaviené soustavé cév, a to vSemi organy a tkdnémi. Objem krve priimérného
dospélého clovéka predstavuje piiblizné 8 % jeho télesné hmotnosti, coZ tedy ¢ini
5-6 litrti. V téle koluje na zdkladé podnétti srdce a v organismu plni mnoho

dulezitych funkci, které mtizeme rozdélit do n€kolika kategorii. [1,2,3].

3.1.1 Funkce krve

Prvni skupinou jsou funkce regula¢ni. Krev udrzuje pH télesnych tekutin
(izohydrie), udrzuje stalé iontové slozeni (izotomie) a udrzuje staly osmoticky
tlak ve vnitfnim prostfedi (izoosmie). JelikoZ jsou tyto procesy nutné k udrzeni

stalosti v prostiedi, nazyvaji se homeostatickeé. [1,2]

Druhou skupinou jsou funkce transportni. Krev pfendsi dychaci plyny,
hormony, Ziviny do cilovych tkani, odpadni latky do ledvin a jater a také teplo

do méneé teplych casti téla. [1,2]

Tteti skupinou jsou funkce obranné. Reakci imunitniho systému chrani
krev organismus proti cizorodym latkdm pomoci bilych krvinek a fady jinych
latek v ni obsaZenych. Dalsi obrannou jsou procesy hemostatické, kdy za pomoci
trombocyti a srazecich faktort zabranuje ztratdm krve, dojde-li k defektu

v cévach. [1,2]
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3.1.2 Slozeni krve

Krev se sklada z plazmy, zastupujici tekutou ¢ast a z krevnich elementt,

které tvoti bunécnou slozku.

Plazma je z fyziologického hlediska prithlednd, svétle zlutd tekutina
ziskana za pomoci centrifugace krve. Tvori vice jak 50 % celkového objemu krve.
Formovana je z92 % vodou a rozpusténymi organickymi a anorganickymi
latkami. Mezi anorganické slozky patfi mineraly — sodik, draslik, vapnik, hof¢ik,
zelezo, jod, méd, chldr a bikarbondtovy aniont. Mezi organické latky obsazené
nebilkovinny dusik, lipidy (pro tyto slouceniny slouzi plazma jako transportni
médium). Plazmatické bilkoviny rozdélujeme na albumin, globuliny a
fibrinogen. Pravé fibrinogen, plazmaticky protein, je nezbytné nutny pro proces
hemokoagulace a ndlezi tak mezi proteiny akutni faze, kdy pfi zdnétu nebo
poskozeni tkané jeho koncentrace stoupa a tim se podili na vzestupu

sedimentacni rychlosti. Z toho vyplyva, Ze je nezbytny pfi srazeni krve. [1,2,3,4].

Dalsi zékladni slozkou krve jsou krevni elementy. RozliSujeme erytrocyty

(Cervené krvinky), leukocyty (bilé krvinky) a trombocyty (krevni desticky).

3.1.2.1 Erytrocyty

Erytrocyty, ¢ervené krvinky, jsou nejpocetnéjsi skupinou krevnich bunék
(vice jak 99 % vsech bun€k v krvi). Na povrchu cervenych krvinek je pevna,
elasticka, dvojvrstvd membrana tvofena z 50 % lipidy. Tato membrana propousti
vodu a anionty, a naopak udrzuje uvniti bilkoviny a kationty. Cervené krvinky
obsahuji vodu a suSinu, kterd je az z 90 % tvorena hemoglobinem — krevnim
barvivem. Hemoglobin se skladd ze 2 para globinovych fetézcd,

z tetrapyrolovych prstencti a z atomti zeleza Fe*, na které se vaze kyslik. Hlavni
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funkci erytrocytti je tedy prenos krevnich plynd, a to kysliku do tkani a oxidu

uhlic¢itého do plic. [1,2,3]

Tvorba erytrocytt probiha v kostni dfeni, v krvetvorné tkani. Tento proces
se nazyva erytropoéza a pro jeji zdarny pribéh je nutnd pfitomnost zadkladnich
stavebnich latek erytrocytti, coz jsou aminokyseliny, Zelezo, vitamin B, kyselina
listova, erytropoetin a v neposledni fadé funkéni kostni dfen. Erytrocyty maji
zivotnost asi 120 dni, poté dochdazi kjejich zaniku. Nejcastéji se tak déje
zestarnutim erytrocytti, kdy dojde k vycerpani enzymt a buniky ztraci svou
flexibilitu a tvar. Proces destrukce se nazyva hemolyza a rozliSujeme
intravaskuldrni (uvnitf burnky) a extravaskuldrni (mimo burku). Membrana
erytrocytlhi muze byt poskozena vlivem osmotickému tlaku nebo fyzikalnimi,
chemickymi, toxickymi nebo imunologickymi faktory, coZz vede napfiklad

k anemickym staviim ¢i jinym onemocnénim krve. [1,2,3,4]

Podil objemu erytrocyti v celkovém objemu krve vyjadfuje hematokrit.
Jeho stanoveni se provadi pomoci pratokoveé cytometrie nebo zcentrifugovanim
vzorku nesrazlivé krve ve sklenéné kapilare. Zvysend hodnota hematokritu se
objevuje u osob, které stravili delsi ¢as ve vyssich nadmotskych vyskach. Naopak
nizs$i hematokrit zaznamendvame u pacientti s nizSim poctem cervenych krvinek

nebo pfi zvySeném objemu plazmy. [1,2,3]

3.1.2.2 Leukocyty

Leukocyty, bilé krvinky (tvofi méné nez 1 % celkového objemu krve), jsou
kulovité, bezbarvé buriky obsahujici jddro. Vznikaji v kostni dfeni a diferencuji
a dozravaji v brzliku. Jejich hlavni kol spocivd v ochrané organismu proti
infekci a proliferaci nddorovych bun€k, pricemz rtizné druhy leukocytti se na

téchto procesech podileji raznym zplisobem. U leukocytti se provadi
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diferencidlni rozpocet, kdy se zkouma zastoupeni jednotlivych druht v krvi.

Toto vySetfeni se vyuziva k diagnostice nemoci (napft. pfi infekcich). [1,2,5]

Leukocyty rozdélujeme podle jejich cytologické charakteristiky na dvé
skupiny. Polymorfonukledrni granulocyty dale podle barviva, které obsahuji
délime na neutrofilni, eosinofilni, bazofilni. Mononukledrni agranulocyty maji
pouze azurofilni jadro, tedy nespecifickd granula a jsou jimi lymfocyty T

a B, monocyty. [1,2,3,5]

Neutrofily ¢i mikrofagy, nejpocetnéjsi typ leukocytti (60-70 % z celkového
mnozstvi), jsou prvni obrannou linii organismu proti infekci, zdnétu a hraji
zasadni roli v mechanismech vrozené imunity. Vznikaji v kostni dfeni, do
krevniho obéhu mohou migrovat prakticky okamzité a do poSkozenych tkani
se dostdvaji bez jakychkoli aktivacnich signalii. Patologické mikroorganismy jsou
likvidovany mechanismem fagocytozy, ktera je jejich rozhodujici ulohou.

Zvysena hodnota neutrofili znaci bakteridlni infekce, tumory a zanéty. [1,2,3,4]

Eozinofily (1-3 % vsSech bilych krvinek) maji zdsadni vyznam pfi
parazitarnich infekcich a alergickych reakcich, kdy maji schopnost opustit krevni
feciSté a soustfedit se v misté s nejvétsi Sanci na prinik alergenti nebo parazitii
do téla, tj. plice, sténa traviciho traktu. Svou funkci dokazi mikroba poskodit,
nasledné usmrtit a pri alergickych reakcich pohltit komplex alergen-protilatka.

[1,2,3]

Bazofilni granulocyty, mdlo pohyblivé burky (nejméné zastoupeny typ
bilych krvinek 0-1 %) se uplathuji pfi hemokoagulaci, stimulaci zanétu
a alergickych reakcich, nebot jejich granula (membranové vacky) obsahuji
bradykinin, heparin, histamin a serotonin. Pfi degranulaci bazofili dochdzi

k uvolnovani velkého mnozstvi téchto latek. ZvySené hodnoty nastavaji pfi
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stavech alergickych reakci, jsou spoluzodpovédné za vznik anafylaktického

soku. [1,2,3

Monocyty, jsou jednojaderné burnky, nejvétsi z leukocyti. Vznikaji
v kostni dfeni, koluji v krvi a po vyplaveni do tkdni nebo organti se diferencuji
v makrofagy, bunky zajistujici obranu pifimo v tkdnich. Hlavni funkci
monocyto-makrofagového systému je fagocytdoza mikroorganismit, destrukce
nefunkcnich cervenych krvinek, eliminace antigenti, remodelace tkani, podili se
na zdarném prubéhu imunitnich reakci. Nékteré makrofagy se usidli ve tkanich
a pretrvavaji zde az nékolik let, ty nazyvame fixni. Druhy typ makrofagu je

mobilni, ktery putuje az do mista infekce. [1,2,3]

Lymfocyty (20-40 % celkového pocta leukocyttt) koluji v krvi, lymfé
ilymfatické tkani a tim se podileji na imunologické obrané organismu. Schopnost
proliferace si zachovavaji i ve stadiu zralosti. RozliSujeme B-lymfocyty,
T-lymfocyty a NK buriky. B lymfocyty vznikaji a vyvijeji se v kostni dfeni, kde
jako nezralé nejsou schopné imunitni odpovédi. Nasledné putuji do lymfatickych
uzlin. Maturace neboli dozravani probihd za pomoci T-lymfocyti, vyvoj je
dokoncéen az po setkdni s antigenem, potom jiz dokdzi produkovat protilatky.
Velky vyznam maji pro imunitni pamét, ¢ehoz se vyuzivd pfi ockovani.
T-lymfocyty vznikaji v krvetvornych tkanich, kostni dfeni, migruji do thymu,
kde dozravaji. Ve zralé buriky se aktivuji az po setkani s antigenem. ZajiStuji
bunéénou imunitu, Géinné reguluji imunitni systém, napadaji nddorové burky
a viry. Jejich bunécénd reakce je specifickd a zlistdvaji po ni pamétové
T-lymfocyty. NK buriky nemaji antigenné specifické receptory. Nadorové bunky
a buniky zasazené viry jsou schopné likvidovat bez predchozi stimulace

a proliferace. [1,2,3,4]
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3.1.2.3 Trombocyty

Trombocyty neboli krevni desticky vznikaji odstépovanim fragmentt
megakaryocytti pfi prostupu pies sténu kapildr. Nejednd se tak o buriky,
ale o bezjaderné fragmenty, nejmensi krevni c¢astice. V neaktivované formé maji
diskoidni tvar, ten se pfi podnétu k aktivaci méni (konstrikce). Proces, pfi némz
jsou v krevni dfeni vytvoreny krevni desticky se nazyva trombopoéza. Jedna
tfetina trombocytli se nachdzi ve slezing, kde také nejcastéji dochazi k jejich
odbourdni. Délka zivota je 7-12 dni. Schopnost fagocytézy jim umoznuje
transport rtiznych latek. Hlavni tlohou krevnich desticek je vSak hemostaza,
tj. zastava krvaceni, vytvofeni cévni trombolytické zatky a obnova vnitiniho

povrchu poskozené cévy, uplatiiuji se pfi regeneraci poranéné tkané. [1,2,3,4]

3.2 Hemostaza

Hemostaza neboli zastava krvaceni je velmi dtilezity proces, ktery je ve
vétsiné pripadil spustén poskozenim stény cév. VSechny hemostatické procesy
jsou vzajemné propojeny, zajistuji lokalni hemostdzu a tim chrani organismus

pred pfiliSnou ztratou krve. [1,6,7]

