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Souhrn

     Pacienti na jednotce intenzivní péče jsou v kritickém zdravotním stavu, který je často 

provázen koagulační poruchou. Sepse jako hlavní příčina smrti u kriticky nemocných pacientů 

může být provázena jak hyperkoagulačním stavem a tvorbou mikrotrombů v mikrocirkulaci, tak 

i zvýšenou tvorbou endogenních heparinoidů s inhibičním vlivem na krevní srážlivost.

K monitoraci hemodynamiky mají tito pacienti zavedený centrální žilní katetr a arteriální katetr, 

které jsou proplachovány heparinem jako prevence jejich uzávěru. Oba vstupy jsou používány 

pro odběr krevního vzorku na vyšetření krevního obrazu a koagulačních parametrů, včetně 

tromboelastografie (TEG).

     V prvním kroku práce bylo zjišťováno, zda u pacientů se sepsí můžeme očekávat arterio-

venózní rozdíly při interpretaci vyšetření hemokoagulačních parametrů. Tato hypotéza byla 

potvrzena nálezem vyšší koncentrace D-dimerů a nižší aktivitou antitrombinu ve venózní krvi a 

zjištění lze vysvětlit zvýšenou konzumpcí antitrombinu při hyperkoagulačním stavu a 

následnou reaktivní hyperfibrinolýzou. Nekonzistentnost v místě odběru krevního vzorku 

potom může vést k chybné interpretaci patofyziologických procesů v organizmu.

V parametrech TEG signifikantní rozdíly nebyly zjištěny.

     V druhém kroku práce bylo zkoumáno, jak heparin používaný k proplachu katetrů ovlivňuje

srážení krve hodnocené metodou TEG. Ze závěru vyplývá, že jeho vliv na výsledky TEG přímo 

úměrně závisí na jeho reziduální koncentraci v krevním vzorku. S narůstajícím objemem krve, 

která se odebere a znehodnotí (při zpětném proplachu katétru pacientovou krví s cílem 

eliminace heparinu) před samotným odběrem krevního vzorku pro vyšetření TEG, klesá jeho

koncentrace ve vzorku a následně i jeho hypokoagulační vliv. Ve vzorcích odebraných po 

znehodnocení více než 4 ml krve (pětinásobek objemu katétru) již nebyly zaznamenány

signifikantní rozdíly ve sledovaných parametrech TEG. Vzorek tedy již neobsahoval žádný 

reziduální heparin, resp. byl přítomen v tak malém množství, že neovlivnil proces srážení

hodnocený metodou TEG.

     V posledním kroku práce je prezentován účinek heparinázy na retrakci koagula u pacienta 

v těžké sepsi, kdy jsou v krvi přítomné endogenní heparinoidy. Použitím kyvetek s heparinázou 

získáváme obraz hyperretrakce koagula, který je velice podobný obrazu fibrinolýzy. Abychom 

se vyhnuli nesprávné interpretaci výsledků, je lepší u těchto pacientů používat nativní kyvetky 

bez heparinázy.
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Summary

     Patients in the intensive care unit are in critical condition which is often accompanied by a

coagulation disorder. Sepsis as a leading cause of death in critically ill patients may be 

associated with both hypercoagulable state with microtrombi formation in microcirculation and

with increased production of endogenous heparinoids with inhibitory effects on blood clotting. 

Central venous catheter and arterial catheter are established in patients for hemodynamic 

monitoring and these are flushed with heparin to prevent their closure. Both inputs are used for

blood sampling for laboratory tests such as blood count and coagulation parameters, including

thromboelastography (TEG). 

     In the first step of the work, arterio-venous differences in coagulation parameters were 

investigated in patients with sepsis. Higher concentration of D-dimers and lower antithrombin

activity were found in venous blood. This finding can be explained by increased antithrombin

consumption in hypercoagulable state and reactive hyperfibrinolysis. Inconsistency in the site 

of blood sampling may then lead to misinterpretation of the pathophysiological processes in the 

body. No significant differences were found in TEG parameters. 

