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1. UVOD A CiL

Protilatky typu lupus antikoagulans pfedstavuji vyznamné riziko pro vznik
tromboembotické nemoci. Jejich laboratorni diagnostika je zna¢né& komplikovana a
mnohdy byva podcefiovana.

Cilem této prace je ucelena laboratorni diagnostika protilatek typu lupus
antikoagulans. Prace je zaméiena predevsim na podrobny popis jednotlivych testd
pouzivanych v ramci laboratorni diagnostiky protilatek typu lupus antikoagulans, na
problematiku odbéru a zpracovani biologického materiatu, véetné skladovani
vySetfovaného materialu a jeho pfipravy k vySetieni. K nazorné ukazce laboratorni
diagnostiky protilatek typu lupus antikoagulans byl pouZit soubor 26 pacientl
vySetfenych v hematologické laboratofi l. Interni kliniky Oddéleni klinické
hematologie Fakuitni nemocnice Hradec Kralove.



2. TEORETICKA CAST

Protilatky typu lupus antikoagulans patfi mezi ziskané nespecifické protilatky.
Jedna se o tzv. antifosfolipidové protilatky (APA). Je to skupina autoprotilatek
namifenych proti plazmatickym proteinim vazanych na negativné nabité povrchy.
APA mohou byt zjistovany v plazmé& na zakladé jejich schopnosti prodluZovat
koagulacni testy zavislé na fosfolipidech — protilatky typu lupus antikoagulans (LA) a
nebo v séru v jednotlivych tfidach imunoglobulint (1gG, IgM, IgA nebo jejich smés)
jako tzv. antikardiolipinové protilatky (ACLA) RIA nebo ELISA metodami. Jde ziejmé
o ruzné druhy autoprotilatek a proto jejich vyskyt u daného pacienta nemusi byt
soucasny. PlUsobeni APA neni jednoznané znamé, v systému krevniho srazeni
pusobi ziejmé na vice Urovnich, pfedeviim na endotelu, na systemu proteinu C a na
primarni hemostazu (MatySkova a kol.,1999). Protilatky typu LA vstupuji do
koagulaéniho déje na rlznych Urovnich koagulaéniho procesu, reaguji
s prokoagulaénimi fosfolipidy a souté2i o mista na nich s faktory koagulaénino
systému. Tim omezuji vazani téchto faktorl do koagulaéné aktivnich komplexti a
zpUsobuji abnormalni nalezy koagulaénich test (Pecka, 2004).

PrestoZe in vitro nachazime prodiouZzené koagulacni testy (tj. laboratorni
znamky hypokoagulace), in vivo je naopak vyrazny sklon k trombofili. Krvacivé
projevy se objevuji zfidka, spiSe u nemocnych, kde je vyskyt protilatek spojen
s tézkou trombocytopenii.

Laboratorni stanoveni LA by méla provadét specializovana laboratof. Pokud
dojde ke Spatnému zpracovani vzorku, existuje riziko vysokéeho procenta falesné
negativnich vysledkll (plazma na toto vySetfeni se musi zpracovavat odli$nym
zplUsobem). K laboratorni diagnostice LA se vyuziva schopnosti antifosfolipidovych
protilatek in vitro prodluZzovat koagulacni testy zavislé na fosfolipidech. Diagnostika
LA je problematicka, protoZe jednak neexistuje 100% citlivy screeningovy test,
jednak je také nutné v pfipadé prodiouZeni vyloudit jiné moZné pii€iny. Z téchto
divodl byla vypracovana nasledujici minimalni kritéria k identifikaci lupus
antikoagulans (doporuceni SSC ISTH dile Tripleta):

1. Prtkaz patologie testl zavislych na fosfolipidech (screening).
2. Prukaz inhibitoru - smésné testy (vylouéeni defektu faktoru, ovlivhéni heparinem
apod.).



3. Prikaz charakteru tohoto inhibitoru (proti fosfolipiddm nebo fosfolipid-
proteinovym komplexiim) - diluéni konfirmacni testy (Kolde, 2004) a
neutralizaéni konfirmacni testy (Matyskova a kol.,1999).

Protilatky typu LA se pfevazné vyskytuji u pacientd, ktefi maji systémovy lupus
erythematodes (asi u 30 % nemocnych) nebo jiné systémové onemocnéni pojiva,
zejména pak u Zen. Mohou byt vSak vyvolany i nékterymi léky. Casto se nachazeji
také u pacientl s malignimi lymfomy a mohou se objevit (vétSinou jen laboratorng) i
v prub&hu nékterych infekEnich chorob.

Klinické projevy antifosfolipidového syndromu jsou znaéné heterogenni. LA
protilatky mohou jevit i uritou specifitu vi&i koaguladnim faktorm - napf. proti
faktoru VIII, vWF, faktorim protrombinového komplexu aj., a podporovat tak sklon ke
krvaceni. Diagnostikuje se pseudohemofilie, porucha protrombinového komplexu (s
prodiouZenim protrombinového testu) nebo pseudo von Willebranddv syndrom.

Vétinou se viak pfi antifosfolipidovém syndromu vyskytuji trombotické pfihody
(asi v 60 % jde o Zilni trombobzy, ve 30 % o cévni mozkové pfihody a v 10 % o jiné
arterialni trombozy). LA zde reaguji s fosfolipidy desticek a endotelu, jez aktivuji, a
dale s vrstvou heparani, které maji na povrchu endotelu mimo jiné inhibovat trombin
a rusit ochranny $tit annexinu V. LA zde v8ak zp(sobi i sniZeni tvorby prostacyklinu.
Aktivované endotelie pfi ataku antifosfolipidovych protilatek typu LA dale ve zvySené
mife exprimuji adhezivni molekuly, které z cirkulujici krve vychytavaji a zachycuji
leukocyty (granulocyty, monocyty). Ty se pak aktivuji, coz opét zvySuje trombofilii.
Reakci s LA mohou byt navic inaktivovany i dalsi inhibitory krevniho srazeni -
protein C, protein S, trombomodulin nebo antitrombin.

V gravidité se projevy antifosfolipidového syndromu vZdy zhorsi. Tento syndrom
se zde mlze také poprvé manifestovat. U téhotnych Zen v8ak pfi vyskytu LA dochazi
k trombotizaci nejen v jejich Zilnim nebo arterialnim fecisti, ale i v placenté. LA jsou
také velmi ¢asto nepoznanou pfi¢inou spontannich potratl (Kvasnicka, 2003).



3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Material a metody

3.1.1. Screening

Ve screeningu prokazujeme patologii testl zavislych na fosfolipidech, date je
nutné vylouc¢it pfipadnou antikoagutaéni Ié€bu pomoci rutinnich koagulaénich
testl (viz obr. &. 1).
U vysetiované plazmy provedeme nasledujici vySetieni: protrombinovy test (PT),
aktivovany parcialni tromboplastinovy test (APTT), APTT citlivy na LA (APTT-LA),
diluéni test s jedem Russelovy zmije (dRVVT) a trombinovy test (TT).
V pfipadé, Ze jsou vysledky testll v rozmezi normalnich hodnot, dale jiz v
laboratorni diagnostice LA nepokradujeme.
Je-li néktery z testl prodlouzeny (viz dale), provedeme smésné testy
= PT:R>130
= APTT:R>1,20
» APTT-LA:R>1,40
» dRVT:R>1,20
Je-li soutasné prodlouzeny trombinovy ¢as (R > 1,20), provedeme test
s toluidinovou modfi — test slouZi pro prikaz pfitomnosti heparinu v piazmé.
Zjistime-li pfitomnost heparinu ve vysetfovaném vzorku (dojde ke korekei testu
po piidani toluidinové modfi), ve vySetieni dale nepokradujeme — vysledky
vySetieni by pravdépodobné byly ovlivnény antikoagulaéni lé€bou heparinem
(fale$né pozitivni nalez).