Na hemostaze se podili rizné druhy bunék, pfedevsim trombocyty,
buniky s tkdnovym faktorem, endotelové burky, ale také velké mnozstvi latek,
které se jiz nachdzeji v plazmé, ty se nazyvaji plazmatické faktory nebo latky,

které se do plazmy uvoliiuji ze ztacastnénych bunék. [1,6,7]
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3.2.1 Plazmatické faktory ovliviiujici hemostazu

Plazmatické faktory lze rozdélit do nékolika skupin, konkrétné na faktory
koagulacni, fibrinolytické a prirozené inhibitory krevniho srazeni. Porucha,
vrozend nebo ziskand nékterého z faktorti, mtize mit za nésledek vychyleni

systému na stranu hyper — nebo hypokoagulace. [1,5]

Koagulaéni faktory jsou latky tcastnici se krevniho sraZeni, predevsim
glykoproteiny s vyjimkou Ca? iontti a desti¢kovych fosfolipida. Kazdy faktor ma
své slovni oznaceni a ¢iselné oznaceni, které vyjadiuje potfadijeho objeveni (napi.
fibrinogen — FI). Z biochemického hlediska se koagula¢ni faktory déli na nékolik
skupin. Témi jsou zymogeny sériovych protedz, kofaktory, regulacni a pfirozené
proteiny, fibrinogen a transglutaminaza stabilizujici fibrinovou sraZeninu.
Vétsina faktort jsou bilkovinné povahy a jsou tvofeny v jatrech. Nékteré z nich
jsou syntetizovany pouze za pritomnosti vitaminu K nazyvajici se vitamin
K-dependentni (napt. protrombin). Vitamin K je pro spravny prabéh hemostazy
naprosto nezbytny, proto se vyuziva pfi lécbé hyperkoagulacnich stavi, kdy

hrozi nezadouci tvorba_srazenin. [1,5]
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Ciselné

znadeni

Tabulka 1: Koagulacni faktory [1]

Slovni znaédeni

I, Ia Fibrinogen jatra tvorba fibrinové sité

II, ITa protrombin jatra aktivace vétsiny faktorti

III, I1a Tkanovy faktor tkan aktivuje FIX a FX

IV, Iva Vdépenaté ionty vznik vazby mezi koag. faktory a

fosfolipidy
V, Va proakcelerin jatra, urychluje aktivaci protrombinu
trombocyty

VII, VIla prokonvertin jatra serinova proteaza

VIII, VIIIa Antihemofilicky makrofag plazmaticky protein, kofaktor FIX
faktor A

IX, IXa Christmas faktor jatra vytvaii komplex s FVIII a aktivuje FX

X, Xa f. Stuart-Powerové  jatra aktivuje protrombin

XII, XIIa Hagemantv faktor  jatra aktivuje FXI, FVII a prekalikrein

XIII fibrin  stabilizujici jatra stabilizuje fibrinovou sit tvorbou
faktor peptidovych vazeb

vWF von Willebrandav = endotel, vaze a transportuje FVIII
faktor trombocyty

Prekalikrein = Fletcherav faktor jatra Casna faze koagulace

Pro tispéch koagulacni reakce jsou dtlezité také Ca* ionty. Pokud chybéji,
srazeni krve neprobéhne. V organismu ovsem k takovému poklesu koncentrace
Ca?, aby nastala porucha krevni srazlivosti, nedojde. Tato skute¢nost se vyuziva
v diagnostice in vitro. Mezi koagulacni faktory fadime i tkanovy faktor,
glykoproteinovy receptor. Je jediny, ktery neni pfitomny v plazmé. UloZen je
v bunéénych membréanach fibroblastt, bunék hladké svaloviny a v tkanovych

makrofazich obklopujici cévy. Vytvari v okoli krevnich cév hemostatickou
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bariéru. Koagulace se tkanovy faktor ti¢astni tim, Ze na sebe vaze prokonvertin

a ten je za ucasti Ca?* aktivovan. Tento proces je zdklad koagulac¢ni kaskady. [1,5]

Fibrinolytické faktory jsou faktory nezbytné nutné pfi procesu fibrinolyzy,
cozZ je déj, pfi kterém dochazi k odstranéni fibrinové zatky. Zakladni latkou je
plazmin, ktery vznikd Stépenim z plazminogenu. Jeho tvorba je regulovana
fadou latek, které mtiZzeme rozdélit na aktivatory a inhibitory plazminogenu.

Prikladem aktivatoru je tPA a za inhibitory miZeme uvést az-antiplazmin a TAFL

[1,5]

Pfirozené inhibitory jsou dalsi z faktorti ovliviiujici hemostdzu. Jejich
ukolem je udrzovat rovnovadhu v celém systému a to tak, Ze tlumi nékteré
aktivované srdzeci faktory a kofaktory. Mezi nejvyznamnéjsi inhibitory fadime

antitrombin III a heparin. [1,5]

Tabulka 2: Ptirozené inhibitory [1]

Nazev Misto vzniku  Funkce

antitrombin III (AT) jatra, endotel  inaktivuje trombin a FXa

heparin zirné bunky, = snizuje adhezivitu trombocytt na endotel
bazofily

inhibitor cesty tkanového endotel indukuje vazbu FXa na monocyty

faktoru (TFPI)

protein C (PC) jatra, endotel  aktivovan  trombomodulinem, stimuluje

fibrinolyzu

trombomodulin (TM) endotel inaktivace trombinu

protein S (PS) jatra, endotel, inhibuje FXa, zpomaluje aktivaci FX
trombocyty
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3.2.2 Faze hemostazy

Hemostaza probihd ve trech fazich. V nékterych zdrojich je uvedenad jako
pocatecni faze vazokonstrikce, kterd mda velmi rychly nastup, probihd ve

zlomcich sekund a té¢inné zastavuje krvaceni v malych artériich. [1]

V primarni fazi hemostazy zastavaji hlavni funkci trombocyty. Jedna se o
proces, ktery je spustén pfi kontaktu trombocytti s poskozenou cévni sténou nebo
sjinym povrchem a je slozen z nékolika reakci. Tyto reakce zahrnuji adhezi,

aktivaci, uvolfiovaci reakci a agregaci.

K adhezi dochazi v okamziku, kdy se neaktivovany trombocyt stfetne
s nefyziologickym povrchem. V této reakci je dtlezity kolagen, uloZeny
v subendotelové cévni vrstve, ktery na sebe vaze krevni desticky. Trombocyty
mohou byt aktivovany i dal$imi faktory, napf. ADP, trombinem, adrenalinem ¢i
serotoninem, uvolnuji nékteré z téchto latek, a tim dochdzi k aktivaci okolnich
trombocytli a urychleni adheze a agregace desticek. Aktivované desticky meéni
uspofadani bunééné membrany. V prubéhu tohoto procesu se negativné nabité
fosfolipidy presunuji do vrstvy na povrchu buniky, kde se setkavaji
s koagula¢nimi faktory. Tyto fosfolipidy se oznacuji jako destickovy faktor 3.
Trombocyty po aktivaci méni sv{ij tvar pfi zachovani objemu. Zmény probihaji
i uvnitf uvolnénim Ca? iontli z granul do cytoplazmy a pfesunem organel do
centra celé burky. Jednotliva granula se presouvaji do blizkosti cytoplazmatické
membrany nebo systému kanalkdi, spojuji se s nimi a pfi reakci vypoustéji latky
v nich obsaZené ven z buriky. Tyto Gtvary jsou nestabilni a mohou se rozpustit,
tzv. primarni agregace. Uvolnéni latek z granul trombocytii je nevratny proces a
nazyva se degranulace. Tato faze se oznacuje jako sekundarni agregace. Latky
uvolnéné zgranul trombocytlt ovliviiuji i tvorbu destickové zatky a
hemokoagulaci. Agregace desticek probihd zdroven s uvolniovaci reakci.
Vétsinou je jeji spousté¢ kolagen nebo trombin a jeji pribéh je ovlivnén
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koncentraci pfitomného ADP uvolfiovaného =z denznich granul. Zmény
v membrané desticek umoznuji vazbu vWF a fibrinogenu. Fibrinogen ma dvé
vazebni mista pro trombocytové receptory a mulZe na tato mista navazat
receptory jinych trombocytti, a tak vytvofit spojovaci most mezi jiz aktivovanymi
trombocyty. Takto agregace pokracuje az do momentu, kdy utvofeny trombus
uzavie poskozenou cévni sténu. Pfi agregaci ma dulezitou tlohu tromboxan A,
ktery se vyznacuje proagregacnimi ucinky hlavné tim, Ze stimuluje uvolnéni
dalSich latek, Ca** a ADP, a napomaha aktivaci neaktivnich desti¢ek. Mezery mezi
agregovanymi destickami jsou zaplnény fibrinovymi vldkny. Po nékolika
minutdch od pocatku procesu zacina tzv. retrakce koagula, kdy je vytlacena
nadbytecnd tekutina, tzv. séro, a trombus se tim zmensi a zpévni. Cely proces
probiha v fadu minut a vysledkem je primdrni cévni zatka. Ta ucpava hlavné

poskozené kapildry a malé Zily. [1,5]

Sekundarni hemostdza se nazyva hemokoagulace, coz je soubor
enzymovych reakci, jejichz vysledkem je nerozpustny gel vytvoreny z krve. Tato
reakce probiha pouze v misté poranéni a dochazi tak k uzavfeni cévni stény a
tim je zabranéno dalsim ztratdm krve. Tohoto procesu se ticastni velké mnoZstvi

koagula¢nich faktort. [1,5]

V druhé poloviné minulého stoleti byla hemokoagulace popsana jako
soubor reakci, kdy jsou jednotlivé faktory aktivovany v presné daném poradi,
¢imz vytvareji tzv. koagulacni kaskddu, jejimz vysledkem je fibrinova sit. V
pavodnim modelu koagulace byly popsany tfi faze, tj. tvorba aktivatoru
protrombinu, pfeména protrombinu na trombin a transformace fibrinogenu na

fibrin. [1,5]

Aktivator protrombinu se sklada z aktivovanych FX, FV, Ca?* a fosfolipidu

uloZenych v membrané trombocyti. Tento aktivator muze byt vytvofen ve

21



vnéjsSim nebo vnitfnim systému. Vnéjsi systém je spustén v pripadé velmi
rozsadhlého poskozeni cévni stény, kdy krev opousti krevni fecisté a dostava se
do kontaktu s burikami uloZzenymi pod endotelem. Ty maji na svém povrchu
uloZeny tkanovy faktor, na ktery je navdzan faktor VII a za pfitomnosti Ca* je
aktivovan FX. Reakce trva priblizné 15-20 sekund. Vnitini systém vzniku
aktivatoru je uplatiiovan pfi mensim poskozeni cévni stény, kdy se krev dostava
do kontaktu pouze s burikami uloZzenymi pod endotelem, ale nepfichdzi do
kontaktu s burtkami nesouci tkanovy faktor. Reakce zacinaji aktivaci faktort XII
pfi kontaktu krve s kolagenem. Na tomto procesu se dale podili faktory XI a IX,
které vytvari komplex s faktorem VIII a s fosfolipidy. Za pomoci Ca*je aktivovan
faktor X. Reakce u vnitfniho systému trva 1-3 minuty, je oproti zevni reakci
znacné prodlouZena. Vytvoreni samotného aktivatoru je stejné pro vnitini a
zevni systém. Aktivovany FX spole¢né s fosfolipidy a Ca* tvoii komplex
protrombindzu, kterd Stépi protrombin a ten se ndsledné méni na trombin.
Trombin je enzym s proteolytickou aktivitou a je schopny urychlit nékteré reakce
pfi hemokoagulaci. Aktivuje fibrinogen a faktory XI, Va VIII, napomaha k
aktivaci desticek a stabilizuje a podporuje fibrinova vldkna, chrani celou
fibrinovou sit. Z fibrinogenu se pri ptsobeni trombinu odstépuji peptidové
fetézce a vytvarfi fibrinovy monomer, ktery se méni ve fibrinova vladkna. Ta jsou
nestabilni, ale vytvofi se mezi nimi kovalentni vazby, jejichz vysledkem je

stabilizace fibrinové sité. [1,5]

Toto schéma pomeérné presné popisuje srazeni in vitro. Vzhledem k tomu,
Ze se srazeni ucastni i latky, které se nachdazeji na povrchu bunék nebo latky
témito burnkami uvolfiované, byl vytvofen novy model koagulace. Jeho
sestaveny bylo podniceno klinickymi obrazy u nékterych pacientti, které
nekorespondovaly se schématem starého koagula¢niho modelu. Toto nové
schéma zahrnuje i ¢innost dalSich bun€k, jelikoZ pro zdarny priibéh koagulace

nesta¢i pouze vznik dostatecného mnozstvi aktivovanych srazZecich faktort.
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Dulezité je, aby byly tyto faktory pritomné v poranéném misté, kde se ma
vytvorit koagulum. Pokud by tento proces probihal pouze v krvi, nastalo by
riziko odplaveni aktivovanych faktori dale do krve ¢i ven z organismu, coz by
vyustilo k omezeni schopnosti organismu vytvofit koagulum. Koagulace se
uskutecni, pokud v misté cévniho defektu dojde k reakci tkanového faktoru,

trombocytt a plazmatickych faktort. [1,5]

Tento novy model tedy vychazi z ptivodniho a obsahuje tfi faze, iniciace,

amplifikace a propagace.

