Laboratorni testy k diagnostice poruch hemostazy
+

Monitorovani antikoagulacni terapie

Petr Dulicek
IV. Interni hematologicka klinika, FN a LF v HK



Dokonale vyvazeny KF, jejich inhibitors, trombocytd
+ fibrinolytickeho systemu

Slouzi:

— spontannimu krvaceni

- k adekvatnimu krvaceni po poranéni

Hemostaticke mechanizmy jsou diky vrozenym faktorim
poruseny ( vychyleny ) smérem ke krvaceni a tito jedinci
maji vétsi riziko vyskytu spontanniho krvaceni Ci

krvaceni po intervencnim zakroku
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(TF) a FVIla. Malé mnozstvi f. Vlla je stale pritomno v krvi a vyckava
na setkani s TF, jenz je uvolnén pri poranéni, zanétu atd.

I
FVlla autoaktivuje FVII na f. Vlla

I
Komplex TF-Vlla

nasledné aktivuje faktory IX a X.

Faktor Xa aktivuje dalsi molekuly FVII
generuje vznik malého mnozstvi trombinu
I
Toto mnozstvi neni sice dostatecné pro tvorbu fibrinového koagula
ale je schopno prevzit vedeni koagulace



Pusobenim trombinu k aktivaci FV, FVIII a FXI.

FXla aktivuje molekuly FIX na FIXa - soucast
tzv. vnitrniho tenazového komplexu

Trombinem soubézné vyvolana aktivace Plt a Leu - exprese
negativné nabitych fosfolipidu na povrchu Plt — umozni vazbu
FIXa, FVllla a FVa

Trombin aktivuje — endotelie -do prokoagulacniho stavu
(intaktni endotel produkuje radu latek pusobicich proti hemostaze —
napfr. prostacyklin, NO a trombomodulin).

Vysledek faze amplifikace- vznik vétsiho mnozstvi trombinu
- vytvoreni reakcnich povrchu s navazanymi
molekulami aktivovanych faktoru pro komplementaci komplexu



Defekt primarni hemostazy Koagulopatie

trombocytopenie, patie, vaskulopatie hemofilie, deficity KF
von Willebrandova choroba

Typ krvaceni slizniéni, epistaxe, GIT, hematomy, krvaceni
petechie, meno-metroragie do kloubu

Cas vzniku éasny pozdni



Petechiae

Purpura _(/j













Diagnostice vrozenych a ziskanych poruch hemostazy
a to jak stavu krvacivych
tak trombofilnich

Stejné dulezitym krokem je spravna znalost jak rodinné, tak osobni
anamnezy

Laboratorni testy :
- rlUzna senzitivita a specificita

- abnormalni vysledek vzdy neznamena problém klinicky.

Laboratorni testy slouzi také k monitorovani terapie antikoagulacni



K ziskani spravnych hodnot pfi laboratornim vysetfovani je nutno
dodrzovat zasady spravneé laboratorni praxe.

1/ spravného odbéru krve (atraumaticky)

2/ pouziti spravnych zkumavek a antikoagulacniho roztoku (zejména
doporucovaného poméru odebrané krve a antikoagulaéniho roztoku)

3/ véasného dodani vzorku do laboratore.

Vice nez 90% nespravnych vysledku je zpusobeno chybou v
této , preanalytické , fazi, nikoliv pri vlastnim stanoveni.



1. z hlediska vysetrovaného systému

a, primarni hemostaza

b, plazmaticka cast koagulace

c, vySetreni inhibitoru krevniho srazeni
d, fibrinolyticky systém

2. dle specificity vysetreni

a, globalni, nespecifickeé testy
b, specificické, cilené vysetreni vysetreni



1. Testy neselektivni, - globalni, tj. postihujici bud jeden celek
(euglobulinova fibrinolyza) nebo vice systému (srazlivost)
- skupinove — screeningové
(zachytné), které umoznuji rozliseni napr. poruch ve vnitfni Ci zevni
cesté krevniho srazeni apod.

2. Testy selektivni, které vysetruji jednotlivé slozky systému koag.f

Pri vysetreni hemostazy neselektivnimi skupinovymi testy si musime
uvedomit nasledujici:
— Vysledky ,in vitro“ vzdycky nemusi odrazet stavu in ,,vivo®,

jejich prodlouzeni nemusi vzdy znamenat sklon ke krvaceni, ale naopak sklon k
trombdze

® Normalni hodnoty nevylucuiji krvacivy stav

Obecneé plati, ze snadnéjsi a presnéjsi je dostupnymi testy vysetreni
plazmatické casti koagulace nez vysetreni primarni hemostazy.