     In the second step of the work we examined how heparin commonly used for catheter 

flushing affects TEG-assessed blood clotting. Its influence on TEG results depends in direct 

proportion on its residual concentration in the blood sample. With the increasing volume of 

blood withdrawn and discarded before blood sample collection, the concentration of heparin in 

the sample is decreasing together with its hypocoagulable effect on coagulation. In samples 

obtained after discarding more than 4 ml of blood (five times the volume of the catheter) no 

significant differences in monitored TEG parameters were noticed and therefore we can say that 

the sample contained residual heparin in such small quantities that it did not affect the clotting 

process.

     In the last step of the work we present a case where heparinase neutralizes the suppressive 

effect of endogenous heparinoids on clot retraction, leading to a totally different situation. In

patients with severe sepsis we observed hyperretraction of the clot which created a picture 

similar to fibrinolysis. Therefore, to avoid misinterpretation of results in these patients, it is

better to use native cuvettes without heparinase.
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Seznam použitých zkratek

APACHE II Acute Physiology and Chronic Health Evaluation score II 

APTT             activated partial thromboplastin time, aktivovaný parciální tromboplastinový čas

AT III            antitrombin III

DIC              Disseminated Intravascular Coagulation, diseminovaná intravaskulární koagulace

FDP            Fibrin Degradation Products, fibrin degradační produkty

GAG            glykosaminoglykany

HS heparan sulfát

JIP jednotka intenzivní péče

LMWH          Low Molecular Weight Heparin, nízkomolekulární heparin

MODS           Multiple Organ Dysfunction Syndrome, syndrom multiorgánové dysfunkce

MTO              mimotělní oběh

Pa CO2          parciální tlak oxidu uhličitého v arteriální krvi

PT            Prothrombin Time, protrombínový čas 

SD            Standard Deviation, směrodatná odchylka

SIRS              Systemic Inflammatory Response Syndrome, syndrom systémové zánětlivé                 

                       odpovědi

SOFA             Sequential Organ Failure Assessment score

TEG             tromboelastografie

TPA             Tissue Plasminogen Activator, tkáňový aktivátor plazminogénu 

TT             Thrombin Time, trombinový čas 

Klíčová slova: tromboelastografie, sepse, koagulopatie, heparináza, heparin, heparinoidy
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1 Úvod

     Přesnost a spolehlivost laboratorních výsledků hraje nesmírně důležitou roli při hodnocení 

zdravotního stavu pacientů v mnoha medicínských oborech, zejména potom na jednotce 

intenzivní péče (JIP). Pacienti na jednotce intenzivní péče jsou v kritickém zdravotním stavu, 

který je často provázen koagulační poruchou ať už ve smyslu hyperkoagulace nebo 

hypokoagulace (sepse, operace, jaterní selhání…). Jednou z příčin hypokoagulačního stavu může 

být zvýšená tvorba endogenních heparinoidů. K monitoraci hemodynamiky mají tito pacienti 

zavedený centrální žilní katétr a arteriální katétr, které jsou proplachovány heparinem jako 

prevence jejich uzávěru. Heparinový roztok však může ovlivňovat výsledné hodnoty 

vyšetřovaných laboratorních parametrů a vést k chybné diagnostice poruch vnitřního prostředí.

Oba cévní vstupy jsou používány pro odběr krevního vzorku na vyšetření jak krevního obrazu, 

tak i koagulačních parametrů, včetně tromboelastografie (TEG). Nejčastější příčinou smrti 

pacientů na JIP je sepse. Navzdory velkým pokrokům v medicíně všeobecně a zejména v 

intenzivní péči zůstává mortalita sepse s jedním selhávajícím orgánem mezi 20 – 30 %, u dvou 

selhávajících orgánů dosahuje 30 – 40 % a při 3 selhávajících orgánech již přesahuje 70 %. 

Incidence sepse v posledních letech každým rokem stoupá. Dnes je prokázáno, že zásadní roli 

v rozvoji těžké sepse hraje vzájemná interakce imunitního (zánětlivého) a hemokoagulačního 

systému organismu [1]. Místem, které oba systémy spojuje, je endoteliální buňka [2].