Iniciace je spusténa kontaktem tkanového faktoru a plazmy. V krvi je
pritomny aktivni FVII, ktery pfi kontaktu s burikami obsahujicimi tkanovy faktor
vytvori tkanovy komplex. Ten aktivuje FIX a FX, ktery se spojuje s aktivnim FV.
Spolu s tkdniovym faktorem vytvofi na povrchu bunék protrombindzu, ktera
chrani aktivovany FX pred vlivem inhibitor(i obsaZenych v plazmé. V momentg,
kdy se aktivovany FX z buniky uvolni, stane se neaktivnim, a tak je zajistén
pritbéh koagulace pouze v misté poskozeni. Béhem této faze je vyprodukovano
velmi malé mnozstvi trombinu, které neni dostatecné k vytvofeni pevné

srazeniny. [1,5]

Amplifikace je hlavni proces koagulace. Trombin vytvofeny pfi iniciaci
zvySuje prokoagulac¢ni aktivitu trombocytti pomoci aktivace FV, FVIII a FXI na
jejich povrchu. Faktor XI zahajuje vnitfni cestu koagulace. Takto vytvorena
protrombindza na povrchu bunék aktivuje FX nékolikandsobnou rychlosti nez
pri zevni cesté (komplex tkaniového faktoru a aktivovaného FVII). Pfi amplifikaci
je pomoci aktivace jednotlivych koagula¢nich faktorti dosazeno tzv. zevni i
vnitini cesty koagulace. Tim je naplnén zakladnich princip krevniho srazeni, kdy
je 1 pfi minimalnim podnétu vytvofeno dostatecné mnozstvi fibrinu pro vznik

v/

nepropustného koagula. Protrombinaza vytvofena vnéjsi i vnitfni cestou ma za
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nasledek dvé faze tvorby trombinu. Vnéjsi cesta vytvari pocate¢ni malé mnozstvi
trombinu, ktery se hromadi a pfi dostatecném mnozstvi se aktivuje vnitini cesta.

[1,5]

Propagace probihd hlavné na povrchu aktivovanych trombocyta.
Aktivovany FIX, ktery vznikl béhem iniciace se navaZe na aktivovany FVII
a vytvori komplex na povrchu trombocytt a aktivovany FX nesouci tkanovy
faktor. Po uvolnéni z téchto bunék podléha degradaci, a proto neni mozné
jej vyuzit pro reakce na trombocytech. Aktivovani FX vytvari komplex
s aktivovanym FV, a timto spojenim vznikd dostatecné mnozstvi trombinu pro

tvorbu fibrinové sité. [1,5]

Posledni fazi hemostazy je fibrinolyza, proces, ktery vede k rozpusténi jiz
vzniklych trombti. Cely fibrinolyticky systém zajistuje priichodnost cév tim, Ze
eliminuje drobné srazeniny. Tato faze je stejné dtlezita jako hemokoagulace,
protoZe drobny trombus miize pfi cirkulaci v krevnim obé&hu zptsobit velice
zavazné zdravotni potiZze. V procesu fibrinolyzy je velmi podstatny enzym
plazmin, ktery vznikd z bilkoviny plazminogenu navdzaného na fibrinova
vldkna. Jeho pfemény na plazmin se castni mnozstvi rtiznych latek, napt. tPA
z bunék posSkozenych tkani, urokindza a aktivatory plazminogenu, mezi které
patfi tieba kalikrein. Vznikly plazmin $tépi fibrin, fibrinogen, protrombin a dalsi
latky. Tim zajiStuje odstranéni prebytecnych sraZenin a udrZuje mezi
prokoagulancii a antikoagulancii vzdjemnou rovnovahu. Fibrinolyza hraje
vyznamnou roli i pfi hojeni ran. Fibrin, obsazeny v krevni sraZening, podporuje
tvorbu granulaéni tkané, ktera je sloZena zejména z kapilar, fibrinu a fibroblastt,
jejichz pocet se postupné zvysSuje a dochazi k vytvofeni jizvy, ktera je
zodpovédnd za definitivni uzavfeni otvoru v poskozenych cévach. Tento

komplex se nazyva organizace sraZeniny. [1,5]
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Oprava poskozené tkané je spusténa v momenté poranéni. V pritbéhu
procesu dochazi k pohybu a vzniku novych bun€k v krevnim fecisti, vzniku
extracelularnich matrix a k dozrani vytvofené tkané, na jejichZ regulaci se podili
fada latek, kdy nékteré z nich se nachdzi v krvi a nékteré se uvoliuji z desticek.
V poskozené tkani se viadu hodin nahromadi imunitni burnky, nejdfive
neutrofily, nasleduji monocyty a lymfocyty. Jejich funkci je eliminovat pfipadné
patogeny, fagocytovat cizi a posSkozené burky a podporovat proces hojeni.

Znicena tkan je nahrazovana novou, ktera se mtize lisit svymi vlastnostmi. [1,5]

Vysetfovaci metody jsou zaméfeny na konkrétni faze hemostazy.
Vysetfeni hemokoagulace se provadi pred invazivnimi zakroky, pfi podezfeni
na krvacivé stavy, pfi sledovani antikoagulacni 1é¢by ¢i pfi hodnoceni jaterni

proteosyntézy jako pomocny ukazatel. [1,5]

3.3 Faktory ovliviujici vysledek vySetfeni

Laboratorni vysetfeni je soubor tikont, jejichZ cilem je stanoveni hodnoty
nebo charakteristik vlastnosti. Procesy, soubory vzdjemné souvisejicich nebo
pusobicich ¢innosti predchazejici samotnému laboratornimu vysetfeni, mohou
vyrazné ovlivnit spravnost vysledku analyzy. Tim se rozumi fada rfiznych
¢innosti v preanalytické fazi, jako je napfiklad patfi¢nd pfiprava pacienta ¢i jeho
léc¢ba, vhodné zachdzeni se vzorkem a jiné. Tyto faktory lze rozdélit na nékolik
skupin dle stadia vySetfeni. V této casti prace se budu zaméfovat na postupy a
pravidla, které se tykaji Nemocnice Rudolfa a Stefanie v BeneSové, kde jsem
praktickou ¢ast provadéla a byla jsem sezndmena s provozem a praktikami
mistni laboratofe, i kdyZz vétSina znich je pfedem dana a plati vSeobecné.

[5,8,9,10]
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3.3.1 Preanalyticka faze

Preanalytické faktory jsou faktory ovliviujici vysledek jiz v pocatecnich
tazich vysetteni. Patfi sem odbér, prevoz, prijem a zpracovani vzorku. Jakékoli
odchylky pfi tkonech mohou vést jiz v této etapé analyzy k nespravnym ¢i

zkreslenym vysledkiim. [5,8,9,10]

e Odbér vzorku

Zakladem pro dosazeni presnych vysledkt je fadny odbér krve. Krev by
méla byt odebirdana na laéno nebo po malé snidani bez lipidt. Zkumavky uréené
pro odbér jsou riiznych druhd, silikonované sklenéné nebo umeélohmotné,
odliSené barevnymi vicky pro svoji prehlednost, ¢imZ se vyrazné snizuje mozna
chybovost odbérovych sester. Pro koagulacni vysetfeni je urcena zkumavka

s protisrazlivym faktorem. [5,8,9,10]

U hemokoagulac¢nich vysetfeni je nutné dbat na co nejSetrn€jsi odbér, kdy
cely proces ma nékolik zasad, které je nutné pro spravnost vysledku dodrZovat.
Jde pfedevsim o kratké zaskrceni Zily po dobu maximalné jedné minuty, aby
doslo k zamezeni uvolnéni aktivacnich latek v krvi. Rychly, pokud mozno Setrny
vpich. V opa¢ném pfipadé by mohlo dojit k uvolfiovani trombinu a aktivaci
koagulac¢nich faktorti. Tvorbé bublin a pény zamezit opatrnym nasatim krve.
Ihned po odbéru promichat krev pfevracenim zkumavky, nikdy nesmi dochazet
k protfepani. Odbér nemtZe probihat za pouziti vendznich katetrti, kdy i pres
odpusténi nékolika mililitri krve neziskdme spravny vysledek, nebot krev muze
obsahovat heparin z pouzivanych zatek. Neni vhodné pouzit prvni 2 ml ani
v ptipadé klasického odbéru vendzni krve z dtivodu uvolnéného tkanového
faktoru. K vétsiné vysetfeni se vyuziva nesrdzliva krev. Pro dosaZeni fadného

vysledku je zasadni pfesné dodrZeni objemu krve a citrdtu sodného pfi poméru
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devét dilt krve ajeden dil citratu s koncentraci 0,109 M, kdy na pravé tento faktor
ovliviiujici vysledek testu se ve své praktické c¢dsti zaméfim. Mnozstvi citratu
sodného by mélo byt v pripadé velmi vysokého hematokritu nebo naopak velmi

nizkého hematokritu regulovano. [5,8,9,10]