Vysetreni cévni stény

Vysetreni rezistence kapilar (Rumpellv — Leede test). Hodnoti se
pocet petechii, které se vytvori na ploSe 16 m? (na predlokti) po
10 minutové kompresi manzetou tonometru pri tlaku 80 mm Hg.

Jako pozitivni se hodnoti nalez 10 petechii.

Je pozitivni u trombocytopenii, trombocytopatii, nékterych vaskulopatii
¢i von Willebrandové nemoci.



Vysetreni rezistence kapilar petechiometrem (orientacni)

Kloboucek vyvévy prilozime na predlokti, vytvorime podtlak 300 mm
Hg na dobu 45 sec. a provedeme odecteni petechii pod klobouckem.
Normalni vysledek: Pocet petechii < 10.

Test je pozitivni: u cévnich purpur a u trombocytopenii a
trombocytopatii. Test mUze byt pozitivni i kdyz doba krvacivosti je
normalni.



Doba krvacivosti

- rlzném zpusoby
- Vzhledem k nevyhovujici standardizaci klasické metody dle Duka
se postupné objevily i dalsi metody.

Metoda podle Dukeho:

Sleduje se doba nutna k zastave krvaceni po standardnim vpichu

do usniho lalticku nebo do paticky u kojence. Metoda je méné presna,
dnes jiz pouzivame zridka.

Normalni hodnota: 2 — 5 min.

Prodlouzena doba je u trombocytopenii, trombocytopatii
- funkcnich poruch desticek, u von Willebrandovy choroby,

IIIII



Metoda s pouzitim standardni incize na predlokti
(standardized template method)- Simplate
Predlokti na volarni strané otreme desinfekcnim roztokem.

Na pazi prilozime manzetu tonometru a nafoukneme na 40 mm

Hg a pritomto tlaku udrzujeme po celou dobu trvani testu. V miste
bez patrnych povrchovych zil pevné prilozime template se
skalpelovym ostrim uzpusobenym tak, Zze zpusobi standardni incizi
délky 9 mm a hloubky 1 mm.

Krev z linearni ranky odsavame v pravidelnych 15-ti sekundovych
intervalech az do zastavy krvaceni. Bohuzel nékdy zustavaji na
predlokti drobné jizvy.

Normalni hodnota: 3 —9 min. Prodlouzeni trombocytopenie,
trombocytopatie, von Willebrandova choroba, vaskulopatie,
afibrinogenémie, antiagregacni terapie



Agregace desticek
Princip metody tkvi v tom, ze se fotometricky méri a graficky
zaznamenava intenzita svetla prochazejiciho destickami bohatou
citratovou plazmou po pridani prislusného induktoru

J
(ADP, kolagen, adrenalin, trombin, Ristocetin) nebo léku.

Y
Pri agregaci desticek se plazma vyCeruje a intenzita
prochazejiciho svéetla se zvysuje.



Vysetreni funkce trombocyti pomoci systému PFA-100

(platelet function analyser)

Dnes nejrozsirenéjsi zachytny test pro vysetreni destickovych funkci,
zejména na interakci s VWF.

velmi senzitivni na adhezi a agregaci trombocytU zavislou
na VWEF, Gl Ib, Gl lIb/IlI.

Vzorek krve je aspirovan do 2 kartridzi, potazenych
kolagenem/adrenalinem (primdarné zachytné)

resp.kolagenem a ADP (adenosin 5°- diphosfatem,

kterou lze identifikovat uziti latek obsahuijici kysel. acetylosalicylovou).

Je snahou napodobit situaci in vivo (smykové treni) a zmérit cas
do vytvoreni krevni zatky.



Normalni rozmezi je 78 — 199s u kartridze s kolagenem/adrenalinem
55 —-137s u kartridze s kolagenem a ADP. 1.

PFA-100 ma vysokou negativne prediktivni hodnotu , pri

normalnim nalezu az na malé vyjimky (primarni defekt sekrece,
mirna forma von Willebrandovy choroby typ ) neni porucha primarni
hemostazy a dalsi vysetreni vtomto sméru neni nutné.



- tj.vnitrniho ¢i zevniho systému, spolecné cesty koagulace)

Aktivovany parcialni tromboplastinovy cas (aPTT)

Slouzi k vysetreni poruch vnitfniho systému aktivace tromboplastinu.
Princip: Vysetrujeme koagulaci citratoveé plazmy po pridani kalcia,
fosfolipidu (kefalinu) a latky umoznujici aktivaci faktoru Xll kontaktem
(kaolin, celit, kys. ellagova).