Sepse je podle konsenzuální konference intenzivistů, která se konala v Chicagu v roce 1991, 

definovaná jako syndrom systémové zánětlivé odpovědi organismu na infekci a k její diagnostice 

je nutná přítomnost alespoň dvou z následujících příznaků [3] a tyto změny nesmí být projevem 

jiného onemocnění, které je známou příčinou těchto odchylek: 

A. Teplota nad 38 oC nebo pod 36 oC 

B. Srdeční frekvence >90/min 

C. Tachypnoe s frekvencí >20/min nebo projevující se Pa CO2 <4,3 kPa (32 mm Hg) 

D. Leukocytóza >12.109/l nebo <4.109/l nebo více než 10 % nezralých neutrofilů (tyček) 

Vzhledem k nemožnosti splnit bod C při umělé plicní ventilaci se automaticky považuje tento 

bod za splněný, pokud je pacient mechanicky ventilován. 
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1.1 Sepse jako interakce imunitního (zánětlivého) a hemokoagulačního systému 

organismu

Role imunitní (zánětlivé) odpovědi

Důležitou funkci při vzniku sepse hraje endotoxin G– bakterií, dnes většinou označovaný jako 

lipopolysacharid (LPS). Jeho přítomnost není závislá na druhu vyvolávajícího mikroorganismu, 

ačkoliv endotoxin je specifickou součástí zevní membrány pouze G–- bakterií [4]. Mimo to může 

být zánětlivá odpověď organismu modifikována specifickými součástmi G+ mikrobů 

(peptidoglykany a kyselina teichoová), antigeny z buněčné stěny hub a virovými antigeny či 

exotoxiny jako např. toxinem A a toxic shock syndrome toxinem G+ bakterií či heat shock 

proteinem kandid. Klíčovými molekulami v sepsi jsou sérový protein akutní fáze 

Lipopolysacharid Binding Protein (LBP) a rozpustný (solubilní) sCD14. Tyto molekuly 

usnadňují vzájemnou interakci mezi endotoxinem a buněčnými receptory obranného systému 

organizmu. Po mnohaletém zkoumání, které receptory jsou odpovědné za přenos signálu 

intracelulárně, byly v roce 1998 identifikovány Toll-like receptory (TLR) [5]. TLR patří do 

rodiny receptorů rozpoznávajících mikrobiální antigeny přímou interakcí s molekulami na jejich 

povrchu a jsou rozhodující pro aktivaci buněk vrozeného imunitného systému a stimulaci 

zánětlivé odpovědi v boji proti infekci. V lidském genomu bylo doposud identifikováno 13 TLR, 

které zprostředkovávají odpověď imunitního systému na různé komponenty patogenů, včetně 

lipopolysacharidu (endotoxinu) G– bakterií (TLR-4), lipopeptidů buněčné stěny G+ mikrobů, 

bakteriální DNA či prvoků [6]. Toll-like receptory spouštějí intracelulární signální cesty, které 

vedou k aktivaci nukleárního faktoru kappaB, pod jehož vlivem dochází k transkripci řady genů 

zahrnutých do zánětlivé odpovědi. Imunitní odpověď na akutní bakteriální či mykotickou infekci 

zprostředkovávají zejména neutrofily a monocyty s makrofágy, ve kterých se tvoří mediátory a 

regulátory zánětu (cytokiny a chemokiny). Hlavním prozánětlivým mediátorem je tumor necrosis 

factor α (TNF-α), který je zřetelně zvýšený již za 30-90 minut od inzultu. TNF-α stimuluje 

uvolnění cytokinu interleukinu (IL)-1, destičky aktivujícího faktoru (PAF), metabolitů kyseliny 

arachidonové. Mezi další prozánětlivé cytokiny patří IL-6, IL-2 a IL-8, (obrázek 1). Tyto 

cytokiny indukují zvýšenou tvorbu jak adhezivních molekul, tak i molekul tkáňového faktoru 

(tissue factor, TF) na povrchu endoteliálních buněk, monocytů a mokrofágů. Tkáňový faktor je 

hlavní v procesu iniciace srážení in vivo a jeho zvýšená přítomnost vede k prokoagulačnímu 

stavu. Na druhé straně dochází k poškození endoteliálních buněk a jejich antikoagulačních 

vlastností. Tím se prokoagulační stav ještě potencuje.
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Obrázek  1 - Schéma interakce mezi mikrobiálními antigeny a monocytem/makrofágem

SVOBODA, Petr . Od fyziologie k medicíně : Patofyziologie, diagnostika a léčba septických 
stavů [online]. Veterinární a farmaceutická univerzita Brno, 2010. 81 s. PPT prezentace. 
Veterinární a farmaceutická univerzita . 
Dostupné z WWW: cit.vfu.cz/fyziolmed/index.php?option=com_docman&task=doc...
ISBN 978-80-7305-130-3.