Mezi screeningové testy byva v nékterych laboratofich také zafazovan kaolinovy &as,

ktery je obzvlast citlivy na mnozstvi krevnich desti¢ek v plazmé a je vhodny k pouZiti

zejména u téhotnych Zen (Kmet'ova, 2006). Soucasti screeningu mohou byt také

testy vyuzivajici hadi jedy - textarinovy a taipanovy cas (MatySkova, 1999).



3.1.2. Smésné testy

Pomoci smésnych testl vyloudime defekty koagulacnich faktora, ovlivnéni
vysledkll vySetfeni heparinem apod. (viz obr. &. 1).

Smisime jeden objemovy dil vySetfované plazmy s jednim objemovym dilem
normalni smésné plazmy, nechame 1 hod inkubovat pfi 37 °C a poté provedeme
ty testy, které byly ve screeningu prodlouzené Zamrazime plazmu na
konfirma&ni neutralizaéni test s hexagonalni strukturou fosfotipidd.

Dojde-li ke korekei testll (LCA index < 15), dale ve vySetfovani nepokradujeme.
V piipadé, Ze ke korekci nedoslo, inkubujeme smés 2 hod pfi 37 °C a opét
provedeme pfislusny test.

V pfipadé, Ze dojde ke korekct, v testovani dale nepokraujeme. Pokud ke
korekci nedojde ani po 2 hodinové inkubaci pokracujeme vysSetfenim dilu¢nich

konfirmaénich testu.

3.1.3. Diluéni konfirmacéni testy

U vySetiované plazmy provedeme test s fedénou PT a APTT reagencii (viz obr.
¢ 1)

V pfipadé&, Ze je koaguladni €as prodlouZeny (R > 1,20}, inkubujeme 1 dil
vySetfované plazmy s 1 dilem normalni plazmy 1 hodinu pfi 37 °C a poté znovu
vySetfime dany diluéni konfirmaéni test.

Pokratujeme vySetifenim destitkového neutralizaéniho konfirmaéniho testu.

3.1.4. Neutralizaéni konfirmaéni test s hexagonalni strukturou

fosfolipida

Vysetfeni slouZi k prikazu charakteru inhibitoru (viz obr. &. 1).
Test se provadi pouze v tzv. sériich, tedy az po nashromazdéni uréitého poétu

vzorku.



Obr.¢. 1 Vysetrovaci schéma laboratorni diagnostiky protilatek typu LA

Screening
(PT, APTT, APTT-LA, TT a dRVVT)

Normaini hodnoty : ﬂ : Néktery z testu je

prodlouzeny

TT prodlouzeny (PT>1,3, APTT>1,2,
\ APTT-LA>1 4,
dRWVT>1,2)
Déle nepokraéujeme Pozitivni test s tolIJuidinovou modfi

Dale nepokradujeme

Plazmu pfefiltrujeme pies trombocytarni filtr, a
1 ml zamrazime na—70 °C

Smésné testy
(1 dil vySetfované plazmy + 1 dil normalni
smésné plazmy)

Neutralizaéni konfirmaéni test Inkubace 1 hod pfi 37 °C
Doslo ke korekci testu Nedoslo ke korekci (LCA>15)
'ﬁf < Dale nepokrac¢ujeme Inkubace 2 hod pfi 37 °C

@I Doslo ke korekci <:DNedo§Io ke kﬂorekci
ﬂi’ < Normalni hodnoty<:I Dilucni konfirmacni testy <,‘:9

(APTT 1:8, PT 1:500)

4

Pfi prodlouZeni (R>1,2) korekce s normalni plazmou po 1 hod inkubaci pfi 37 °C
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3.1.5. Pouzity material
3.1.5.1. Soubor pacientu

Soubor pacientl tvoii 26 vzorkl piazem pacientd vySetfovanych v hematologické
laboratofi ll. Interni kiiniky — Oddéleni klinické hematologie FN Hradec Kralové pro
rizné diagnozy.

Tuto skupinu tvoiilo:

+ 15 Zen ve véku od 17 do 71 let, primémy vék 44 let

» 11 muzl ve véku od 37 do 66 let, primérny vék 56 let

3.1.5.2. Odbér primarniho vzorku a transport
Odebere se 9 dili krve do zkumavky z umélé hmoty s 1 dilem 0, 109 mol/l (3,2%)
citratu sodného.

Pocget zkumavek: 3

Minimalni objem odbérové zkumavky: 3 ml

Odebrany matrial je nutné co nejrychieji transporiovat do laboratofe pfi
teploté 18-25 °C, nejdéle do 2 hodin po odbéru.

Z divodl pomérné naro¢né piipravy materialu (viz manipulace se vzorky) se
nedoporuduje dodavat do laboratofe zmrazenou plazmu pfipravenou béznym
zphsobem (riziko fale$né negativnich vysledki)!

3.1.5.3. Manipulace se vzorky

Piijem vzork( laboratofi: identifikace materialu, zadani do LIS (pfifazeni
identifikaéniho gisla).

Dvojnasobna centrifugace: centrifugovat citratovou krev 15 min pii 3000 g (pfiblizné
4000 otacek/min). Plazmu stahnout a znovu centrifugovat 15 min pii

3000 g. MnozZstvi krevnich desti¢ek v plazmé po dvojnasobné centrifugaci by mélo
byt niz&i nez 10.10%/! (Brandt, 1995).

Pokud se plazma nepouzije ihned nebo se pouZije jen jeji Cast, je

nutné plazmu piefiltrovat pfes trombocytarni filtr a zamrazit pfi -70 °C.

Plazma je stabilni 2 hodiny pii 18-25 °C, 3 mésice pii -70 °C.



3.1.5.4. Pristroje a pomiicky
Centrifuga JOUAN C3i, automaticky koagulometr STA Compact (STA-R),

poloautomaticky koagulometr ST4, automaticke pipety

3.1.5.5. Spotrebni material
Mikrozkumavky, trombocytami filtr (Filtropur S 0,2; Poresize 0,2 pm; firma

Sardstedt), kyvety ke koagulometru, Pasteurovy pipety, Spicky k pipetam

i1



3.1.6. Testy pouzité pro laboratorni diagnostiku protilatek typu
lupus antikoagulans

3.1.6.1. Aktivovany parcialni tromboplastinovy test citlivy na lupus
antikoagulans

Faze pfed vySetienim
APTT citlivy na LA (APTT-LA) slouzi jako screeningovy test v ramci laboratorni

diagnostiky protilatek typu lupus antikoagulans. Citlivost reagencie k LA je dana
typem fosfolipid(, snizenym mnozstvim fosfolipidli a nebo jejich zmé&nénym

pomérem.