Nemocnice se snazi vyuZzivat co nejbezpecnéjsi a nejefektivnéjsi odbérové
systémy, které se lisi tim, Ze pouzivaji zkumavky s jiz vytvofenym vakuem nebo
se vakuum pomoci pistu tésné pred odebranim vytvori. Za priklad mohu uvést
BD Vacutainer, se kterym jsem se setkala pri své odborné praxi. Systém je tvoren
specialni dvoustrannou jehlou, vakuovou zkumavkou a drzakem. Pro odbér se
pacientovi nejprve zaskrti paze a vydezinfikuje misto vpichu. Odstrani se dolni
kryt jehly a zasroubuje se do zavitu drzdku. Druhym koncem jehly se napichne
pacientova Zzila. Poté se zkumavka zatlaci do drzdku jehly a vakuova zkumavka
se naplni sprdvnym mnoZstvim krve. Vyuziti tohoto systému odbéru krve ma
nékolik vyhod. Pracovnik nepfichdzi do pfimého styku s krvi, nedochdzi

ke kontaminaci vzorku, odbér je presnéjsi a bezpecnéjsi. [5,8,9,10]

e Transport, pfijem a zpracovani vzorku

Ve

Testovani vzorku krve je nejspolehlivéjsi, je-li vySetfeni provedeno
v nejkratsi mozné dobé po odbéru. U vétsiny koagulacnich testli je nutné
provedeni do 2, nékdy do 4 hodin od odbéru. Transport biologického materidlu
se provadi v uzavienych zkumavkdch v termoboxech nebo je zajistén viiz
s boxem s MIN-MAX teplomérem. Vzorky urcené na koagulacni vysSetfeni se
transportuji pfi pokojové teploté. Vzdy je nutné dbat na prevozni teplotu pro
konkrétni vzorky (napf. plnd krev nemuze byt prepravovana s vysoce
zamraZzenou plazmou vjednom boxu). Krev nemtize byt nikdy vystavena
pfimému slunec¢nimu zafeni. Pro pfevoz jsou napldnované trasy tak, aby byly

dodrzeny dojezdové casy. [5,8,9,10]
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Pfi pfijmu vzorku do laboratofe je pracovnik povinen vzorek zkontrolovat.
Materidl 1ze nebo se doporucuje odmitnout v pfipadech, kdy je nedostate¢né
identifikovana zkumavka (musi byt oznacena jménem a rodnym cislem
pacienta), doslo-li ke znecisténi odbérové nadoby, zddanka neobsahuje povinné
udaje, pfi pozadavku na koagulacni vySetfeni zjevné nebyl dodrZen potfebny
objem krve, bylo pouzito jiné aditivum nebo krev ve zkumavce nebyla fadné
promichdna a doslo k vytvoreni sraZeniny. Zadanka nebo jeji elektronicky
ekvivalent, ktera je nedilnou soucasti kazdého vzorku, musi vZdy obsahovat
povinné tudaje a mutze byt doplnéna o tidaje nepovinné neboli fakultativni.
Povinnymi udaji se rozumi: jméno a prfijmeni pacienta, rodné cislo, kod
pojistovny, diagndza pacienta, datum a c¢as odbéru, identifikace objednavatele
(podpis a razitko, kde je uvedeno jméno lékare, tstav, oddéleni, ICP, odbornost),
urgentnost doddni (jedna-li se o statim nebo rutinu), antikoagulacni lécba a
pozadovana vySetieni. Fakultativni tdaje v pfipadé potieby dopliuji klinické
informace o pacientovi, specifikuji podminky, za jakych byl odbér realizovan,
napf. s manzetou nebo bez manzety, v leZe nebo v sedé, déle napt. datum a cas

transportu. [5,8,9,10]

Prijetim materidlu spolecné se Zadankou se laboratof zavazuje provést
vySetfeni. Laboratorni pracovnik zhodnoti jeho prioritu (statim). Zaeviduje
pozadavek na vySetfeni do laboratorniho informacniho systému (LIS). LIS
nasledné pfidéli vzorku unikatni identifikacni ¢islo, kterym musi byt opatfena
rovnéz zadanka. Celkové je automaticky vytisténo takové mnozstvi stitki, které
odpovida metodam, jez jsou k pozadovanym vySetfenim nezbytné. Stitky maji
kromé cisla i ¢arovy kdd, ktery obsahuje informace potfebné pro dalsi analyzu.

5,8,9,10]

Pfi koagulaénim vySetfeni je nejcastéji vyuzivanym materidlem krevni

plazma, pouze knéjakym testim se pouziva plna krev. Plazma se ziskava
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diferencidlni centrifugaci, kdy dojde k oddéleni krevnich elementti. Delsi dobou
centrifugace a zvySenim poctu otacek ziskdme plazmu chudou na trombocyty
(PRP), a naopak pfi kratsi dobé a pfi sniZeni poctu otacek ziskdme plazmu
bohatou na krevni desticky (PPP). U nékterych specidlnich vysetfeni je nutna
priprava bezdestickové plazmy, cehoZ docilime dvojndsobnou centrifugaci a

naslednou aliquotaci do zkumavky. [5,8,9,10]

Pfi koagulaénim vysetfeni se plazma zpracovava do 2 hodin od pfijmu
vzorku, skladuje se pfi teploté 18-22 °C. V ptipadé specidlnich vySetfeni, jejichz
mnozstvi se provadi v fddu jednotek, se plazma zamrazi pro pozdéjsi analyzu a
skladuje se pfi teploté -20 aZ — 70 °C. Pfed samotnym vySetfenim je vSak nutné
plazmu rozmrazit pfi 37 °C a nechat minimalné 15 minut odleZet pfi laboratorni

teploté. [5,8,9,10]

3.3.2 Analyticka faze

Kazda laboratof je povinna dodrzovat zasady vySetfeni, proto musi byt
vypracovany standardni operacni postupy jako soucdst fizené laboratorni
dokumentace. Obsahuje pfesny popis pracovnich postupti, pripravy
diagnostickych setli a reagencii, nastaveni a kalibraci pfistrojii, druh

pouzivaného materidlu, pfipravy pipet a provadéni kontrol. [8,9,10,11]

o Piistroje

U laboratornich pfistroji je nutné fidit se ndvodem od vyrobce, ¢imz
zabezpecime jejich spravnou funkci. Ke kazdému pfistroji jsou vypracovany
technické SOP, kde jsou uvedeny pokyny pro praci a jeho tdrzbu. Informace o
provozu musi byt zaznamendvany do provozniho deniku. Ro¢né jsou provadény

servisni prohlidky, jejichz vysledky a spravnou funkci doklddaji validaéni
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protokoly. Kontrola je u pfistrojii provadéna firmou, ktera je zaroven i
dodavatelem zafizeni. Od stejného dodavatele jsou rovnéz pofizovany
diagnostickeé sety, které jsou pro pristroj doporucené a tim je zajisténa zaruka, Ze

s nim koresponduij. [8,9,10,11]

e Kalibrace

Kalibrace jsou ¢innosti urcujici za specifickych podminek vztah mezi
hodnotami velicin a odpovidajicimi hodnotami provadénymi standardy méfeni.
Hodnoty veli¢in jsou urceny méficim pristrojem a vyjadfeny grafem,
tzv. kalibra¢ni kfivkou. Jedna se tedy o kontrolu nastaveni pfistroje na uréenou
hodnotu. Kalibrace vSech pristrojii a vSech provedenych metod je nezbytnym

predpokladem k dosazeni presnych vysledkd. [8,9,10,11]

K vysetfeni hemokoagulace se vyuziva jako kalibracni materidl komercéni
plazma s pfesnymi hodnotami analyzovanych parametr(i, coz se provadi
vysetfenim fedéné referencni plazmy, zanesenim naméfenych hodnot do grafu
a naslednym sestrojenim kalibracni kfivky. Kfivka musi pokryt i rozsah hodnot
patologickych. Kalibrace se vykondva pfi vyméné reagencie, pri zméné Sarze

nebo v pfipadé, Ze atestovana kontrola spadd mimo uvadény rozsah. [8,9,10,11]

Pro kazdou metodu, pokud vyzaduje kalibraci, je urceny kalibrator. Ten
muiZze byt soucasti daného kitu nebo je vyuZivana lidska plazma. Pfistroj sam
zvoli fedéni na vyZadovanou koncentraci nebo je pouZity jiz fedény materidl,

podle vybrané metody. [8,9,10,11]
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e LIS - Laboratorni informacni systém

Laboratofe vyuzivaji laboratorni informacni systém — LIS. Jednd se o
software, do kterého se zaznamenavaji veskera data tykajici se vzorkt uréenych

k analyze a zajiStuje se tim jejich komplexni zpracovani. [8,9,10,11]

Materidly, které jsou do laboratofe prijaty, obdrzi po zaneseni do LIS
unikatni identifikac¢ni ¢islo. Kod provazi vzorek od pfijmu pozadavku pres jeho
zpracovani a kontrolu, vytisténi vysledkti az po vyuctovani vykonu. V ramci
nemocnice je vysledek prenesen do nemocnicniho informacni systému — NIS.

Vysledky v elektronické podobé se ukladaji a pravidelné jsou zalohovany.

[8,9,10,11]

LIS je propojen s analyzatory on-line a tim umozniuje snadny pfistup
k ulozenym datiim. Uplatiiuje se pro vyuctovani provedenych testti zdravotnim
pojistovnam, pfi vedeni skladového hospodafstvi laboratofe nebo vytvareni

statistik, jeZ jsou zdkladem pro dalsi rozvoj laboratore.

¢ Kontrola kvality

Pojmem kvalita se rozumi stupenn plnéni pozadavki souborem
inherentnich (v nécem existujicich) trvalych charakteristik. Pojem indikator
kvality vyjadfuje miru stupné plnéni pozadavkii souborem inherentnich

charakteristik. Indikator kvality miize méfit jakost vSech pracovnich procesti.

[10,11]

Interni kontrola kvality je soubor operativnich cinnosti provadénych
v misté vykondvanych sluZeb zajiStujici spInéni ndrokt na jejich troven. Vnitini
kontrolou jsou ziskany priibéZzné informace o dané metodé. Zaméfuje se

pfedevSim na spravnost, reprodukovatelnost a opakovatelnost. K uréeni
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spravnosti se vyuZziva tzv. firemni vzorek s normalni hodnotou a ke kontrolni
analyze se vyuzivaji atestované ¢i neatestované kontrolni vzorky, ty by mély byt

zafazeny jako normalni denni vzorky, aby mohly pfipadné odhalit problémy.

[8,9,10,11]

Externi kontrola je vyhodnoceni vysled méfeni nebo pozorovani
provadénych analyz v urcité laboratofi pomoci komparace s vysledky
shromazdénymi v jinych laboratofich spouZitim totoZnych materidlti

poskytnutych externi organizaci. [8,9,10,11]

3.3.3 Postanalyticka faze

Postanalytickd faze zahrnuje vzdjemnou komunikaci mezi Zadatelem a

laboratori, spravnou interpretaci laboratornich vysledkt podloZenou dtikazy.

e Vysledek testu

Vysledky se odesilaji elektronickou a pisemnou formou. V naléhavych
situacich je mozné sdéleni i telefonicky. Jednd se o pfipady tzv. neocekavané
hodnoty, kdy se ziskané vysledky od pfedchozich vyrazné lisi ¢i se vyrazné
odlisuji od hodnoty fyziologické nebo tzv. kritické hodnoty, kdy vysledek
naznacuje, Ze by mohlo dojit k ohroZeni zdkladnich Zivotnich funkci a je tfeba
okamzity lékafsky zasah. Vysledky jsou zaznamenany v LIS, kde je moZné
dohledat pfedmét a cas hlaseni, identifikovat osobu, ktera sdéleni podala a téz

kdo na oddéleni informaci pfijal. [8,9,10]
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Vysledky testti se vyjadfuji v riznych jednotkach:

e naméfeny Cas vyjadfeny v sekundach

e pomér c¢asu u pacienta a kontrolniho vzorku (R = ratio)
e v procentech béZzné koagulacni aktivity

e jako mezinarodni normalizovany pomér (INR)

e koncentrace v plazmé (napf. v g/l)

e uvedend aktivita v mezindrodnich jednotkach (IU/ml). [8,9,10]
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4 METODIKA

4.1 Pristroje vyuzivané pri koagulacnich vysSetfenich

o Centrifuga Heraeus MEGAFUGE 16
Vyrobce: Thermo Fisher Scientific, USA

Dodavatel: Trigon Plus, s.r.o.

Unikatni multifunkéni centrifuga pro vsechny typy aplikaci s chlazenym
nebo nechlazenym provedenim. Odstredivka se pouziva k oddéleni krevnich
elementl a plazmy. Jako vSechny pfistroje se provadi kazdorocné kontrola

servisnim technikem.

e Automaticky koagulometr Sysmex® CA-2500
Dodavatel: Siemens Healtcare Diagnostics, s.r.0.