12

Hemokoagulační systém

V lidském organizmu se proces koagulace rozbíhá vnější cestou MacFarlanova kaskádového 

modelu. K samotnému odstartování iniciační fáze koagulace je zapotřebí vytvoření komplexu 

tkáňového faktoru (TF) a FVIIa. Tento proces závisí na uvolnění TF z endoteliálních buněk za 

působení prozánětlivých cytokinů. Vytvoření komplexu TF/FVIIa spustí proces trombogeneze. 

Tento komplex, nazývaný jako vnější tenáza, aktivuje FX buď přímo, nebo cestou aktivace 

FIX. Ten spolu s kofaktorem Va vytvoří komplex nazývaný protrombináza, který vede 

k proměně protrombinu na trombin, a výsledkem je tvorba malého množství trombinu. Tato 

iniciační fáze je za normálních okolností blokovaná specifickým inhibitorem (TFPI - tissue 

factor pathway inhibitor). Vytvořením malého množství trombinu končí iniciační fáze srážení a 

začíná propagační fáze srážení. Na jejím začátku vytvořené množství trombinu aktivuje 

trombocyty a další faktory a kofaktory srážení FXI, FV a FVIII. Faktor XI aktivuje FIX, ten 

tvoří komplex s kofaktorem FVa nazývaný vnitřní tenáza. Ta aktivuje znovu FX za vzniku 

protombinázy a výsledkem je vytvoření velkého množství trombinu a následně přeměna 

fibrinogenu na fibrin (obrázek 2). Nestabilní fibrin je v konečném stadiu stabilizován FXIII. Za 

normálních okolností se v organizmu tvoří dostatek dalších inhibičních molekul jako je 

antitrombin, který inhibuje především trombin ale i jiné faktory a protein C, který inhibuje ve 

spolupráci s proteinem S kofaktory FV a FVIII. K aktivaci proteinu C je potřeba spolupráce 

receptoru endoteliálního proteinu C (EPCR) a trombomodulinu (který změnil konformaci po 

navázání trombinu). Aktivovaný protein C má dále řadu příznivých vlastností, jako snížení 

aktivace a adheze neutrofilů, snížení produkce prozánětlivých cytokinů blokádou aktivace 

nukleárního faktoru kappa B a dále narušuje interakci endotoxinu s monocytárním receptorem 

CD14 [7]. Posledním antitrombotickým systémem je systém fibrinolýzy. Fibrinolýzu zajišťuje

enzym plazmin, který vzniká z plazminogenu. Ten je tvořen v játrech. Aktivace plazminogenu 

je zahájena současně s aktivací koagulace. Na aktivaci se podílí především tkáňový aktivátor 

plazminogenu (tPA) a blokuje ho inhibitor aktivátoru plazminogenu (PAI-1), který se ve 

zvýšené míře tvoří pod vlivem TNF-α a IL-6 [8]. Tkáňový aktivátor plazminogenu je sérová

proteáza, která je uvolňována ze zdravých endoteliálních buněk pod vlivem trombinu nebo 

aktivovaného proteinu C. Fibrin a fibrinogen jsou přirozené substráty plazminu. Jsou 

proteolyticky štěpeny a při tomto procesu vznikají přesně definované štěpné produkty, zvané 

fibrin-fibrinogen degradační produkty (FDP). Při štěpení fibrinogenu vznikají fragmenty X, 

které jsou štěpeny na Y a D, fragment Y potom na fragmenty D a E. Fragmenty X a Y jsou také 

nazývány časné, D a E jsou pozdní fragmenty. FDP mohou působit jako antitrombin. Štěpení 
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fibrinu probíhá obdobně. Vzhledem ke stabilizaci fibrinu faktorem XIII je však fibrin proti 

plazminu relativně odolný a štěpení trvá déle. Jsou odštěpovány fragmenty X s Y, které se ale 

vzhledem k příčným vazbám (vliv faktoru XIII) od sebe neuvolňují. Konečným produktem jsou 

fragmenty D a E a tzv. D-dimery. Jsou částí molekuly fibrinu včetně příčných vazeb a jejich 

průkaz je přímým důkazem štěpení fibrinu.