Princip
Princip testu je zaloZzen na méfeni rekalcifikatniho Casu vySetfované plazmy

v pfitomnosti kefalinu (fosfolipidy destiCkového typu) a aktivatoru (silika). V plazmé
chudé na desti¢ky dochazi postupné k aktivaci mediator( vnitini cesty aktivace
pfemény protrombinu na trombin, vznikly trombin aktivuje nasledné pfeménu
fibrinogenu na fibrin. Pfitomnost protilatek typu lupus antikoagulans v plazmé
zpusobi prodlouzeni koagulaéniho ¢asu.

e

Pristroje
Koagulometr STA Compact (STA-R)

Reagencie
Set: APTT- LA, vyrobce firma Diagnostika Stago

Baleni: 6 x 2 ml reagencie obsahujici kefalin, aktivator (silika) a pufr (glycin)
Reagencie neobsazené v setu:
¢ 0,025 mol/l CaCl

¢ \Voda pro injekce

Stabilita reagencii viz tabulka ¢. 1:

Tab. &. 1 Set 2-8 °C do exspirace
Nafedény APTT-LA | 2-8°C 5 dni
(nezamrazZovat!) 15-19 °C 96 hodin
Roztok CaCi; 15-19°C | 3dny

12



Priprava k €innosti
PTT-LA: obsah lahvi¢ky nafedit 2 ml vody pro injekce, nechat stat 30 min pfi

laboratorni teploté a jemné promichat, aby se vytvofil homogenni roztok.
Roztok CaClz: je pfipraven k poutZiti.

Pracovni postup
Provedeme identifikaci vzorku, zkumavku s vySetfovanou plazmou vlioZime do

analyzatoru. Metodicky se postupuje dle navodu k obsluze, nastaveni koagulometru

viz tabulka €. 2.

Tab. €. 2 Nastaveni koagulometru
Testovana plazma 50 ul
Reagencie APTT-LA 50 pl
Inkubace (37 °C) 240 s
CaCl, 50 pl

Mefit koagulaéni ¢as.

Dokumentace, zpracovani dat a vydavani vysledkd

Vypocet poméru R:
Cas vySetiované plazmy

&as normalni plazmy

Zpusob vydavani vysledk:
Casy pacienta a normalni plazmy v sekundach a jejich pomér R.

Referenéni a varovna rozmezi

Fyziologické hodnoty: pomér R = 0,80 — 1,20

Interpretace vysledku, konzultaéni dinnost a hlageni

Klinické pouZiti: soucast screeningu v laboratorni diagnostice lupus antikoagulans.
ProdlouZeni éasu APTT-LA nemusi byt vZdy zplisobeno piitomnosti lupus
antikoagulans. Tyto dal$i mozné dlvody prodlouzeného testu



(dysfibrinogenémie, pfitomnost heparinu, deficit koagulacnich faktorli nebo
pfitomnost specifického inhibitoru) je v ramci laboratorni diagnostiky lupus
antikoagulans nutno vyloudit.

Rizeni jakosti

Pro denni kontrolu pfesnosti pouzivame normalni a patologickou plazmu.

Reagencie pro denni kontrolu piesnosti:

Coag-Norm, vyrobce firma Diagnostika Stago

Baleni: 100 x 1 ml

Ptiprava: obsah lahvi¢ky nafedit 1 ml vody pro injekce, nechat stat 30 minut pfi
taboratorni teploté a poté jemné protiepat.

Coag-Path, vyrobce firma Diagnostika Stago

Baleni: 100 x 1 mi

Pfiprava: obsah lahvicky nafedit 1 mi vody pro injekce, nechat stat 30 min pfi
laboratorni teploté a poté jemné protfepat.

Stabilita reagencii pro kontrolu pfesnosti:
Coag-Norm, Coag-Path (nafedé&né) 156-19°C 4 hodiny



3.1.6.2. Test s jedem Russelovy zmije - fedény

Faze pied vySetienim
Test s jedem Russelovy zmije (fedény) slouZi jako screeningovy test v ramci

laboratorni diagnostiky protilatek typu lupus antikoagulans. V piitomnosti protilatek
typu LA dochazi k vyraznému prodlouzeni dRVVT testu, ktery se nekoriguje ani po

smésnych testech s normalni plazmou.

Princip
Pfidanim jedu Russelovy zmije k testovane plazmé chudé na desti¢ky dojde

k aktivaci faktoru X v pfitomnosti vapenatych iontl. Tim je eliminovan vliv abnormalit
koagulaénich faktord vnéj$i a vnitfni cesty koagulaéni kaskady (Thiagarajan, 1986).
Aktivovany faktor X v pfitomnosti purifikovanych fosfolipidi destickového typu
(kefalin) nasledné aktivuje pfeménu protrombinu na trombin, vznikly trombin déle
aktivuje pfeménu fibrinogenu na fibrin a posléze na nerozpustny fibrin.

Pristroje
Automaticky koagulometr STA Compact (STA-R)

Reagencie
¢ Kefalin-kaolinové reagens, vyrobce firma EXBIO Olomouc s.r.0.
Baleni: 1 x 3 ml lyofilizovaného kefalinu (lahvitka s kaolinem zlistava nevyuZita)
Russel Viper Venom, vyrobce firma Wellcome Diagnostics
Baieni: 5 x 0,2 mg jedu Russelovy zmije
¢ TRIS pufr o pH= 7,5 a roztok 0,025 mol/l CaCl,

Stabilita reagencii viz tabulka &. 3:

Tab. ¢ 3 Jed Russelovy zmije (zasobni roztok) 2-8°C | 1 mesic

Jed Russelovy zmije (pracovni roztok) 15-19 °C | 48 hodin

15-19°C | Sdni
Kefalin (nafedény)

-20°C 3 mésice

TRIS pufr 2-8 °C do exspirace

CaCl; 18-25 °C | do exspirace

15



priprava k Cinnosti

Priprava reagencii:

TRIS pufr o pH= 7,5 = slozeni pufru: 0,15 molAl NaCl + 0,02 mol/l TRIS.

Kefalin: obsah lahvicky s kefalinem naredit 3 ml TRIS pufru, nechat stat 30 min

pfi laboratorni teploté a poté jemné protiepat. Z takto pfipraveného roztoku kefalinu
pfipravit pracovni roztok kapalinu nafedénim TRIS pufrem v poméru 1:8 (0,2 ml
roztoku kefalinu + 1,6 ml TRIS pufru). Nespotfebovany pracovni roztok rozpipetovat
do zkumavek z umélé hmoty, zmrazit a skladovat pfi -20 °C.

Jed: obsah lahvi¢ky rozpustit ve 2 ml fyziologického roztoku. Z takto pfipraveného
zasobniho roztoku vZdy pripravit erstvy pracovni roztok nafedénim TRIS pufrem

v poméru 1:200 (0,01 ml zasobniho roztoku jedu Russelovy zmije + 2 ml TRIS pufru).
Nespotfebovany zasobni roztok jedu Russelovy zmije skladovat v lednici pfi 2-8 °C.
Roztok CaCl.: je pripraven k pouZiti

Pracovni postup

Provedeme identifikaci vzorku, zkumavku s vy$etfovanou plazmou viozime do
analyzatoru. Metodicky se postupuje dle navodu k obsluze, nastaveni koagulometru
viz tabulka €. 4.

Tab. ¢&. 4

Nastaveni koagulometru

Plazma 50 ul
Hadi jed 50 pl
Kefalin 50 pi
Inkubace (37 °C) 60 s
CaCl, 50 pt

Mé&fit koagulacni éas.

Charakteristika spolehlivosti
Rozsah méfeni: 15-180 s

Pomérné vysoka citlivost dRVVT testu k LA je dana snizenym mnoZstvim fosfolipid(.

Dokumentace, zpracovani dat a vydavani vysledk(

Odedcita se ¢as z koagulometru.
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vypotet pomeru R:
¢as vySetfované plazmy

¢as normalni plazmy

Zptisob vydavani vysledku:
Casy pacienta a normalni plazmy v sekundach, pomér R.

Referenéni a varovna rozmezi

Fyziologické hodnoty: pomér R= 0,80-1,20

Interpretace vysledkd

Klinické pouziti: v laboratornim screeningu lupus antikoagulans, ale i jako diluéni
konfirmacni test v ramci laboratorni diagnostiky protilatek typu LA.