Vyrobce: Sysmex Corporation, Japonsko

Koagulometr je automaticky analyzator pro koagula¢ni, chromogenni a
imunologické in vitro testy, jeZ jsou ndpomocny v diagnostice koagulac¢nich
abnormalit. Pfistroj komunikuje on-line s LIS a stejné jako vSechna laboratorni

vybaveni je jednou rocné zkontrolovan. [12]

//////

systému, casti pro vlozeni vzorkd, reagencii, kontrol, kalibratorti, diluentt a

pufra. Na pfistroj je jako externi zafizeni pfipojena tiskdrna. [12]

Centralni fidici jednotka je soucasti pristroje a je tvofena pocitacem a barevnym

displejem (touchscreen), ktery mutiZzeme vyuzivat jako ovlddaci prvek. [16]
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Pipetovaci systém je tvofen dvéma samostatnymi rameny, které
se pohybuji po ose XYZ. Samotny proces pipetovani postupuje podle zvoleného
testprotokolu. Davkovani zajiStuji syringe s keramickym pistem a o objemu
2000 pl. Pipetované mnoZstvi je vrozmezi 4-200 ul. Jehly jsou C¢iStény
proplachnutim uvnitf i na povrchu v promyvacich stanicich. U kazdého pipetoru
je umistén detektor hladiny vzorkt a reagencii, ktery je vyhfivany pro spravnou

inkubadi. [12]

Do pfistroje je mozné vlozit az 50 vzorkt najednou. To umoziiuje 5 stojanti
po 10 vzorcich. Stojany se dostanou do pipetovaci pozice. Po ukonceni procesu je
mozné stojan osadit novymi vzorky a znovu zapojit. Timto postupem zajistime
nepretrzité testovani bez pferusSeni prace pristroje. Zadavani vzorku je mozné
dvéma zptsoby. Vzorky s ¢arovym koédem vkladdme do otvorti tak, aby byl
¢arovy kod umistén smérem k integrované ctecce a stojany se umisti v pravé
¢asti. Stiskneme klavesu START a pfistroj identifikuje pozici vzorkii a nacte
Ciselné oznaceni vzorku a jeho pozadavek na vySetfeni z LIS. Vzorky bez
¢arového kodu se umisti do otvoru stojanu, stiskne se klavesa ORDER ENTRY a
zada se manualné ¢islo vzorku a pozadavek na vySetteni. Toto se opakuje u vSech

testovanych vzorki a tikon se spusti opét klavesou START. [12]

Reagencie se vkladaji do stojant oznacenych pismenem A, nasledné do
pohyblivého kruhu koagulometru. Do kruhu jsou umistény rovnéz vzorky denni
kontroly a kalibratory s oznacenim stojanti pismenem C. DalSimi dtleZitymi
roztoky potiebnymi k testovani jsou diluenty a pufry SB. Ty maji své pevné misto
vpfedu pristroje. Kazda lahvicka ma sviij kod obsahujici SarZi, ktery si pfistroj
sam nacte. Monitoruje si objem a upozorni, pokud je néktery z roztokii tfeba

doplnit. Obé komory jsou chlazeny.[12]
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Opticky systém neboli zdroj svétla je vyfeSen pomoci LED diody pro
koagulacni méfici kandly a halogenovou lampou s filtry pro chromogenni a

imunologické kanaly. [12]

4.2 Metody

Koagulaéni testy stanovuiji cas, ktery je potfeba k vytvofeni fibrinového
vladkna, coZ je doba od pfidani reagencie do citratové plazmy az do vzniku
vladkna. Pro vySetfeni hemostdzy se vyuzivaji testy globdlni, to jsou orientaéni
testy popisujici cely srazeci systém. Testy skupinové, jez se zaméfuji na urcitou
¢ast koagulacniho déje a testy specifické, které stanovuji jednotlivé slozky celého
koagulacniho systému, koagulacnich faktord, primdrni hemostazy a fibrinolyzy.

[5,8,13]

Pro svou praci jsem si zvolila dva skupinové testy, které se v laboratotich
béZné provadi, aktivovany parcialni tromboplastinovy test a protrombinovy test.

5,8,13]

4.2.1 Aktivovany parcialni tromboplastinovy test (aPTT)

APTT je zdkladni skupinovy koagulacni test, ktery monitoruje vnitini
koagulacni systém a vnitfni cestu aktivace pfemény protrombinu na trombin.
APTT je zavisly predevSim na d¢initelich v pocateéni fazi koagulace — hlavné
faktory VIII, IX, XI, XII, prakalikrein a HMWK. Pokud je soucasné prodlouzeny
i PT, zkoumaji se i faktory X, V, II a fibrinogen. [5,8,13]

V soucasné dobé se uziva aPTT jako standardni test pfi pfedopera¢nim
vysetfenim, pfi kontrole 1é¢by warfarinem nebo mtize byt vyuZity k orienta¢ni

kontrole uéinnosti pfimého inhibitoru trombinu. APPT je ve vétSiné piipadu
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uprednostnén pred testem TT. Testuje se citratova plazma zbavena krevnich

desticek, ke které je pfidan parcidlni tromboplastin. [5,8,13]

K provedeni testu aPTT je nutnd pfitomnost nékolika reagencii, pro
urychleni reakce mohou byt pfidavany aktivatory (kaolin, kiemicitany).

Reagencie musi byt citlivé k defektnim faktortim, k warfarinu a k LA. [5,8,13]

Hlavni pouzivand reagencie je Dade®Actin® FS od firmy Siemens
Healthcare Diagnostic. Dade®Actin® FS jsou vlastné Cdcisténé fosfolipidy
ze sojovych bobu v 1,0 x 10 M kyseliny elagové. Jsou pufrované, stabilizované,
konzervované v kapalném skupenstvi. V. doddvaném baleni je 10 x 10 ml roztoku.
Neoteviena reagencie je pfi spravném skladovani (2 az 8 °C) stabilni az do data
spotfeby uvedeném na etiketé, po otevieni pfi +2 az 8 °C 7 dni. V pfistroji je
stabilni 48 hodin pfi teploté 15-25 °C. Tato reagencie se nesmi mrazit. Dalsi roztok

pottebny k testu je CaClz o koncentraci 0,025 mol/l. [14]

Vysledky méfeni se vyjadiuji v sekundach, kdy se za normalni hodnotu
uvadi 25 — 40 s nebo jako pomér castt aPTT-R, coZ je ¢as testované plazmy/cas

normalu. Normalni hodnota aPTT-R se uvadi 0,8 —1,2. [5,8,13]

Prodlouzeni ¢asti oproti normalnim hodnotdm se projevuji pfi poruchach
faktorti vnitfniho systému (I, 11, V, VIIL, IX, X, XI, XII) ziskanych i vrozenych, a to
napiiklad u hemofilii, masivnich transfazich, pfi podavani warfarinu a
hyperfibrinolyzy. Vykyvy hodnot se fyziologicky mohou objevit u novorozenct.

svVv/

komplikacich jako je napf. plicni embolie ¢i infarkt myokardu. [5,8,13]
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4.2.2 Protrombinovy test (PT)

Protrombinovy test je zdkladni skupinovy test zevniho systému
koagulace, zevni cesty aktivace pfemény protrombinového komplexu (hlavné

faktory II, V, VII, X) a pfemény fibrinogenu na fibrin. [5,8,13]

Standardné se provadi pti pfedoperacnim vySetfenim a pfi kontrole 1é¢by
kumariny. PT je moZné vyuzit i k orientacni kontrole ucinnosti inhibitort

aktivovaného FX. [5,8,13]

Testuje se citratovd plazma zbavena krevnich desti¢ek s pfidanym
mnozstvim tkanového tromboplastinu (napt. fosfolipid, extrakt z mozku, plic,
placenty apod.). Méfime ¢as do vzniku fibrinového vlakna jako vysledku zevniho

systému koagulace. [5,8,13]

Pouzivand reagencie je Thromborel®S od firmy Siemens Healthcare

Diagnostics, coz je lyofilizovany tromboplastin extrahovan z placenty. [15]

Thromborel®S se musi rozpustit v pfesném mnozstvi destilované vody
(pouzivame vodu pro infuzni pouziti), které je uvedené na etiketé lahvicky
(10 ml). Nasleduje 30minutova inkubace za teploty +37 °C. Neoteviené reagencie
jsou stabilni aZ do data uvedeného na etiketé, pokud jsou skladovany pfti 2-8 °C.

V pfistroji rozpusténa reagencie vydrzi 24 hodin. [15]

Vysledky testu lze vyjadfit nékolika zplisoby, a to v sekundach
s uvedenim ¢asu denniho normalu nebo jako pomér casti PT-R, coz je pomér casu
otestované plazmy/¢as normalu. Normalni hodnoty jsou opét uvedeny v rozmezi
0,8 —1,2. Diive se vysledky udavaly i v procentech koagulac¢ni aktivity normalni
plazmy po odecteni z kalibra¢ni kfivky. V soucasné dobé se procentudlni
vyjadfeni nedoporucuje pouzivat a bylo nahrazeno standardnim INR. INR je

mezindrodni normalizovany pomér, kdy znazornuje normalni naméfeny cas u
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pacienta/primérny cas u protrombinového testu. Tento pomér je umocnén
hodnotou IS], coz je mezindrodni index a je jim vyjadfena citlivost pfidaného
tromboplastinu. UmozZnuje reprodukovatelnost vysledki a zvysuje kvalitu 1écby.

5,8,13]

ProdlouZeni ¢asti testu poukazuje na nedostatek ¢i na chybéjici faktory II,
V, VII, X a fibrinogen. Prodlouzené casy se mohou projevit i u jaternich
onemocnéni, u DIC za pfitomnosti FDP, pfi lécbé vysokymi davkami warfarinu,
pfi trombolytické 1é¢bé nebo pfi terapii trombozy. Fyziologicky se mohou
vyskytnout i u novorozencti. Test indikuje také nedostatek vitaminu K ¢i jeho
lé¢bu antagonisty. Casy nizéi oproti norméalnim hodnotdm naméfime napt. u
hyperkoagula¢nich stavli (trombodza, infarkt myokardu) a gravidnich Zen.

[5,8,13]

4.3 Sbér dat

Pro splnéni cila prace, vycislit odchylku naméfenych ¢asti u aPTT a PT pfi
nedodrZeni sprdvného poméru krve a citratu sodného (9:1), bylo nezbytné

pfipravit vzorky s chybnym pomeérem krve a citratu sodného (711, 5:1, 3:1)

Pro ptipravu jsem nejdfive musela vypocitat objem citratu sodného, ktery
se pridaval do 3 ml krve uréené pro testovani. Hodnoty jsou rozdilné pro vSechny
poméry. Pro pomér 7:1 jsem pfidala 0,428 ml citrdtu sodného, pro 5:1 se jednad o
0,6 ml citrdtu a pro 3:1 je to 1 ml. Citrat jsem si ve spravné koncentraci nechala

namichat v 1ékarné.

Pfipravené zkumavky jsem ocislovala. Kazd4 testovand osoba v dany den
méla ptidéleno svoje Cislo, kterym byly oznaceny vsechny étyfi vzorky, liSici se
prislusnym pomérem fedéni. Druhym krokem byla pfiprava citratu sodného do

kadinky a tfi pipet s nastavenym vycislenym objemem roztoku.
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Krev uréenou pro testovani mi prfi standardnich odbérech poskytli
bezptispévkovi darci krve. Od vSech jsem ziskala alespon tistni souhlas, Ze mohu
jejich hodnoty ve své praci anonymné pouzit. Odbér byl proveden systémem
BD Vacutainer, kdy kazdému z nich byla nejprve odebrana zkumavka krve na
provedeni vySetfeni krevniho obrazu, tim jsme odstranili prvni 2 ml krve, které
neni vhodné vyuzit pro koagulaéni testy. Odbérova sestra nasadila do drzaku
jehly zkumavku s protisrazlivym d¢inidlem pro pfipravu spravného poméru
fedéni. Nasledné odebrala dalsi tfi zkumavky se 3 ml krve, které jsem po
odebrani vzorku oteviela a pipetami s pfipravenym objemem jsem pridala citrat
sodny, zavfela vickem a promichala. U vSech vzorki jsem pouZila stejny postup

s tim, Ze byly dodrzeny veskeré zasady spravného odbéru.