Pohybuje se mezi 35 -45 s podle druhu reagens.

Za patologické se poklada prodlouzeni o vice nez 10 sekund ve

srovnani s kontrolni hodnotou.

Jinou moznosti je vyjadrovat vysledky jako pomér ¢asu R (ratio), tj. ¢asu
testované plazmy/ ¢asu kontrolni plazmy. Za normalnich podminek se

R pohybuje v rozmezi 0,8 -1,2.



aPTT je prodlouzeno:

Pri nedostatku faktoru vnitrniho srazeciho systému (XII, XI, IX, VIII).
k monitorovani antikoagulacni |lécby heparinem. UFH jednoznacné
prodluzuje aPTT

aPTT se pouziva rovnéz jako skriningového testu na lupus
antikoagulans (antifosfolipidové protilatky).

Pri terapii DOAC — dabigatranem



Tromboplastinovy cas (protrombinovy cas, Quicktv test, PT).

Tento test byl poprvé popsan Quickem v r. 1935, proto se dodnes
pouziva termin Quicklyv cas.

Princip: Méri se doba srazeni citratove plazmy po pridani
tromboplastinu (tkanového faktoru) a kalcia.

Normalni hodnota : 14 — 15 sekund.

Pri vyjadreni pomoci INR: < 1,2

INR : (International Normalized Ratio), ISI:
(International Sensitivity Index)

protrombinovy cas testované plazmy ™
INR = oo e

protrombinovy Cas kontrolni plazmy



Protrombinovy cas je prodlouzen:

- Izolované pri deficitu F VII, po zahajeni antikoagulacni terapie
kumarinem, inicialni fazi

- DIC Ci jaterni |ézi, velmi individualné (dle pouzité reagencie) pri
terapii rivaroxabanem

- Kombinované (s aPTT) pfi snizeni koncentrace Fll, FV, FX, pri
nizké hladiné fibrinogenu,
pri lécbé kumarinem,
pri deficitu vitaminu K
pri kombinovaném deficitu F V a F VIII
dilucni koagulopatii (masivni transfuze)



Protrombinovy Cas se v klinické praxi ma udavat v :
sekundach

v poméru ¢asl pacient/normalu, nikoliv jako INR.

To slouzi k monitorovani antioagulacni terapie warfarinem.

antikoagulacni terapie warfarinem vyjadrovalo:
. jako pomeér ¢ast — R (testovand plazma/k)
: vV % normalni koagulacni aktivity (drive)

- PT + néktery dalsi test: hepatopatie, DIC, LA, def., malabsorpcni
-syndrom



Trombinovy cCas

Princip: Mérime dobu srazeni citratové plazmy po pridani trombinu,
t.j. Cas nutny k premeéne fibrinogenu na fibrin.

Normalni hodnota je 10 — 15 sekund.

Trombinovy cas je prodlouzen pri:
a, snizené hladiné fibrinogenu (hypo Ci afibrinogenémii)
b, dysfibrinogenemii
c, léCbé heparinem (nemeéritelné hodnoty), ale i LMWH (méfitelné hodnoty)
d, Iécbé dabigatranem (neméritelné hodnoty)
e, pri fibrinolytické terapii (kdysi se vyuzival pfi monitorovani lé¢by streptokinasou)
f, pfi pritomnosti FDP (fibrin/fibrinogen degradacnich produktt)
g, muze byt pri pritomnosti paraproteinu
h, pri pritomnosti protilatky , heparin-like antikoagulans®, napt.
pri malignitach, mnohocetném myelomu



Stanoveni fibrinogenu

Koagulacni metoda podle Clausse: Princip: Doba koagulace
zfedéne citratoveé plazmy po podani trombinu je zavisla a neprimo
umirnéna koncentraci fibrinogenu: Hodnotu fibrinogenu
odecteme z kalibraéni krivky. Normalni hodnota: 2 — 5 g/I.



slouzi k prevenci VTE
terapii vendézniho tromboembolizmu (VTE)
Prevence embolizace pri FIS

Léky

- hepariny: UFH, LMWH

- kumariny

- DOAC:s (direct oral anticoagulation drug)

Hepariny se pouzivaji v terapii akutni VTE — brani
dalsi generaci trombinu — apozici trombu

Kumariny se pouzivaji v sekundarni prevenci VTE - v
prevenci rekurence VTE



Hepariny
- nefrakcinovany heparin — UFH
- frakcionovany heparin — nizkomolekularni - LMWH