Rizeni jakosti
Pro denni kontrolu pifesnosti pouZzivame normalni a patologickou plazmu.

Reagencie pro denni kontrolu piesnosti:

Coag-Norm, vyrobce firma Diagnostika Stago

Baleni: 100 x 1 ml

Pfiprava: obsah lahvi¢ky nafedit 1 ml vody pro injekce, nechat stat 30 minut pfi
laboratorni teploté a poté jemné protiepat.

Coag-Path, vyrobce firma Diagnostika Stago

Baleni: 100 x 1 ml

Pfiprava: obsah lahvitky nafedit 1 ml vody pro injekce, nechat stat 30 min pfi
laboratorni teploté a poté jemné protiepat.

Stabilita reagencii pro kontrolu piesnosti:
Coag-Norm, Coag-Path (nafedéné) 16-19°C 4 hodiny
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3.1.6.3. Protrombinovy test

Faze pfed vySetienim
Protrombinovy test je zakladni test aktivity faktor(s protrombinového komplexu

(postihuje poruchy vneéjsi cesty aktivace protrombinu na trombin; faktory Il, V, Vil a
X).

Princip
K citratové plazmé se pfida tkafovy tromboplastin obsahuijici vapenaté ionty (Ca®').

Sleduje se koagulagni ¢as do vytvoieni prvnich fibrinovych viaken.

Pristroje
Automaticky koagulometr STA Compact (STA-R)

Reagencie
e Set: DG-PT, vyrobce firma Grifols

Baleni: 6 x 10 ml (krali¢i tromboplastin s kalciem)
Reagencie neobsaZené v setu:
¢ Voda pro injekce

Stabilita reagencii:
tromboplastin (lyofilizovany) 2-8 °C do exspirace
tromboplastin (nafedény) 15-19°C 48 hodin

Pfiprava k €innosti
Pfiprava reagencii:

Obsah lahvi¢ky reagencie DG-PT rozpustit v 10 ml vody pro injekce. Nechat stat 30
minut pfi laboratorni teploté a poté jemné protfepat. Pfed vioZenim reagencie do
automatickeého koagulometru vioZit do lahviky s reagencii bilé magnetické
michadélko (reagencie je ve stroji neustale promichavana a tim se roztok
tromboplastinu udrzuje homogenni).

Pracovni postup

Provedeme identifikaci vzorku, zkumavku s vy$etfovanou plazmou vlozime do
analyzatoru. Metodicky se postupuje dle navodu k obsluze. Nastaveni koagulometru
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viz tabulka &. 5.
Tab. &. 5

Nastaveni automatického koagulometru

Plazma 50 ul
Inkubace (37 °C) 240s

Tromboplastin s kalciem 100 pl

Ihned po pfidani tromboplastinu s kalciem mérime koagulaéni ¢as.

Charakteristika spolehlivosti

Rozsah méreni: 4 - 90 s

Dokumentace, zpracovani dat a vydavani vysledki

Odecitaji se koagutacni Easy normalni plazmy a plazmy pacienta z koagulometru.
Vypocet poméru R (vypocte se automaticky v koagulometru, pfipadné v LIS):

tas vySetiované plazmy

gas normalni plazmy

Vypocet INR (vypodte se automaticky v koagulometru, pfipadné v LIS):
INR = (tn/tk) ' tn - &as plazmy pacienta
tk - €éas normalni plazmy
ISI - index citiivosti tromboplastinu
INR - mezinarodni normalizovany
pomeér

Zpusob vydavani vysledki:

Casy kontroly a pacienta v sekundach, hodnota poméru R (mezinarodni
normalizovany pomér INR se pouziva pouze pro monitorovani antikoagulaéni 1é¢by
antagonisty vitaminu K).

Referencni a varovna rozmezi
Fyziologické hodnoty: R = 0,80 — 1,20 (+ 3 s od normalini kontroly)




Interpretace vysledku

Klinicka interpretace:

Protrombinovy test se vyuZiva pfi diagn6ze poruch jaterniho parenchymu a u
koagulopatii jiného typu s poruchou tvorby aktivatord protrombinu (poruchy vnéjsi
cesty aktivace pfemény protrombinu na trombin; faktory 1, V, VIl a X). Pouziva se téz
k monitorovani antikcagulacni lé¢by zalozené na antagonistech vitaminu K (INR u
lééenych pacient(l se pohybuje v rozmezi 2,0 - 4,0).

Rizeni jakosti
Pro denni kontrolu pfesnosti pouZivame normalni a patologickou plazmu.

Reagencie pro denni kontrolu presnosti:

Coag-Norm, vyrobce firma Diagnostika Stago

Baleni: 100 x 1 ml

Pfiprava: obsah iahvicky nafedit 1 ml vody pro injekce, nechat stat 30 minut pfi
laboratorni tepioté a poté jemné protiepat.

Coag-Path, vyrobce firma Diagnostika Stago

Baleni: 100 x 1 ml

Pfiprava: obsah lahvi¢ky nafedit 1 ml vody pro injekce, nechat stat 30 min pfi
laboratorni teploté a poté jemné protiepat.

Stabilita reagencii pro kontrolu presnosti:
Coag-Norm, Coag-Path (nafedéné) 15-19°C 4 hodiny
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3.1.6.4. Aktivovany parcialni tromboplastinovy test
3.1.6.4. Al trombopiastinovy te:

Faze pfed vySetfenim
Aktivovany parciaini tromboplastinovy test (APTT) je zakladni koagulaéni test

monitorujici vnitini cestu aktivace premény protrombinu na trombin.

Princip

V piitomnosti purifikovanych fosfolipid(i destickového typu (kefalin), kalcia a
povrchového aktivatoru na bazi kfemigitanh dochazi v plazmé chudé na desticky

k aktivaci mediatord vnitfni cesty pfemény protrombinu na trombin. Vznikly trombin
aktivuje nasledné pfemeénu fibrinogenu na fibrin a posléze na nerozpustny fibrin.

Pfistroje
Automaticky koaguiometr STA Compact (STA-R}

Reagencie
Set: PTT- Automate 10, vyrobce firma Diagnostica Stago

Baleni: 12 x 10 ml reagencie PTT-Automate (lyofilizovana smés fosfolipidi
z mozkové tkané v pufrované suspenzi kiemiéitanového aktivatoru s pfidanymi
stabilizatory)

Reagencie neobsazené v setu:
e 0,025 mol/l CaCl;
¢ Voda pro injekce

Stabilita reagencii viz tabulka &. 6:

Tab. &. 6
Set PTT-Automate 2-8 °C do exspirace
Nafedéna reagencie APTT 16-19 °C | 96 hodin
Naredéna reagencie APTT 2-8°C 7 dni
0,025 mol/l CaCl; (v pristroji} 15-19°C | 3dny
0,025 mol/l CaCl, (zasobni roztok) | 18-25 °C | do exspirace
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Pracovni postup

Provedeme identifikaci vzorkl, zkumavku s vySetfovanou plazmou vioZime do
piistroje. Metodicky se postupuje dle navodu pfistroje, nastaveni koagulometru viz

tabulka &. 7.
Tab. ¢. 7
Nastaveni automatického koagulometru
Plazma 50 ul
Reagencie PTT-Automate 50 ul
Inkubace (37 °C) 240 s
0,025 mol/l CaCl; 50 pl

lhned po pfidani kalcia zaéit méfit koagulaéni ¢as

Charakteristika spolehlivosti
Rozsah mérfeni: 20 - 180 s

Dokumentace,zpracovani dat a vydavani vysledkd

Odecitaji se koagulaéni Sasy normalni plazmy a plazmy pacienta z koagulometru.
Vypocet poméru R (vypotte se automaticky v automatickém koagulometru, prip.
v LIS}).