Vzorky ve zkumavkach se spravnym i nespravnym pomeérem jsem
nechala 15 minut v klidu odleZet a nasledné jsem vzorky vlozila na 15 minut pfi
3000 otackach do odstfedivky Heraeus MEGAFUGE 16. Poté byly pfipraveny
k analyze. [16]

Kazdému vzorku bylo pfifazeno laboratorni d&islo. Pfi zaddvani
pozadavkil se podle druhu testil pouzivaji Ciselné fady. Pro mé méfeni jsem
zvolila takovou, kterou v laboratofi vyuzivaji pro kontrolni méfeni. Konkrétné
se jedna o ciselnou fadu 501 a vySe, aby nezasahovala do denniho testovani

pacientt.
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Cislo vzorku Cisla v analyzatoru
Vzorek 1 50X (pt. 501, 502, ...)
Vzorek 2 51X (pt. 511, 512, ...)
Vzorek 3 52X

X jsem nahrazovala ¢islem urcujici fedéni vzorku

Redéni 9:1,X=1 | 721, X=2 | 5:1,X=3 | 3:1,X=4

Oznaceni vzorku | 501, 511, ... | 502, 512, ... | 503, 513, ... | 504, 514, ...
pro méfeni 641 642 643 644

e Prace na koagulometru Sysmex CA - 2500

Na hematologickém oddéleni je nepretrzity provoz, tudiz se koagulometr
vypind po 24 hodinach. Pred tim je potfeba zkontrolovat mnozstvi kyvet
v zasobniku a mnozstvi destilované vody v kanystru, dilezité na promyvani
pipetovaciho systému mezi vzorky, vysypat pouzité kyvety a vylit nadobu na

odpadni tekutiny. Po opétovném spusténi do provozu se sdm promyje. [12]

Reagencie, promyvaci roztok a pufraéni roztok jsem oteviené ulozila do
drzdku a nasledné do pfistroje. Spustila jsem denni kontroly v hladiné
normalové a patologické. Po zjisténi, Ze vSechny kontroly vysly v poZadovaném
rozmezi a méfeni vyhovuji, jsem vloZila odstfedéné vzorky do stojanku a spustila
proces tlacitkem START. Naméfené hodnoty se prenesly do pocitace, ze kterého
jsem si je nasledné vytiskla. Reagencie rtiznych dodavateld maji rozdilné
tyziologické rozmezi vysledki méfeni a vzdy jsou uvedené v ptibalovém letaku.
V mém pripadé se jednd o rozmezi 22,1 — 32 su aPTT a 10,4 - 12,6 s v pfipadé
PT.[12]
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5 VYSLEDKY

Tabulka 3: Méfeni aPTT den 1. — pomér krev a citrdt sodny 9:1

Nézev vzorku | Cislo vzorku Hodnota Min Max
Vzorek 1 501 23,4 22,1 32
Vzorek 2 511 24,2 221 32
Vzorek 3 521 26,9 22,1 32
Vzorek 4 531 24,6 22,1 32
Vzorek 5 541 25,1 22,1 32
Vzorek 6 551 25,8 22,1 32
Vzorek 7 561 27,2 22,1 32
Vzorek 8 571 23,9 221 32
Vzorek 9 581 24,2 221 32
Vzorek 10 591 26,0 22,1 32
Vzorek 11 601 27,5 22,1 32
Vzorek 12 611 23,9 22,1 32
Vzorek 13 621 24,7 22,1 32
Vzorek 14 631 24,5 22,1 32
Vzorek 15 641 26,4 221 32

Meéfteni aPTT den 1. - pomér krve a citrat sodny 9:1

35
33
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501 511 521 531 541 551 561 571 581 591 601 611 621 631 641

Cislo vzorku

Obrizek 1: Méfeni aPTT den 1. - pomér krve a citrdat sodny 9:1
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Tabulka 4: Méfeni aPTT den 2. — pomeér krev a citrat sodny 9:1

Nazev vzorku Cislo vzorku Hodnota Min Max
Vzorek 1 501 24,3 221 32
Vzorek 2 511 26,4 22,1 32
Vzorek 3 521 25,1 22,1 32
Vzorek 4 531 27,9 22,1 32
Vzorek 5 541 26,5 22,1 32
Vzorek 6 551 27,2 22,1 32
Vzorek 7 561 24,5 221 32
Vzorek 8 571 26,3 221 32
Vzorek 9 581 28,0 22,1 32

Vzorek 10 591 28,9 22,1 32
Vzorek 11 601 25,0 22,1 32
Vzorek 12 611 26,7 22,1 32
Vzorek 13 621 25,9 221 32
Vzorek 14 631 27,3 221 32
Vzorek 15 641 25,9 221 32

Méfeni aPTT den 2. - pomér krve a citrat sodny 9:1
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Cislo vzorku

Obrizek 2: Méfeni aPTT den 2. - pomér krve a citrat sodny 9:1




Tabulka 5: Méfeni aPTT den 1. — pomeér krev a citrat sodny 7:1

Nazev vzorku Cislo vzorku Hodnota Min Max
Vzorek 1 502 28,6 221 32
Vzorek 2 512 30,6 22,1 32
Vzorek 3 522 32,4 22,1 32
Vzorek 4 532 33,2 22,1 32
Vzorek 5 542 30,1 22,1 32
Vzorek 6 552 33,3 22,1 32
Vzorek 7 562 32,5 221 32
Vzorek 8 572 32,7 221 32
Vzorek 9 582 29,5 22,1 32

Vzorek 10 592 29,4 22,1 32
Vzorek 11 602 28,5 22,1 32
Vzorek 12 611 30,4 22,1 32
Vzorek 13 622 32,8 221 32
Vzorek 14 632 33,6 22,1 32
Vzorek 15 642 33,9 22,1 32

Meéfteni aPTT den 1. - pomér krve a citrat sodny 7:1
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502 512 522 532 542 552 562 572 582 592 602 612 622 632 642

Cislo vzorku

Obrizek 3: Méfeni aPTT den 1. - pomér krve a citrat sodny 7:1
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Tabulka 6: Méfeni aPTT den 2. — pomeér krev a citrat sodny 7:1

Nazev vzorku Cislo vzorku Hodnota Min Max
Vzorek 1 502 33,7 221 32
Vzorek 2 512 34,5 22,1 32
Vzorek 3 522 33,2 22,1 32
Vzorek 4 532 33,8 22,1 32
Vzorek 5 542 34,0 22,1 32
Vzorek 6 552 33,6 22,1 32
Vzorek 7 562 32,8 221 32
Vzorek 8 572 33,1 221 32
Vzorek 9 582 35,2 22,1 32

Vzorek 10 592 34,2 22,1 32
Vzorek 11 602 32,5 22,1 32
Vzorek 12 612 31,9 22,1 32
Vzorek 13 622 33,2 221 32
Vzorek 14 632 33,6 22,1 32
Vzorek 15 642 34,2 221 32

Meéteni aPTT den 2. - pomér krve a citrat sodny 7:1
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Cislo vzorku

Obrizek 4: Méfeni aPTT den 2. - pomér krve a citrdt sodny 7:1




Tabulka 7: Méfeni aPTT den 1. — pomér krev a citrat sodny 5:1

Nazev vzorku Cislo vzorku Hodnota Min Max
Vzorek 1 503 34,7 221 32
Vzorek 2 513 36,7 22,1 32
Vzorek 3 523 34,9 22,1 32
Vzorek 4 533 39,8 22,1 32
Vzorek 5 543 35,9 22,1 32
Vzorek 6 553 36,6 22,1 32
Vzorek 7 563 38,8 221 32
Vzorek 8 573 40,1 221 32
Vzorek 9 583 36,2 22,1 32

Vzorek 10 593 37,6 22,1 32
Vzorek 11 603 34,5 22,1 32
Vzorek 12 613 36,9 22,1 32
Vzorek 13 623 37,6 221 32
Vzorek 14 633 37,9 221 32
Vzorek 15 643 39,5 22,1 32

Méfeni aPTT den 1. - pomér krve a citrat sodny 5:1

Cas (s)

503 513 523 533 543 553 563 573 583 593 603 613 623 633 643

Cislo vzorku

Obrizek 5: Méfeni aPTT den 1. - pomér krve a citrdt sodny 5:1




Tabulka 8: Méfeni aPTT den 2. — pomér krev a citrat sodny 5:1

Nazev vzorku Cislo vzorku Hodnota Min Max
Vzorek 1 503 38,9 221 32
Vzorek 2 513 40,5 22,1 32
Vzorek 3 523 39,4 22,1 32
Vzorek 4 533 39,7 22,1 32
Vzorek 5 543 40,0 22,1 32
Vzorek 6 553 39,6 22,1 32
Vzorek 7 563 38,8 221 32
Vzorek 8 573 40,4 221 32
Vzorek 9 583 39,3 22,1 32

Vzorek 10 593 41,3 22,1 32
Vzorek 11 603 41,9 22,1 32
Vzorek 12 613 39,8 22,1 32
Vzorek 13 623 38,5 22,1 32
Vzorek 14 633 38,7 221 32
Vzorek 15 643 414 221 32

Meéfteni aPTT den 2. - pomér krve a citrat sodny 5:1
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Cislo vzorku

Obrizek 6: Méfeni aPTT den 2. - pomér krve a citrdt sodny 5:1




Tabulka 9: Méfeni aPTT den 1. — pomér krev a citrat sodny 3:1

Nazev vzorku Cislo vzorku Hodnota Min Max
Vzorek 1 504 101,5 22,1 32
Vzorek 2 514 141,3 22,1 32
Vzorek 3 524 132,9 22,1 32
Vzorek 4 534 110,2 22,1 32
Vzorek 5 544 133,0 22,1 32
Vzorek 6 554 125,5 22,1 32
Vzorek 7 564 128,8 22,1 32
Vzorek 8 574 132,0 22,1 32
Vzorek 9 584 133,5 22,1 32
Vzorek 10 594 130,2 22,1 32
Vzorek 11 604 125,3 22,1 32
Vzorek 12 614 119,2 22,1 32
Vzorek 13 624 117,5 22,1 32
Vzorek 14 634 122,0 22,1 32
Vzorek 15 644 117,8 221 32

Meéfeni aPTT den 1. - pomér krve a citrat sodny 3:1
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504 514 524 534 544 554 564 574 584 594 604 614 624 634 644

Cas (s)

Cislo vzorku

Obrazek 7: Méfeni aPTT den 1. - pomér krve a citrat sodny 3:1




Tabulka 10: Méteni aPTT den 2. — pomér krev a citrat sodny 3:1

Nazev vzorku Cislo vzorku Hodnota Min Max
Vzorek 1 504 125,1 221 32
Vzorek 2 514 123,9 22,1 32
Vzorek 3 524 124,7 22,1 32
Vzorek 4 534 130,4 22,1 32
Vzorek 5 544 126,1 22,1 32
Vzorek 6 554 125,8 22,1 32
Vzorek 7 564 120,5 221 32
Vzorek 8 574 120,9 221 32
Vzorek 9 584 121,9 22,1 32
Vzorek 10 594 123,8 22,1 32
Vzorek 11 604 130,6 22,1 32
Vzorek 12 614 129,5 22,1 32
Vzorek 13 624 125,1 221 32
Vzorek 14 634 112,5 221 32
Vzorek 15 644 119,3 221 32