     V sepsi je porušena rovnováha mezi prokoagulačním a antikoagulačním systémem ve 

prospěch prokoagulace. Tkáňový faktor je klíčovým spouštěčem koagulační kaskády a také 

dochází k uvolňování destičky aktivujícího faktoru (PAF). Aktivované monocyty vytvářejí 

inhibitor-1 aktivátoru plazminogenu (PAI-1), čímž dochází k inhibici fibrinolýzy. Za normálních 

podmínek přirozené inhibitory udržují koagulaci lokalizovanou v místě poranění endotelu. U

sepse se však předpokládá, že tkáňový faktor je uvolňován soustavně, a že dochází k inaktivaci 

těchto inhibitorů nebo jejich účinky jsou natolik převýšeny prokoagulačními procesy, že 

inhibitory nejsou schopny zabránit generalizované diseminované intravaskulární koagulaci (DIC) 

a tvorbě mikrotrombů  v mikrocirkulaci [9, 10]. Tento stav vyvolává dysfunkci orgánů a je 

převážně odpovědný za vznik multiorgánové dysfunkce organizmu (MODS) a multiorgánového

selhání (MOF). Doposud se podceňovala úloha zvýšené koagulace a snížené fibrinolýzy ve 

srovnání s imunitní reakcí. 
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Obrázek 2 - Fáze hemokoagulace
  
Galajda P, Baláž D, Mokáň M, Kubisz P. K problematice nového modelu hemostázy. Vnitřní 
lékařství 44, 1998; 11: 671–674.
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Hodnocení koagulace 

Monitorování hemokoagulace má u septických stavů velký význam. Základní vyšetření je u 

pacientů v těžké sepsi potřeba provádět minimálně 1x denně, protože kromě sledování průběhu 

onemocnění nás informuje o tom, jestli můžeme uvažovat o zavedení invazivních cévních 

vstupů (centrální žilní katétr, arteriální katétr), provést tracheostomii, kolik heparinu přidávat do 

dialýzy atd.. Za základní lze považovat stanovení počtu trombocytů, protrombinový (Quick) čas 

a aktivovaný parciální tromboplastinový čas (APTT). 

K doplňkovým vyšetřením patří stanovení fibrinogenu, antitrombinu III (AT III), 

fibrindegradačních produktů (FDP) a D-dimerů. 

Protrombinový čas (PT, Quick) je normálně 11 – 14 s a informuje o zevním koagulačním 

systému. Nejvíce zachycuje nedostatek faktoru VII a X. Dříve se vyjadřoval prostý poměr 

naměřeného času pacienta a času naměřeného v normální plazmě jako Quickův test. Toto 

vyjadřování bylo nahrazeno o něco složitějším exponenciálním poměrem obou časů a nyní se 

udává jako INR (International Normalized Ratio). Test se běžně užívá ke kontrole 

antikoagulační léčby dikumariny.

Aktivovaný parciální tromboplastinový čas (APTT) je normálně 24 – 36 s a informuje o 

změnách ve vnitřním systému aktivace tromboplastinu. Podobně jako protrombinový čas se 

dnes udává jako APTT-R (ratio), tedy poměr mezi časem naměřeným u pacienta a časem 

naměřeným v normální plazmě, přičemž jeho normální hodnoty jsou 0,8 – 1,2. Používá se jako 

kontrolní test při léčbě heparinem (nízkomolekulární hepariny však jeho pomocí sledovat 

nelze). 

Fibrinogen je jedna ze základních látek, které jsou nutné pro koagulaci. Jeho normální hodnota 

v plazmě je 2 – 4 g/l. Při septických stavech se chová různě, může být normální, snížený, ale i 

zvýšený. U silně snížených hodnot je při pokračujícím krvácení mnohdy nutná substituce, ale 

indikace není u septických pacientů jednoduchá – jeho přidání může podobně jako podávání 

jiných prokoagulačních substancí potencovat tvorbu mikrotrombů, a tím zhoršovat orgánová 

selhání. Přítomnost fibrinových degradačních produktů (FDP) je odrazem zvýšené 

fibrinolytické aktivity. Zvýšená koncentrace FDP se objevuje při DIC či plicní embolii a 

doprovází léčbu trombolytiky. Metoda bývá hodnocena semikvantitativně, přičemž za 

normálních okolností se FDP v krvi nevyskytují. D-dimery vznikají působením plazmy na 

fibrinové koagulum a rovněž se zvyšují při plicní embolii a DIC. Vyšetření je velmi podobné 