¢as vySetfované plazmy

€as normalni plazmy

Zplsob vydavani vysledkl:
Casy pacienta a normalni plazmy v sekundach a jejich pomér R.

Referenéni a varovna rozmezi

Fyziologické hodnoty: pomér R = 0,90 — 1,10 (2 4 s od normalini plazmy)

Interpretace vysledk(
APTT se vyuZiva pfi diagndze koagulopatii s poruchou vnitiniho koagulaéniho
systému. ProdlouZené Casy dostavame u jaternich nemoci, pfi poruchach faktor(
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vnitiniho koagulaéniho systému (VIil, I1X, XI a XII), u hemofilii, pfi nedostatku
vitaminu K, v pfitomnosti latek s antitrombotickym Géinkem. APTT vSak nepostihuje
faktory VII a Xl a jakékoli zmény v poétu &i kvalité trombocyti.

Tento test se také pouZiva ke kontrole heparinové terapie.

Rizeni jakosti

Pro denni kontrolu presnosti pouzivame normaini a patologickou plazmu.

Reagencie pro denni kontrolu pfesnosti:

Coag-Norm, vyrobce firma Diagnostika Stago

Baleni: 100 x 1 ml

Priprava: obsah lahvi¢ky nafedit 1 ml vody pro injekce, nechat stat 30 minut pfi
laboratorni teploté a poté jemné protfepat.

Coag-Path, vyrobce firma Diagnostika Stago

Baleni: 100 x 1 ml

Pfiprava: obsah lahvicky nafedit 1 ml vody pro injekce, nechat stat 30 min pfi
laboratorni teploté a poté jemné protrepat.

Stabilita reagencii pro kontrolu pifesnosti:
Coag-Norm, Coag-Path (nafedéné) 15-19°C 4 hodiny
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3.1.6.5. Trombinovy test

Faze pfed vySetfenim
Trombinovy test postihuje tzv. tieti fazi koagulace, tj. $tépeni fibrinogenu trombinem.
Pritomnost nékterych antitrombotickych latek (heparin, FDP) plUsobi na reakci

inhibi¢né.

Princip
Piidanim enzymu trombinu k testované plazmeé je vyvolana pifeména fibrinogenu na
nerozpustny fibrin bez (¢asti koagulaénich faktor(i vnéjsi a vnitini cesty aktivace

pfemény protrombinu na trombin a bez Ca®". Rychlost této pfemény je za podminek
testu pfimo iUmeérna koncentraci fibrinogenu a vyjadiuje se tzv. trombinovym éasem.

Pfistroje
Automaticky koagulometr STA Compact (STA-R)

Reagencie
Topostasin, vyrobce Hoffman-La Roche and Co. Ltd.

Baleni: 5 lahvitek trombinu o aktivité 3000 NIH (standardizovany lyofilizovany
trombin o vysoké aktivité pfipraveny z hovézi plazmy).
Fyziologicky roztok

Priprava k ¢innosti

Pfiprava reagencii:

Obsah lahvi€ky trombinu se nafedi 400-450 mi fyziologického roztoku, rozpipetuje se
po 1 ml do zkumavek z umélé hmoty a zamrazi se pfii -70 °C.

Pred stanovenim trombinového &asu se po rozmrazeni k 1 ml trombinu pfida cca 2-4
ml fyziologického roztoku (tak, aby se éas normalni kontrolni plazmy pohyboval

vV rozmezi 12-16 s).
Stabilita reagencii:

Naredény roztok trombinu -70°C 3 mésice
Pracovni roztok trombinu 15-19°C 24 hodin
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Pracovni postup

provedeme identifikaci vzorkd, zkumavku s vySetfovanou plazmou viozime do
pristroje. Metodicky se postupuje dle navodu pfistroje, nastaveni koagulometru viz

tabulka €. 8.
Tab. &. 8
Nastaveni automatického koagulometru
Plazma 100 pl
Inkubace (37 °C) 240 s
Pracovni roztok trombinu 100 ul

Méfit koagulacni ¢as.

Charakteristika spolehlivosti

Rozsah méreni: 4-180 s

Dokumentace, zpracovani dat a vydavani vysledka

Odeditaji se koagulaéni ¢asy normalni plazmy a plazmy pacienta z koagulometru.
Vypocet poméru R (vypoéte se automaticky v automatickém koaguiometru, pfip.
v LIS).

tas vysetiované plazmy

¢as normalni plazmy

Referenéni a varovna rozmezi

Fyziologické hodnoty: 12-16 s (+ 3 s od normalni plazmy),
pomér R =0,80-120

Interpretace vysledkl

Klinické pouZiti: prodlouzeni trombinového ¢asu mize nastat pfi poklesu fibrinogenu
(pod hodnoty 0,6 g/}, za pfitomnosti latek s antitrombotickym uéinkem (FDP,

heparin) nebo u dysfibrinogenémii.
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v

Rizeni jakosti

Pro denni kontrolu piesnosti se pouziva normalni neatestovana kontrolni plazma

Reagencie pro denni kontrolu presnosti:
Coag-Norm, vyrobce firma Diagnostika Stago

Baleni: 100 x 1 ml
Pfiprava: obsah lahvicky nafedit 1 ml vody pro injekce, nechat stat 30 minut pfi

laboratorni teploté a poté jemné protiepat.

Stabilita reagencii pro kontrolu pfesnosti:
Coag-Norm (nafedéna) 15-19°C 4 hodiny
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3.1.6.6. Smésné (korekéni) testy

Faze pied vySetienim

Korekéni (smésné) testy umozniuji odlisit, zda je prodlouzeni koagulaénich ¢asu
zpuisobené defektem koagulagnich faktord (rovnéz nutno vylouéit viiv kumarind &i

heparinu) nebo pfitomnosti inhibitoru v plazmé.

Princip
Vysetiovana plazma se smisi s normalni plazmou v poméru 1:1. Smés se inkubuje 1

hodinu pfi laboratorni teploté a poté se vySetri test, ktery vysel ve screeningu
prodlouzeny. Sleduje se korekce prodlouzenych ¢aslti normaini plazmou. Nedojde-li
ke korekci (normalizaci} koagulaéniho &asu, inkubuje se smés 2 hodiny pfi
laboratorni teploté, opét se vySetii dany test a sleduje se korekce.

Pristroje
Automaticky koagulometr STA Compact (STA-R)

Reagencie
Normalni smésna plazma pro korekce:

Pouziva se smésna plazma od minimainé 5 pacientt s normalnimi hodnotami
zakladnich koagulaénich testl.

Dalsi reagencie dle pouZitého testu.

Piiprava k ¢innosti

Normalni smésna plazma pro korekce:

Pfipravuje se stejnym zplUsobem jako plazma pacienta = dvojnasobna centrifugace,
filtrace pfes trombocytarni filtr. Poté se plazma rozpipetuje do mikrozkumavek a
zamrazi pfi -70 °C.

Zamrazena plazma se rozmrazi pfi teploté 37 °C a vytemperuje na 37 °C.

Priprava reagencii viz pfisiudné testy.

Pracovni postup

Pfiprava smési:
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o Smisit jeden objemovy dil vySetfované plazmy s 1 objemovym dilem normaini
plazmy (do plastové zkumavky pipetovat napt. 0,5 ml vy3etfované plazmy +
0,5 ml normalni plazmy), promichat.

¢ Nechat inkubovat 1 hod pfi laboratorni teploté.