Méfeni aPTT den 2. - pomér krve a citrat sodny 3:1
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504 514 524 534 544 554 564 574 584 594 604 614 624 634 644

Cas (s)

~

Cislo vzorku

Obrazek 8: Méreni aPTT den 2. - pomér krve a citrat sodny 3:1
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Tabulka 11: Méfeni PT den 1. — pomér krev a citrat sodny 9:1

Nazev vzorku Cislo vzorku Hodnota Min Max
Vzorek 1 501 10,6 10,4 12,6
Vzorek 2 511 11,1 10,4 12,6
Vzorek 3 521 10,5 10,4 12,6
Vzorek 4 531 11,8 10,4 12,6
Vzorek 5 541 10,4 10,4 12,6
Vzorek 6 551 11,7 10,4 12,6
Vzorek 7 561 12,6 10,4 12,6
Vzorek 8 571 12,7 10,4 12,6
Vzorek 9 581 10,8 10,4 12,6
Vzorek 10 591 11,6 10,4 12,6
Vzorek 11 601 11,9 10,4 12,6
Vzorek 12 611 10,9 10,4 12,6
Vzorek 13 621 10,3 10,4 12,6
Vzorek 14 631 12,2 10,4 12,6
Vzorek 15 641 10,9 10,4 12,6

Méfeni PT den 1. - pomér krve a citrat sodny 9:1
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Cislo vzorku

Obrazek 9: Méfeni PT den 1. - pomér krve a citrat sodny 9:1




Tabulka 12: Méreni PT den 2. — pomér krev a citrdt sodny 9:1

Nazev vzorku Cislo vzorku Hodnota Min Max
Vzorek 1 501 11,1 10,4 12,6
Vzorek 2 511 11,5 10,4 12,6
Vzorek 3 521 10,9 10,4 12,6
Vzorek 4 531 10,4 10,4 12,6
Vzorek 5 541 11,8 10,4 12,6
Vzorek 6 551 10,8 10,4 12,6
Vzorek 7 561 11,6 10,4 12,6
Vzorek 8 571 10,9 10,4 12,6
Vzorek 9 581 11,4 10,4 12,6
Vzorek 10 591 11,2 10,4 12,6
Vzorek 11 601 11,4 10,4 12,6
Vzorek 12 611 12,5 10,4 12,6
Vzorek 13 621 11,4 10,4 12,6
Vzorek 14 631 12,5 10,4 12,6
Vzorek 15 641 12,0 10,4 12,6

Méfeni PT den 2. - pomér krve a citrat sodny 9:1
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Cislo vzorku

Obrazek 10: Méfeni PT den 2. - pomér krve a citrat sodny 9:1




Tabulka 13: Méteni PT den 1. — pomér krev a citrit sodny 7:1

Nazev vzorku Cislo vzorku Hodnota Min Max
Vzorek 1 502 11,5 10,4 12,6
Vzorek 2 512 12,2 10,4 12,6
Vzorek 3 522 11,3 10,4 12,6
Vzorek 4 532 13,2 10,4 12,6
Vzorek 5 542 12,5 10,4 12,6
Vzorek 6 551 12,7 10,4 12,6
Vzorek 7 562 13,9 10,4 12,6
Vzorek 8 572 13,8 10,4 12,6
Vzorek 9 582 12,6 10,4 12,6
Vzorek 10 592 12,4 10,4 12,6
Vzorek 11 602 12 10,4 12,6
Vzorek 12 612 13,2 10,4 12,6
Vzorek 13 622 12,8 10,4 12,6
Vzorek 14 632 13,2 10,4 12,6
Vzorek 15 642 13,5 10,4 12,6

Meéfteni PT den 1. - pomér krve a citrat sodny 7:1

502 512 522 532 542 552 562 572 582 592 602 612 622 632 642

Cislo vzorku

Obrazek 11: Méreni PT den 1. - pomér krve a citrdt sodny 7:1
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Tabulka 14: Méfeni PT den 2. — pomér krev a citrdt sodny 7:1

Nazev vzorku Cislo vzorku Hodnota Min Max
Vzorek 1 502 11,5 10,4 12,6
Vzorek 2 512 12,2 10,4 12,6
Vzorek 3 522 11,3 10,4 12,6
Vzorek 4 532 13,2 10,4 12,6
Vzorek 5 542 12,5 10,4 12,6
Vzorek 6 551 12,7 10,4 12,6
Vzorek 7 562 13,9 10,4 12,6
Vzorek 8 572 13,8 10,4 12,6
Vzorek 9 582 12,6 10,4 12,6
Vzorek 10 592 12,4 10,4 12,6
Vzorek 11 602 12 10,4 12,6
Vzorek 12 612 13,2 10,4 12,6
Vzorek 13 622 12,8 10,4 12,6
Vzorek 14 632 13,2 10,4 12,6
Vzorek 15 642 13,5 10,4 12,6

Meéfteni PT den 2. - pomér krve a citrat sodny 7:1

502 512 522 532 542 552 562 572 582 592 602 612 622 632 642

Cislo vzorku

Obrazek 12: Méreni PT den 2. - pomér krve a citrat sodny 7:1
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Tabulka 15: Méfeni PT den 1. — pomér krev a citrdt sodny 5:1

Nazev vzorku Cislo vzorku Hodnota Min Max
Vzorek 1 503 13,4 10,4 12,6
Vzorek 2 513 13,9 10,4 12,6
Vzorek 3 523 13,1 10,4 12,6
Vzorek 4 533 14,5 10,4 12,6
Vzorek 5 543 14,7 10,4 12,6
Vzorek 6 553 14,1 10,4 12,6
Vzorek 7 563 14 10,4 12,6
Vzorek 8 573 15,3 10,4 12,6
Vzorek 9 583 14,3 10,4 12,6
Vzorek 10 593 15,5 10,4 12,6
Vzorek 11 603 15,6 10,4 12,6
Vzorek 12 613 15,8 10,4 12,6
Vzorek 13 623 14,7 10,4 12,6
Vzorek 14 633 15,1 10,4 12,6
Vzorek 15 643 13,6 10,4 12,6

Méfeni PT den 1. - pomér krve a citrat sodny 5:1
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Cislo vzorku

Obrazek 13: Méfeni PT den 1. - pomér krve a citrat sodny 5:1
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Tabulka 16: Méteni PT den 2. — pomér krev a citrdt sodny 5:1

Nazev vzorku Cislo vzorku Hodnota Min Max
Vzorek 1 503 12,9 10,4 12,6
Vzorek 2 513 13,6 10,4 12,6
Vzorek 3 523 14,2 10,4 12,6
Vzorek 4 533 12,7 10,4 12,6
Vzorek 5 543 13,8 10,4 12,6
Vzorek 6 553 13,4 10,4 12,6
Vzorek 7 563 14,3 10,4 12,6
Vzorek 8 573 14,1 10,4 12,6
Vzorek 9 583 15 10,4 12,6
Vzorek 10 593 14,2 10,4 12,6
Vzorek 11 603 13,9 10,4 12,6
Vzorek 12 613 14,7 10,4 12,6
Vzorek 13 623 14,3 10,4 12,6
Vzorek 14 633 15,1 10,4 12,6
Vzorek 15 643 14,8 10,4 12,6

Méfeni PT den 2. - pomér krve a citrat sodny 5:1
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503 513 523 533 543 553 563 573 583 593 603 613 623 633 643

Cislo vzorku

Obrazek 14: Méveni PT den 2. - pomér krve a citrat sodny 5:1
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Tabulka 17: Méfeni PT den 1. — pomér krev a citrat sodny 3:1

Nazev vzorku Cislo vzorku Hodnota Min Max
Vzorek 1 504 35,8 10,4 12,6
Vzorek 2 514 35,0 10,4 12,6
Vzorek 3 524 36,9 10,4 12,6
Vzorek 4 534 40,4 10,4 12,6
Vzorek 5 544 40,8 10,4 12,6
Vzorek 6 553 38,9 10,4 12,6
Vzorek 7 564 45,9 10,4 12,6
Vzorek 8 574 36,1 10,4 12,6
Vzorek 9 584 46,3 10,4 12,6
Vzorek 10 594 41,8 10,4 12,6
Vzorek 11 604 47,3 10,4 12,6
Vzorek 12 614 37,5 10,4 12,6
Vzorek 13 624 38,6 10,4 12,6
Vzorek 14 634 41,5 10,4 12,6
Vzorek 15 644 38,2 10,4 12,6

Méfeni PT den 1. - pomér krve a citrat sodny 3:1
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504 514 524 534 544 554 564 574 584 594 604 614 624 634 644

Cislo vzorku

Obrazek 15: Méfeni PT den 1. - pomér krve a citrat sodny 3:1
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Tabulka 18: Méreni PT den 2. — pomér krev a citrdt sodny 3:1

Nazev vzorku Cislo vzorku Hodnota Min Max
Vzorek 1 504 36,4 10,4 12,6
Vzorek 2 514 37,3 10,4 12,6
Vzorek 3 524 40,2 10,4 12,6
Vzorek 4 534 37,5 10,4 12,6
Vzorek 5 544 40,5 10,4 12,6
Vzorek 6 553 37,3 10,4 12,6
Vzorek 7 564 42,6 10,4 12,6
Vzorek 8 574 42,2 10,4 12,6
Vzorek 9 584 44,3 10,4 12,6
Vzorek 10 594 43,6 10,4 12,6
Vzorek 11 604 42,7 10,4 12,6
Vzorek 12 614 442 10,4 12,6
Vzorek 13 624 43,1 10,4 12,6
Vzorek 14 634 423 10,4 12,6
Vzorek 15 644 43,1 10,4 12,6

Meéfteni PT den 2. - pomér krve a citrat sodny 3:1
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504 514 524 534 544 554 564 574 584 594 604 614 624 634 644

Cislo vzorku

Obrazek 16: Méreni PT den 2. - pomér krve a citrat sodny 3:1
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Tabulka 19: Souhrn méveni aPTT

Pomér 9:1 | Pomér 71 | Pomér 5:1 | Pomér 3:1

1. den Vzorek 1 23,4 28,6 34,7 101,5
Vzorek 2 24,2 30,6 36,7 141,3
Vzorek 3 26,9 32,4 34,9 132,9
Vzorek 4 24,6 33,2 39,8 110,2
Vzorek 5 25,1 30,1 35,9 133,0
Vzorek 6 25,8 33,3 36,6 125,5
Vzorek 7 27,2 32,5 38,8 128,8
Vzorek 8 23,9 32,7 40,1 132,0
Vzorek 9 24,2 29,5 36,2 133,5
Vzorek 10 26,0 29,4 37,6 130,2
Vzorek 11 27,5 28,5 34,5 125,3
Vzorek 12 23,9 30,4 36,9 119,2
Vzorek 13 24,7 32,8 37,6 117,5
Vzorek 14 24,5 33,6 37,9 122,0
Vzorek 15 26,4 33,9 39,5 117,8
2. den Vzorek 1 243 33,7 38,9 125,1
Vzorek 2 26,4 34,5 40,5 123,9
Vzorek 3 25,1 33,2 39,4 124,7
Vzorek 4 27,9 33,8 39,7 130,4
Vzorek 5 26,5 34,0 40,0 126,1
Vzorek 6 27,2 33,6 39,6 125,8
Vzorek 7 24,5 32,8 38,8 120,5
Vzorek 8 26,3 33,1 40,4 120,9
Vzorek 9 28,0 35,2 39,3 121,9
Vzorek 10 28,9 34,2 41,3 123,8
Vzorek 11 25,0 32,5 41,9 130,6
Vzorek 12 26,7 31,9 39,8 129,5
Vzorek 13 259 33,2 38,5 1251
Vzorek 14 27,3 33,6 38,7 112,5
Vzorek 15 25,9 34,2 414 119,3
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Tabulka 20: Souhrn méreni PT