FDP, protože D-dimery jsou jedním z degradačních produktů fibrinu. Za normální se považuje 

hodnota do 200 ng/ml.
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V posledním desetiletí se dostala díky rozvoji techniky i do té doby čistě laboratorní metoda 

tromboelastografie do pozice vyšetření, které je možné provádět u lůžka pacienta. Tato metoda 

v současné době zatím nepatří mezi standardní vyšetření, ale je čím dál častěji a s oblibou 

využívána v mnoha oborech. Rozborem křivky na monitoru získáme informace o celkovém 

stavu koagulace od iniciační fáze srážení až k fibrinolýze.

1.2  Tromboelastografie (TEG)

       Metoda tromboelastografie je užívána od roku 1948, kdy ji poprvé popsal německý 

hematolog H. Hartert. Teprve od 80. let 20. století díky pokrokům v technologii a možnosti 

počítačového zpracování však doznala většího rozšíření nejprve v oblasti transplantace, 

zejména jaterní, dále v kardiochirurgii a gynekologicko-porodnické oblasti ale i na jednotkách 

intenzívní péče (JIP). Ve skutečnosti je TEG jedna z mála globálních koagulačních metod, která

poskytuje informace o rovnováze dvou základních a vzájemně protichůdných procesů, tvorby 

krevního koagula a jeho lýzy. Nevýhodou konvenčních koagulačních testů je, že jsou založeny

na izolovaném a statickém výsledku jednotlivých vyšetření [11]. Tyto testy nezohledňují 

interakci koagulační kaskády a trombocytů v plné krvi. 

Co se týče porovnání standardních laboratorních testů a TEG, Zuckerman popisuje korelace 

mezi maximální amplitudou (MA) TEG a hladinou fibrinogenu a trombocytů [12]. Další autor 

Kang zjistil korelaci mezi časem aPTT s reakčním časem TEG (R) a mezi euglobinovým časem 

a časem potřebným na rozpuštění trombu (CLT, clot lysis time, parametr TEG) [13]. Nicméně 

problémovým zůstal protrombínový čas. Někteří autoři popisují případy, kdy kvůli 

prodlouženému času PT je u  pacientů zbytečně odkladána potřebná operace a TEG se ukázal 

jako metoda o mnoho lepší v posouzení hemokoagulace [14].

Testy na vyšetření agregace trombocytů jsou finančně náročné, pracné a těžko 

reprodukovatelné a nemohou být použity k predikci krvácení [15]. Hladina fibrin degradačních

produktů (FDP) může být také zvýšena i při renálním nebo hepatálním onemocnění [15]. 

Hemostáza je ale integrovaný, interaktivní, dynamický a extrémně složitý proces, který je 

výsledkem souhry koagulačních proteinů, aktivátorů, buněčných elementů a inhibitorů. TEG 

měří tento interaktivní, dynamický koagulační proces od iniciační fáze tvorby koagula, přes 

propagační fázi tvorby koagula, měření jeho síly a nakonec jeho lýzu (fibrinolýzu). Často bývá 

vodítkem v léčbě různých typů koagulopatií při transplantaci jater [16].
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TEG technologie

     Tromboelastografie měří viskoelastické vlastnosti krve in vitro. Existuje několik

technických řešení, z nichž nejvíce rozšířeným je použití přístroje TEG® Coagulation Analyzer 

series 5 000 (Haemoscope Corp., Niles, IL, USA) (obrázek 3).  Základem přístroje je kyveta 

vyhřívaná na 37 °C, obsahující vzorek krve o definovaném objemu (0,36 ml). Do vzorku je 

ponořen měřicí trn zavěšený na torzním drátě. Pohonná jednotka vykonává rotační pohyb 

kyvety se vzorkem s úhlovou amplitudou 4°45´. Každá rotace trvá 10 sekund a mezi 

jednotlivými rotacemi je jednosekundová pauza. Trn visící na torzním drátu, který je volně 

ponořený v krvi, je monitorován pro pohyb (obrázek 4). Jakmile se začnou vytvářet první 

fibrinová vlákna, začne se pohyb kyvety přenášet na měřicí trn. S nárůstem fibrinové sítě (síla 

a rychlost interakce – vazby fibrinu a trombocytů) se mění amplituda výkyvu trnu a jeho 

zpoždění za pohonnou jednotkou. Elektromagnetický snímač registruje změny 

elektromagnetického pole vyvolané pohybem torzního drátu, na němž je zavěšen měřicí trn. 