» Vysetfit sledovany test (nastaveni koagulometru viz pfisiusny test).

¢ Nedojde-li k normalizaci testu, inkubovat dalsi hodinu pfi laboratorni teploté a

znovu vysetfit dany test.

Dokumentace, zpracovani dat a vydavani vysledkll

Odecditaji se koagulaéni ¢asy z koagulometru a sleduje se korekce koagulacnich
¢asli normalni plazmou.
Pro posouzeni, zda doslo ¢i nedoslo ke korekci test(, se vypodita tzv. LCA index
(Rosnerdv index):
¢as smési — ¢as normalni plazmy
LCA = x 100
¢as pacienta

Je-li LCA index < 156 = negativni nalez (doslo ke korekci testu)

Je-li LCA index > 1§ = pozitivni nalez (test se nekoriguje)

ZpUsob vydavani vysledki:

Koagulaéni éasy normalni plazmy a smési vySetfované a normaini plazmy po 1
hodinové event. po 2 hodinovée inkubaci v sekundach.

Pro PT, APTT, APTT-LA a dRVVT se vypocita hodnota poméru R smési po 1
hodinové event. po 2 hodinové inkubaci (vypocet viz pfislusny test).

Interpretace vysledkl

Klinické pouziti: korek&ni test se pouzZiva jako zakladni orientaéni test, ktery pomiize
rozhodnout, zda je prodlouZeni koagulaéniho testu zplsobeno defektem
koagulaénich faktorl nebo pfitomnosti inhibitoru. Pokud se jedna o deficit nékterého
z faktord, dojde po inkubaci s normalni plazmou ke zietelné tpravé nebo normaiizaci
koagulaéniho €asu. Je-li pfitomen inhibitor (protilatka), k Upravé nedojde. Lupus
antikoagulans je bezprostfedné plsobici inhibitor - jeho pfitomnost prodlouzi as
smési jiz po smichani nebo kratké inkubaci.

K rozli$eni (prikazu charakteru) inhibitorli se pouzivaji konfirmacni testy.
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3.1.6.7. Diluéni konfirmacdni testy

Faze pied vysetfenim
APA mohou byt zjiStovany v plazmé na zakladé jejich schopnosti prodiuzovat
koagula&ni testy zavislé na fosfolipidech — lupus antikoagulans. Zvy3ena citlivost

reagencii je dana sniZzenim mnozstvi fosfolipid(.

Princip
Jedna se o konfirmagéni test, kterym se prokazuje charakter inhibitoru — proti
fosfolipidim nebo fosfolipoproteinovym komplextim. Diluéni konfirmaéni testy jsou
testy, u kterych se vyuZiva snizena koncentrace fosfolipidd. Snizenim mnoZstvi
fosfolipid( v testovacim systému dochazi v pfitomnosti LA k vyraznému prodlouzeni
¢asl ve srovnani s asem normalni plazmy.

Pristroje
Poloautomaticky koagulometr ST4

Reagencie
o Redé&na APTT reagencie

Pro pfipravu fedéné APTT reagencie se pouZiva reagencie uvedena v testu pro
stanoveni APTT.

e Redéna PT reagencie
Pro pfipravu fedéneho tromboplastinu se pouziva reagencie:
Aktivovany tromboplastin, vyrobce firma EXBIO Olomouc s.r.o.
Baleni: 10 x 5 ml lyofilizovaného aktivovaného tromboplastinu pfipraveného z lidské
mozkové tkané acetonovou dehydrataci

¢ Normalni smésna plazma:
Pouziva se smésna plazma od minimalné 5 pacientl s normalnimi hodnotami
zakladnich koagulaénich testo.

¢ 0,025 mol/l CaCl,

¢ Voda pro injekce



Stabilita reagencii viz tabulka &. 9:

Tab. ¢. 9
Redé&né reagencie 18-25 °C | 8 hodin
18-25 °C | 8 hodin
Normalni smésna plazma
-70 °C 3 mésice

Piiprava k &innosti

Priprava biologického materialu: zamrazené vzorky plazem rozmrazit pii 37 °C a
vytemperovat na 37 °C, pfed vySetfenim Setrné promichat.

Priprava reagencii:
o Redéna PT reagencie pro diluéni konfirmaéni testy:
Obsah lahvi¢ky s tromboplastinem EXBIO nafedit 5§ ml vody pro injekce,
nechat stat 30 min pfi laboratorni teploté, poté jemné promisit. Takto pfipravenou
reagencii dale nafedit vodou pro injekce v poméru 1:500, promichat.
e Redé&na APTT reagencie pro diluéni konfirmaéni testy:
Nafedénou APTT reagencii dale nafedit vodou pro injekce v pomeéru 1:8, promichat.
¢ Normalni smésna plazma:
Smésna plazma pfipravena stejnym zplsobem jako plazma pacienta =
dvojnasobna centrifugace, filtrace pfes trombocytarni filtr. Plazmu rozpipetovat do
mikrozkumavek a zamrazit pfi -70 °C. ZamraZenou plazmu rozmrazit pfi teploté
37 °C a vytemperovat na 37 °C, pied vy3etienim Setrné promichat.
s Roztok 0,025 mol/l CaCly:
Pfipraven k pouziti.

Pracovni postup
s Provést APTT test s fedénou APTT reagencii (1:8) a protrombinovy test s

fedénou PT reagencii (1:500), viz nastedujici postup.

* Na poloautomatickeém koagulometru zméiit Cas pacienta a ¢as kontroly
(vysledné &asy jsou vyrazné delsi neZ koagulaéni ¢asy, které ziskame
s nefedénymi reagenciemi). Vysetireni se provadi duplicitné.
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» APTT fedény 1:8 — pipetovat 0,1 ml fedéné APTT reagencie + 0,1 ml
plazmy, nechat inkubovat 3 min, pfidat 0,1 ml 0,025 mol/| CaCl, a zadit
méfit koaguiaéni ¢as.

= PT fedény 1:500 — pipetovat 0,1 ml fedéné PT reagencie + 0,1 ml
plazmy, nechat inkubovat 5 min, pfidat 0,1 ml 0,025 mol/l CaCl; a zadit
méfit koagulaéni ¢as.

¢ V piipadé, Ze je koagulacni &as prodlouZeny (R> 1,20), inkubujeme 1 dil
vysetfované plazmy s 1 dilem normalni smésné plazmy 1 hodinu pfi 37 °C a

poté vysetiime diluéni konfirmaéni test smési.

Dokumentace, zpracovani dat a vydavani vysledki

Z poloautomatického koagulometru odedist €asy pacienta a ¢asy normalni smésné
plazmy, zanést do LIS.

Vypoditat pomér R (vydélit primérny ¢as pacienta primérnym ¢asem normalni
smésné plazmy).

Zphsob vydavani vysledki:
Specialni hodnocent.

Interpretace vysledku
Konfirmacni testy v ramci laboratorni diagnostiky protilatek typu LA slouZi k prikazu

charakteru inhibitoru. V pfitomnosti protilatky typu LA jsou koagulaéni Casy
vySetfované plazmy vyrazné prodlouzené (ve srovnani s normaini plazmou) a po
inkubaci s normalni plazmou nedojde k normalizaci testu.

Vzhledem k nizké specifité diluénich konfirmacnich testl je jejich vyznam v priikazu
charakteru inhibitoru pomérné maly.
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3.1.6.8. Neutralizacni konfirmaéni test

Faze pred vysetienim

Vysetfeni slouzi jako konfirmacni test v ramci laboratorni diagnostiky protilatek typu
lupus antikoagulans.