V terapii a v prevenci VTE

Terapie VTE pomoci UFH
UFH — Antitrombin — inhibitor serinovych proteaz - F X, F Il
F XII, F XI, FIX
- TFPI
- mnoho desitek let terapie volby akutni VTE — DVT a PE
terapii nutno monitorovat —



Normalni hodnoty aPTT — dle typu reagencie — pomér
casu vysSetfovaného / normalu
aPTT je testem pro — zachyt deficitu faktor( vnitrni cesty
F XII, FXI, FIX, FVIII
- zachyt protilatky typu LA
( lupus antikoagulans )
- k monitorovani terapie UFH

Pomér aPTT plasmy nemocného Ié¢eného UFH / normalu
-zavisi na typu reagencie — citlivosti k Heparinu — drive
-Pomeér: 1,5 — 2, dnes vétsinou 2-4

-Pri monitorovani je nutno zachovat urcita pravidla -

- odbér ze zily a atraumaticky, vysetreni do 2 h po odbéru

- Uprava davky UFH dle vysledkul — prvni den terapie 4x
dale staci 2x denné



Nevyhody monitorovani terapie UFH
- interference UFH s radou bilkovin plazmy
- nelze pri deficitu AT Il

Pokazdé neodpovida hodnota APTT hladiné UFH v plasmeé

LMWH - nizkomolekularni hepariny
-chemickou ¢i enzymatickou depolymerizaci UFH —
- pomeér F Xa/ Flla — antitromboticky / antikoagulacni
dnes jsou na |. misteé v terapii a v prevenci VTE
-maji nékolik vyhod — delsi biologicky polocas
- vétsi biologickou dostupnost
- predvidatelnéjsi efekt
- nizsi riziko krvaceni a HIT
- terapii neni nutno monitorovat
( pouze u malych déti a jedincu s nedostatecnosti ledvin )



Pokud je nutné terapii monitorovat — pomoci
stanoveni antiXa

rozmezi antiXa — dle typu LMWH-0,5-1,1:v
intervalu

3 -4 h po s.c. aplikaci

Terapie kumarinem

Interference s K1 vitamin dependentnimi faktory
FIl, FVII, FIX, FX - porusena funkce - karboxylace
Dnes se u nas pouziva Warfarin

Protrombinovy cas: od 80. let INR



INR ( International Normalized Ratio )

INR - pomeér casu vySetrované plazmy ISI

c¢as normalu

ISI: Index senzitivity - International Sensitivity Index

Citlivost tromboplastinu k tromboplastinu WHO

- umozni porovnavat vysledky antikoagulacni terapie -
srovnatelné vysledky kdekoliv na svéte !

INR - mezi 2-3, zridka vice INR mezi 3 - 4

Po nastaveni antikoagulacni terapie - kontroly v 1 meésicnich
intervalech

- interference Warfarinu s radou léku, prijmem vitaminu K



DOAC

rutinné se nemonitoruji

Pokud ano /krvaceni, urgentni vykon/:
Dabigatran: Pradaxa:

Hemoclot /dilutovany trombinovy ¢as/ linearni

zavislost, orientacneé aPTT

Xabany: aniXa nakalibrované na prislusny léky



Vlastnosti

PlUsobeni

Podavani

Davkovani

Nastup plného
ucinku

Biologicka
dostupnost

Biologicky
polocas

Antidotum

Misto vyu€ovani

Monitorovani

Rivaroxaban
Xarelto

Pfimy inhibitor
antiXa

Per os

1x nebo 2xd.

2-4 h

66% nalacno 80%
-100% s jidlem

5-13 h

Ne

35% ledvinami
65% jatry

antiXa

Dabigatran
Pradaxa

Pfimy inhibitor
trombinu

Per os

2x denné

3h

6%

12-17 h

Praxbind

80% ledvinami

Hemoclot

Apixaban
Eliquis

Primy inhibitor
antiXa

Per os

2x denné

2h

50%

9-14 h

Ne

27% ledvinami

antiXa

Edoxaban
Lixiana

Primy inhibitor
antiXa

Per os

1x denné

2 h

62%

10-14 h

Ne

50% ledvinami

antiXa



neni test vhodny k monitorovani

- hodnota zalezi na reagencii (citlivy Neoplastin,
necitlivy Innovin)

- normalni hodnota nevylucuje terapeutickou hladinu
léku

INR - NE
antiXa (kalibrace na rivaroxaban)
Terapeuticka rozmezi : Davkovani 20 mg 1x d.