Pomér 9:1 | Pomér7:1 | Pomér5:1 | Pomér 3:1

1. den Vzorek 1 10,6 11,5 13,4 35,8
Vzorek 2 11,1 12,2 13,9 35,0
Vzorek 3 10,5 11,3 13,1 36,9
Vzorek 4 11,8 13,2 14,5 40,4
Vzorek 5 10,4 12,5 14,7 40,8
Vzorek 6 1,7 12,7 14,1 38,9
Vzorek 7 12,6 13,9 14,0 45,9
Vzorek 8 12,7 13,8 15,3 36,1
Vzorek 9 10,8 12,6 14,3 46,3
Vzorek 10 11,6 12,4 15,5 41,8
Vzorek 11 11,9 12 15,6 47,3
Vzorek 12 10,9 13,2 15,8 37,5
Vzorek 13 10,3 12,8 14,7 38,6
Vzorek 14 12,2 13,2 15,1 41,5
Vzorek 15 10,9 13,5 13,6 38,2
2. den Vzorek 1 11,1 11,5 12,9 36,4
Vzorek 2 11,5 12,2 13,6 37,3
Vzorek 3 10,9 11,3 14,2 40,2
Vzorek 4 10,4 13,2 12,7 37,5
Vzorek 5 11,8 12,5 13,8 40,5
Vzorek 6 10,8 12,7 13,4 37,3
Vzorek 7 11,6 13,9 14,3 42,6
Vzorek 8 10,9 13,8 14,1 42,2
Vzorek 9 11,4 12,6 15,0 44,3
Vzorek 10 11,2 12,4 14,2 43,6
Vzorek 11 11,4 12,0 13,9 42,7
Vzorek 12 12,5 13,2 14,7 44,2
Vzorek 13 11,4 12,8 14,3 43,1
Vzorek 14 12,5 13,2 15,1 42,3
Vzorek 15 12,0 13,5 14,8 43,1
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6 DISKUZE

V této ¢asti prace se zaméfim na shrnuti a nasledky vlivu spravného odbéru
vzorku na vysledek méfeni koagula¢nich vysetfeni aPTT a PT. Z celého vyctu
jednotlivych prvkii v procesu konecného stanoveni hodnot byl pfi mém méreni
porusen pouze jediny faktor, a to pomér protisrazlivého ¢inidla (citratu sodného)

a krve.

APTT je testem zamétujicim se na funkci vnitiniho koagulaéniho systému.
Vyuziva se jako jeden ze zdkladnich testi pfedoperacniho vySetfeni, pfi zjisténi
poruch srazlivosti krve a dal$ich hematologickych vysetfeni. Naméfené hodnoty

se udavaji v sekundach.

PT dalsi ze skupiny zdkladnich vySetfeni, ktery se naopak zaméfuje se na
zevni cestu koagulace a zevni cestu tvorby a pfemény protrombinového
komplexu. Provadi se v obdobnych pfipadech jako aPTT. Vysledky lze vyjadrit
dvéma hodnotami, a to bud v sekundach nebo mezinarodnim normalizovanym

pomérem INR.

Pro splnéni vSech cilti své bakalarské prace bylo tfeba pfipomenout obecna
fakta o krvi a jeji funkci, podrobnéji ptiblizit proces hemostazy, uvést vsechny
faktory, které by mohly negativné ovliviiovat spravnost vysledku a v neposledni
fadé samotné zjisténi skute¢nych hodnot méfeni. Praktickou ¢astjsem provadéla
v Nemocnici Rudolfa a Stefanie v BeneSové na transfuznim a hematologickém
oddéleni. Vzhledem ktomu, Ze zde probihaji dva krat vtydnu odbéry
bezprispévkovych darct krve, nékolik z nich jsem individuaIné oslovila, zda by
byli ochotni poskytnout mi krev pro testovani a nasledné vysledky anonymné

zvetejnit ve své praci. Jednalo se o jedince bez hematologickych onemocnéni. Pro
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porovnani jsem provedla méfeni u jednoho warfarinem léceného pacienta.
V tomto ptipadé byla odebrana pouze jedna zkumavka, kdy jsem nasimulovala
klasicky pfipad nespravného odbéru (5:1) a provedla méfeni. Rozdily ve
zjisténych hodnotach se v tomto pfipadé nijak neliSily od zdravych pacientf,
ovSem nasledky pro jedince mohou mit vaznéjsi dopad. ProdlouZeny cas u
pacienta s antikoagulaéni lé¢bou miize l€ékar vyhodnotit jako lé¢bu spravnou. Ve
skutecnosti je pacientovi podavano nedostatecné mnozstvi léku a tim se opét

dostava do rizika trombozy.

Z vysledkii méfeni vyplynulo nasledujici. V pfipadé dodrZeni spravného
poméru citratu sodného byla velkd vétsina vysledki v odpovidajicim rozmezi. U
nepatrného mnozstvi testli doslo k mensim odchylkdm. Pfi provadéni test
s nespravnymi poméry fedéni, a to 7:1 a 5:1 se naméfené casy postupné zvysovaly
v fadu jednotek, v nékolika pfipadech viadu desitek. Byla-li koncentrace
zvySena na pomér 3:1, hodnoty Sly skokové nahoru a liSily se v fadu stovek.
MtZeme konstatovat, zZe pfi dodrzeni pfedepsanych postupti, pfi dodrZeni
dostatecného mnozZstvi materidlu a stim souvisejici pomér citratu sodného
vychazi vysledky obou testti ve fyziologickych normach, coz indikuje, Ze osoby
nemaji hematologické onemocnéni a v pfipadé predoperacniho vySetfeni mize
dojit k zakroku bez predpokladanych komplikaci. Z takto zjisténych vysledki
miizeme ddle vychdzet a povazovat je za smérodatné a lze predpokladat, ze
pfipadné onemocnéni pfi spravné provedenych testech bude odhaleno. Naopak
pfi nedodrZeni sprdvného mnozstvi vychdzi hodnoty, které indikuji
hemokoagulaéni onemocnéni, kdy v tomto pfipadé se jedna o zbytecnou lécbu

pacienta.

Kvalita poskytovanych zdravotnich sluzeb je citlivym tématem a zajima
jak provozovatele zdravotnickych zafizeni, tak platce zdravotniho pojisténi, ale

hlavné Sirokou vefejnost, tedy pacienty.
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Zdravotnicka zafizeni, i laboratofe, se snazi délat maximum pro
zvySovani kvality, snazi se ziskat osvédceni, které dokladaji, Ze procesy ma
nastaveny tak, aby odpovidaly platnym normam. Jednotlivé procesy ma
popsany a pracuje podle nich. Kromé toho se podrobuje auditiim, pfezkoumava
postupy a cile kvality, aby se mohly dale zlepsovat a byly odhaleny pfipadné

nedostatky.

Vysledek jakéhokoli testu neni zaleZzitosti pouze laboratofe. MiiZzeme ho
chapat jako soucast procesu na sebe navazujicich ¢innosti, které maji urcita
pravidla. Zacina ordinaci lékafem, provedenim odbéru sestrou, pres dopravu
biologického materidlu, jeho zpracovani az po vydani vysledku. Spravnost

provedenti jednotlivych tkonti vede k jedinému cili a tim je vylééeny pacient.

Pfi méfenich, kterd jsem provadeéla se vzorky pro testovani pfipravovaly
tak, Ze se do krve pfidaval citrat sodny. Ve skutecné zdravotnické praxi se ikony
provadi naopak. Mdme dané mnozstvi citratu ve zkumavce, do které ptfidavame
urcené odebrané mnoZstvi krve. I pres to, Ze je v odbérové zkumavce
preddefinované vakuum pro presny objem a nddobka oznacdena ryskou, tak
denné prichazi do laboratofi pozadavky na vysetfeni vzorkii s nevyhovujicim
mnozstvim krve. Provadét testy u takovychto vzorkt je neefektivni, nebot
nemdame zarucenu objektivitu vysledk{i. Vezmeme-li to do dusledku, tak jsou
vlastné posilany do laboratofi pouze k likvidaci. Vzhledem k mému méfeni a
tomu, Ze pro stanoveni diagndzy pacienta je vysledek vydany laboratori
rozhodujici, povaZuji za vice neZ spravné, Ze laboratore testy u takto dodanych

vzork( neprovadi.

Z mého pohledu chodi do laboratofe pomérné vysoké procento takto
nespravné odebranych vzorkt. Pro lékafe a pro jejich stanoveni diagnézy nebo

dalsilécebné postupy maji rychlé laboratorni vysledky zasadni vyznam, mnohdy
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jsou jedinym ukazatelem, o ktery se mutZe opfit. Vcéasné a kvalitni vysledky

leckdy zachranuiji lidské Zivoty.

Nebudeme - li zachdzet az do extrému, kdy by nedodané informace
mohly ohrozit Zivot, je opakovani vSech tkonti vedoucich k provedeni testti
zbytecnou zatézi jak pro zdravotnictvi, tak pro pacienty. Za priklad uvedu
imobilni nebo starsi jedince, pro které je navstéva lékare uz tak obtizna a vyzva
k dalsimu odbéru pro né znadi i psychickou zatéz. I pres ztizeny odbér by bylo

tfeba, aby bylo vyvinuto veskeré usili k tomu, aby byl vzorek spravné odebran.

Moznym feSenim situace by bylo dbat na fadné zaskoleni personalu,
dohlizet na dodrZovani pfesnych pracovnich postupti. Timto by se zvysila
efektivita prace a musime zohlednit i ekonomické hledisko, kdy by se neplytvalo
zdravotnickym materidlem. Situacim by bylo moZzné predchazet zvySenim poctu
sester ve vSech typech zdravotnickych zatizenich. Ale toto neni problém jedné

konkrétni nemocnice, ale celého zdravotnického systému a jeho nastaveni.
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7 ZAVER

Cilem mé bakalafské prace bylo dokazat, Ze nespravny odbér vzorku krve
ma zasadni vliv na vysledek koagula¢niho vysetfeni. Tento cil byl splnén.
Vysledky méfeni dokdzaly, Ze jejich spravnost zavisi na presné daném poméru

krve a citratu sodného, odchylky nejsou pfipustné.

Ze vsech faktort ovliviiujici vysledek jsem svoji praci zaméfila pouze na
nespravny odbér vzorku. Tento prvotni faktor je velmi diileZity, ovSsem laboratofi
neovlivnitelny. Cely proces provazané ¢innosti zac¢ind ordinaci lékafe, odbérem
zdravotni sestrou a vydanim vysledkt. Jednotlivé iikkony musi byt provedeny
tak, aby byla laboratof, jako koncovy zpracovatel biologického materialu nejen
schopna méfeni provést, ale vydat vysledek v takové kvalité, na jehoz zakladé
muize lékat dale rozhodovat. Hodnota kazdého vysledku musi byt vzdy jedind,

a to spravna.

Provedena a vyhodnocend méfeni potvrzuji vyrok casto citovany
v laboratornich priruckach: “60 % falesnych laboratornich vysledkii v koagulacni

analytice md za p¥icinu nespravné provedeny odbér (Lechner, 1980).” [9]
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADP

APTT

DIC

HMWK

INR

LA

PT

SEKK

sor

TAFI

tPA

TT

vWF

adenosindifosfat

aktivovany parcidlni trombinovy ¢as

diseminovana intravaskularni koagulopatie

vysokomolekularni heparin

international ratio

lupus anticoagulans

protrombinovy cas

systém externi kontroly kvality

spravné operacéni postupy

trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy

tkanovy aktivator plazminogenu

trombinovy cas

von Willebranduv faktor
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