Princip
Vysetfovana plazma je inkubovana pfi teploté 37 °C s hexagonalni a bez

hexagonalni struktury fosfatidyletanolaminu. V dalsi fazi je v obou systémech
stanoven APTT za pouZiti reagencie citlivé k LA. Jsou-li ve vySetiované plazmé
piitomny protilatky typu LA, dojde k jejich neutralizaci hexagonalni strukturou
fosfatidyletanolaminu, to zplisobi zkraceni koaguia¢niho ¢asu v systému

s hexagonalni strukturou fosfatidyletanolaminu v porovnani s koagulaénim ¢asem
systému bez hexagonalni struktury fosfatidyletanolaminu. Jestlize je rozdil ¢asu vétsi
nebo roven 8 s, je piitomnost protilatek typu LA v plazmé potvrzena (Triplett, 1993).

Pristroje
Poloautomaticky koagulometr ST4

Reagencie
Set: STACLOT LA, Diagnostika Stago

Baleni:

¢ 2 x 1 milahvicka s pufrem (reagencie 1)

e 2 x 0,25 ml lahviCka s lyofilizovanou hexagonalni strukturou
fosfatidyletanolaminu (reagencie 2)

¢ 4 x0,5 ml lahvi¢ka s lyofilizovanou normalni plazmou obsahujici inhibitor
heparinu (reagencie 3)

¢ 2 x 1 mllahviéka s lyofilizovanou PTT-LS reagencii obsahujici cefalin a
silikonovy aktivator (reagencie 4)

e 2 x 1,5 mlfediciho roztoku (reagencie 5)

Reagencie neobsazené v setu:
¢ STA CaCl; 0,025 mol/l, vyrobce firma Diagnostika Stago
Baleni: 24 x 15 ml
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¢ Voda pro injekce

Stabilita reagencii viz tabulka €. 10:
Tab. ¢. 10

2-8 °C | 24 hodin

Reagencie 1 (po otevieni)

20 °C | 8 hodin

2-8°C | 1den
Reagencie 2 (po nafedéni)

20 °C | 8 hodin

Reagencie 3 (po nafedéni) 20 °C | 8 hodin (nezamraZovat!)

2-8°C | 1den
Reagencie 4 (po naiedéni) :

20 °C | 8 hodin
Reagencie 5 (po otevieni) 2-8 °C | do exspirace

Priprava k €innosti
Priprava biologickeho materialu:

ZamraZené plazmy rozmrazit pfi teploté 37 °C a vytemperovat na 37 °C. Pied
vySetfenim Setrné promichat.

Pfiprava reagencii:

o Reagencie ¢. 1: je pfipravena k pouZiti.

e Reagencie €. 2: obsah lahvi¢ky rozpustime v 0,25 ml vody pro injekce, jemné
promisime. Pfed pouzitim nechame stat 15 min pfi laboratorni teploté.

o Reagencie €. 3: obsah lahviky rozpustime v 0,5 ml vody pro injekce, jemné
promisime. Pied pouzitim nechame stat 15 min pfi laboratorni teplotée.

e Reagencie &. 4: obsah lahvitky rozpustime v 1,0 ml fediciho roztoku, jemné
promisime. Pied pouzitim nechame stat 15 min pfi laboratorni teploté.

e Reagencie €. 5 a roztok 0,025 mol/l CaCl, jsou pfipraveny k pouZiti.
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Pracovni postup (viz tabulka ¢. 11)

Tab. €. 11

Kyveta 1 Kyveta 2

(37 °C) (37 °C)
Vysetifovana plazma (nebo kontrola) 25 i 25 ul
Reagencie 1 (pufr) 25 -
Reagencie 2 (hexagonalni struktura fosfolipidd) - 25 pl
Smisit a inkubovat po dobu 9 minut 9 minut
Reagencie 3 (normalni plazma) 25 yl 25 i
Smisit a inkubovat po dobu 1 minuty 1 minuty
Reagencie 4 (PTT-LS) 50 pl 50 pl
Smisit a inkubovat po dobu 5 minut 5 minut
0,025 molfi CaCl; {pfedehfaty na 37 °C) 50 ul 50 pl

Ihned po pfidani roztoku CaCl, zacit mé&fit koagulaéni ¢as.

Zaznamenat koagulacni ¢as CT, CT.

Charakteristika spolehlivosti

Vysledky vy$etfeni mohou byt ovlivnény pfipadnou antikoagulagni lé¢bou (v setu je
obsaZen inhibitor heparinu, ktery zplsobuje necitlivost testu k hladinam heparinu do
1 1U/mi).

Set obsahuje normalni plazmu, ktera v pritomnosti nedostatku nebo nedostateéné
funkce nékterého z faktorll mize vést ke korekci hodnoty. Jestlize nedojde ke
zkraceni koagulacnich ¢ast v testovaném systému, pak jde ziejmé o pfitomnost
inhibitord plazmatickych koagulaénich faktorl a je nezbytné pouzit testy k jejich
presnému zjisténi.

Citlivost: bylo zjisténo, Ze test je vysoce citlivy k LA pozitivhim plazmam.

Specifita: test ma vysokou specifitu, vechny testovaneé normalni plazmy, plazmy
pacientdi léGenych dikumariny, heparinizované plazmy do 1 1U/ml a deficitni plazmy
davaly negativni vysiedky.

Dokumentace,zpracovani a vydavani vysledku

Porovnavaji se koagulaéni ¢asy ziskané v kyveté 1 (CT1) a v kyveté 2 (CT2).
Vypoéita se rozdil CT1- CT2.
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Zpusob vydavani vysiedkl: éasovy rozdil v sekundach.

Referenéni a varovna rozmezi

Fyziologické hodnoty: negativni nalez (€asovy rozdil < 8 s)

Interpretace vysledki (viz tabulka &. 12)

Diagnostika LA je obtiZna pro riznou citlivost reagencii a heterogenitu LA.
Neutraliza¢ni konfirmaéni test s hexagonalnimi fosfolipidy slouzi k prikazu
charakteru inhibitoru (tfeti faze laboratorni diagnostiky protilatek typu LA).

Zkraceni koagulacniho ¢asu CT2 o 8 sekund a vice ukazuje na to, Ze v kyveté 1 se
projevuje Ucinek antifosfolipidovych protilatek na prodiouzeni APTT, kdeZto v kyveté
2 je tento tdinek neutralizovan pfidanim hexagonalinich fosfolipidd. Casovy rozdil 8
sekund plati pro poloautomaticky koagulometr ST4.

Tab. €. 12
CT{-CT:2 Interpretace
<8s Negativni nalez
>8s Pozitivni nalez

Zaporné hodnoty rozdilu ¢asli nemaji Zadny klinicky vyznam a vysledek

vysetiovaného vzorku je posuzovan jako negativni nalez.
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4. DISKUSE

V této ¢asti prace jsou diskutovany vysledky testd vzorkd plazem vysetienych
v hematologické laboratofi |l. Interni kliniky — Oddéleni kfinické hematologie Fakultni
nemocnice Hradec Kralové.
spravné zpracovani vySetfovaného materialu. K vy3etfeni se pouziva prakticky
bezdesti¢kova plazma, proto jsme odebrané vzorky citratové krve dvojnasobné
centrifugovali a poté jsme plazmu ihned pouZili k vysetieni. Pokud plazma nebyla
ihned pouZita k vySetieni, plazmu jsme pfefiltrovali pfes trombocytarni filtr a zamrazili
v hlubokomrazicim boxu.