za 2-4 hod. 22-535 ng/ml
za 24 hod. 6-239 ng/ml



DABIGATRAN
aPTT

Maze byt uZite¢né: T antikoagulaéni aktivity

> 80 s pred dalsi davkou - riziko krvaceni
Zalezi na reagencii a koagulometru
- v rutinni praxi : ™1 nemeritelny
- normalni hodnoty: Vylucuji pritomnost léku

"

Proto — jednoznacné Hemoclot
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HEMOCLOT — linearni zavislost

Linear fit (31.44 +0.1437x)

95% Prediction interval
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APIXABAN
neni test vhodny k monitorovani

INR - NE

antiXa (kalibrace na apixaban)

Davkovani 3-4 h po podani 12 h po podani
2X2,5mg 30-153 ng/ml 11-90
2 X5mg 59-302 22-172

2 x 10 mg 111-572 41-335



Postup pfi krvaceni

Zjistit dobu poZiti léku, kontrola hemodynamiky (TK, P), hemogramu a koagulaénich testii

Lehké krvaceni

» OdloZit ndsledujici davku nebo
dle situace l&¢bu pleruiit

Prerusit lécbu NOAC

Stredni/zavazne krvaceni

» Symptomaticka lécha

* Mechanicki komprese

» Chirurgicka zdstava

» Nahrada cirkulujiciho objemu a hemodyna-
micka podpora

* Krevnitransfize /plasma/ pievody krevnich
destitek pfi < 60x10%

* UdrZovat diurézu

* (Tranexamova kyselina 1gi.v.)

* Eliminace dabi gatranu hemodialyzou

* Pfi nekontrolovatelném zavainém krvaceni
rychld inhibice dabigatranu idarucizima-
bem (Praxbind®) 5 g iv.

Zivot ohroiujici krviceni®

= Zatit ihned s poddvanim :
PCC(251U/kyg)
nebo
* aPCC(FEIBA) 50 U/kg
(FFVIla 90 pg /kg )
» (Pfi ztraté cirkulujiciho objemu krve 50 %
béhem 3 hod. podat iv. 3-4 g fibrinogenu)

= V pripadé dabigatranu antidotum
idarucizimab (Praxbind®) 5g i.v.




CrCl (ml/min) Risk of bleeding Rivaroxaban Apixaban Dabigatran

> 80 Low > 24 > 24 > 24
High > 48 > 48 > 48
50-79 Low > 24 > 24 > 36
High > 48 > 48 >72
30-49 Low > 24 > 24 > 48
High > 48 > 48 > 96
15-29 Low > 36 > 36 Not indicated
High > 48 > 48 Not indicated

<15 No indication for any agent



1/ nekomplikované extrakce zubu lze pfi neprerusované
antikoagulacni terapii
- Warfarinem — INR: 2-3
- DOAC (lépe vzit vecer, nez 2 h pred extrakci)
- LMWH (ne 2 h pred extrakci), to jen pri davce profylaktickeé

J
Neprevadét na LMWH !
Nedoporucovat bez znalosti indikace l1écby jeji vysazeni !

2/ Lze vyuzit lokdlIni formy zastavy krvaceni, véetné fibrin-glue



RUzny vyznam, sila indikace

1/ primarni prevence

2/ sekundarni prevence

3/ stent (DAPT)

1/ Inhibitory cyklooxygenazy: Aspirin, Anopyrin, Godasal

2/ Inhibitory ADP receptor(: Clopidogrel, Trombex, Plavix
nové: Prasugrel (Efient), Ticagrelor (Brilique)

3 Inhibitory lib/llla — Reopro (Integrillin)



1/ Ize pti antiagregacni terapii, pouze zvazit pfi DAPT
2/ u primarni prevence lze na 4-5 dna vysadit

3/ U trombocytopenii
> 50 . 10x9/1 bez obav
20-50 —riziko zvyseného krvaceni: lokalni opatreni
< 20 — nutna priprava koncentratem PLt



HEMOFILIE

1/ Nutna priprava koncentratem F VIII

2/ prakticky vzdy lze ambulantné, kromé vicecetnych,
sekvencné provadénych extrakci u tézké formy hemofilie A Ci B

3/ Lze vyuzit i antifibrinolytika

4/ z praktickych divodud: objedndni na 10 h a dale, ohledné pripravy



Dabigatran Apixaban - Edoxaban - Rivaroxaban
Pokud nenijiné dileditériziko krvicen! alnebo nemain lokalni hemostiza;
pieruSent provést pri nejnizs! hlading NOAC (napf. =12 h nebo 24 h po posledni davce)
Ngie | ek | Mok | Vkér

Sl
15-30 mlfmi nenfindikovan

<13 ml/min neni oficidInf indikace pro pout