NejCastgji pouZivanym testem ve screeningu je APTT citlivy na LA a dRVVT
test. | v naSem souboru pacientl byly ve screeningu pouZity tyto dva testy. Navic
jsme pro vylouéeni antikoagulaéni Ié¢by, ktera mize ovlivnit vysledky testd, proved|i
stanoveni také zakladnich koagula&nich testt jako PT, APTT a trombinovy test.

V pfipadé pozitivity nékterého z testll ve screeningu jsme provedli smésné
testy. | kdyz je protilatka typu lupus antikoagulans ve vétsiné pfipadl bezprostfedné
plsobicim inhibitorem a pfevazné neni nutné u smésnych testll pouZit inkubaci,
pfesto jsme radé&ji smés vydetfované a normalni plazmy inkubovali jednu eventualné
i dvé hodiny.

Jako konfirmadni test, ktery potvrdi pfitomnost inhibitoru typu LA, byva
nej¢astgji pouzivan destiCkovy neutralizaéni test se zvySenou koncentraci fosfolipida.
U nadeho souboru pacientll jsme pouZili konfirmaéni neutralizaéni test, ktery vyuZiva
schopnosti fosfolipid(i v hexagonalni fazi vazat protilatky typu lupus antikoagulans.

Vysetfovany soubor 26 pacienti tvofilo 15 Zen a 11 muzl. V tabulce &. 13 jsou
uvedeny vysledky screeningovych testlt 10 pacientl. U t&chto vySetfovanych vzorki
plazem vysly screeningové testy negativni, tedy hodnoty test(i byly ve fyziologickém
rozmezi. | pfesto byl v ramci porovnani citlivosti zachytu jednotlivych testi u v8ech
vzork(, tedy i u negativnich, vySetien desti¢kovy neutralizaéni test. U véech 10
vzork( vySel negativni nalez, to znamena rozdil ¢asti mensi neZ 8 sekund.

V tabulce €. 14 jsou uvedeny vysledky testl 5 vySetiovanych pacient(. Tito
pacienti méli prodlouzené koagulaéni &asy ve screeningu — vSichni méli prodlouzené
APTT, 4 prodlouzené APTT-LA a pouze v jednom pfipadé bylo prodlouzené také
dRVVT. U té&chto prodlouZenych testl se vySetiily smésné testy. U 2 pacient(l doslo
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po inkubaci s normalni plazmou ke korekci APTT a APTT-LA, v obou piipadech bylo
prodlouZeni ve screeningu pravdépodobné zplisobeno deficitem nékterého

z koagulaénich faktord. U dalSich 3 pacientlt nedoslo ani po dvouhodinové inkubaci
s normalni plazmou ke korekci testil (APTT, APTT-LA, dRVVT) - byla tak prokazana
piitomnost protilatky. Konfirmaéni neutralizaéni test s hexagonalnimi fosfolipidy vysel
ve véech 5 pfipadech negativni — nejednalo se tedy pravdépodobné o protilatku typu
jupus antikoagulans {(mohlo jit napfiklad o specifickou protilatku namifenou proti
nékterému z koagulac¢nich faktor().

V tabulce &. 15 jsou uvedeny vysledky 11 vySetfovanych pacientd. U vSech
téchto vysetfovanych vzorkl plazem vysly minimalné dva ze screeningovych test(
prodlouzené, v 8 piipadech byly tfi z testl pozitivni - u v8ech pacientl bylo
prodlouzené APTT a APTT-LA, u 8 vySetfovanych vzorkd byl prodiouZzeny také
dRVVT, u 2 pacienti: byl zaroven prodiouzeny PT. U prodlouZenych testl se vySetiily
odpovidajici smésné testy. U APTT testu doslo ke korekci pouze u jednoho
vySetfovaného vzorku, u APTT-LA nedosio ke korekci ani v jednom pfipadé, u
dRVVT doslo ke korekci u 2 pacientil a u PT doslo v obou pfipadech ke korekci
testu. Ve vSech 11 pfipadech vySel pozitivhi neutralizacni konfirmacni test
s hexagonalnimi fosfolipidy - byla prokazana protilatka typu lupus antikoagulans.

Porovname-li v souboru vySetfovanych pacienti citlivost zachytu jednotlivych
testd ve screeningu, vychazi nam pro APTT i APTT-LA 100% citlivost, pro dRVVT
vSak pouze 81% citlivost, pro smésné testy je citlivost zachytu u APTT-LA 100 %,
APTT 91 % a pro dRVWT 78 %.

Dale porovname-li LCA indexy u smésnych testll a pozitivitu desti¢kového
neutralizaéniho konfirmaéniho testu (rozdil ¢asu) zjistime, Ze APTT-LA byl fale$né
pozitivni v 7 % pfipad(, dRVVT v 11 % a APTT v 19 % pfipadl, pokud jde o fale$nou
negativitu nachazime u APTT-LA 0 %, u APTT 6 % a dRVVT dokonce ve 22 %
ptipadd (porovnani provedeno téZ graficky - viz grafy &. 1-3).

Z vysledkl tedy vyplyva, Ze u vybraného souboru pacientll ma test APTT-LA
nejvyssi senzitivitu a zaroven nejvyssi specifitu k lupus antikoagulans. Zaroven
vysledky vysetfeni potvrzuji skuteénost, Ze laboratorni diagnostika protilatek typu LA
neni jednoducha, protoze testy pouZivané ve screeningu nejsou citlivé pouze k LA,
v nékterych piipadech mohou byt vysledky testl ve screeningu naopak fale$né
negativni. Z téchto dlvod( je nezbytné postupovat v ramci laboratorni diagnostiky
protitatek typu LA vySe uvedenym zplisobem, to znamena nejdfive provést

44



screeningové testy, v pfipadé pozitivity nékterého z testili vySetiit smésné testy a
pokud je jejich vysledek pozitivni, potvrdit pfitomnost protilatek typu iupus

antikoagulans pomoci konfirma&nich test.
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5. ZAVER

Laboratorni diagnostika protilatek typu LA je problematicka - je velmi citliva na
spravné zpracovani plazmy, neexistuje 100% citlivy screeningovy test. V pfipadé
prodiouZeni koagulaénich test je nutno vylouéit jiné mozné pficiny, jako je
antikoagulaéni lééba, defekt koagulaénich faktorl &i pfitomnost jinych inhibitord.

Z téchto diivodii se doporucuje provadét laboratorni diagnostiku lupus antikoagulans
pouze ve specializovanych hematologickych laboratofich.

Vzhledem k vy3e uvedenym skuteénostem byly stanoveny tii vySetfovaci
stupné k identifikaci lupus antikoagulans: alespon jeden z testl ve screeningu musi
vyjit prodlouZeny, nasleduje vylouéeni jiné mozné pfidiny prodlouZeného testu
pomoci smé&snych testll a nakonec je nutny priikaz charakteru inhibitoru
prostfednictvim konfirmacnich testd.

Z vybraného souboru 26 pacientl byla v 11 pfipadech prokazana protilatka
typu lupus antikcagulans. Ve v8ech 11 pfipadech byly spinény podminky
k identifikaci protilatek typu lupus antikoagulans — pozitivni screening, pozitivni
smésné testy a pozitivni konfirmacni test.



6. ZKRATKY

ACLA
APA
APTT
APTT-LA

dRVVT
LA
LCA
LIS
PNT
PT
INR

antikardiolipinové protilatky
antifosfolipidové protilatky

aktivovany parcialni tromboplastinovy test
aktivovany parcialni tromboplastinovy test citlivy k lupus
antikoagulans

fedény test s jedem Russelovy zmije
fupus antikoagulans

Rosnertv (LCA) index

laboratorni informacni systém

destickovy neutralizaéni test
protrombinovy test

mezinarodni normalizovany pomér

imunogliobulin
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