Elektrický signál je počítačově zpracován. Výsledkem je grafický záznam změn smykového 

napětí (elasticity) v reálném čase v podobě tromboelastografické křivky (obrázek 5). Během 

fibrinolýzy dochází k rozpouštění trombu a vazeb mezi fibrinem a trombocyty, a tím se snižuje 

i velikost pohybu trnu. Tímto způsobem TEG  dokumentuje iniciační tvorbu fibrinu, rychlost 

tvorby silného koagula, fibrin-trombocytovou interakci přes GPIIb/IIIa  a konečnou lýzu 

koagula (obrázek 5).

                         

Obrázek 3 –Tromboelastograf Obrázek 4 - Princip tromboelastografu
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   Parametry TEG 

     TEG křivka má charakteristický tvar a je definována pěti základními parametry:

R – reakční čas – doba od zahájení měření do okamžiku tvorby zjistitelného koagula 

(amplituda 2 mm); tento interval představuje počáteční formování fibrinu a odráží přítomnost 

koagulačních faktorů a jejich inhibitorů. Prodlužuje se při deficitu koagulačních faktorů nebo 

vlivem antikoagulancií (heparin), zkracuje se u hyperkoagulačních stavů. Normální hodnota je 

5 – 8 min. Představuje iniciační fázi srážení.

K – čas od R po dobu dosáhnutí amplitudy 20 mm. Proto je K ukazatelem rychlosti 

tvorby silného koagula. Zkracuje se při zvýšené hladině fibrinogenu a vyšším počtu 

trombocytů, prodlužuje se antikoagulační léčbou. Normální hodnoty jsou 1 – 4 min. 

Uhel α (alfa) – je daný odklonem TEG křivky od horizontální linie v čase R. Podobně 

jako K informuje o rychlosti tvorby koagula. V případě hypokoagulačního stavu, když

amplituda koagula nedosáhne 20 mm (K je nedefinované), je uhel α spolehlivější než parametr

K. Normální hodnoty jsou 50 – 70°. Představuje propagační fázi srážení.

MA – maximální amplituda (mm) – je to nejvyšší odchylka TEG křivky, odráží

absolutní pevnost koagula, která závisí na interakci destiček a fibrinu vazbou na receptory 

IIb/III. Normální hodnota je 50-70 mm.

TMA - čas do dosažení maximální amplitudy. 

G - parametr momentální síly koagula (shear elastic modulus strength nebo SEMS), je 

měřen v dynech na centimetr čtvereční. Je vypočten z MA následujícím postupem: G = 5,000 

MA/100 - MA. Amplituda o velikosti 50 mm (normální hodnota plné krve) koresponduje s 

Obrázek 5 – Křivka tromboelastografie
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SEMS  5,000 dyne/cm2. Zvýšení MA z 50 na 67 mm je ekvivalentem dvounásobku zvýšení 

SEMS. Proto je tento parametr citlivější na malé změny síly koagula nebo rozpadu koagula 

v porovnaní s MA, která je měřená v mm.

Koagulační index (CI) - parametr, který opisuje celkový koagulační stav pacienta, je 

odvozen od předešlých parametrů R, K, MA, a uhlu α v nativní plné krvi. Normální hodnoty se 

pohybují v rozmezí od -3.0 do +3.0. Pozitivní hodnoty (CI > 3) poukazují na hyperkoagulační 

stav, negativní hodnoty (CI < -3) poukazují na hypokoagulační stav.

Parametry LY30 a LY60 měří procento lýzy koagula 30 a 60 minut po dosažení hodnoty 

maximální amplitudy. Když jsou hodnoty těchto parametrů vysoké, svědčí to o zvýšené 

fibrinolytické aktivitě. Jako pozitivní pro fibrinolýzu hodnotíme LY30 > 8 %, resp. LY60 > 15 

%.

     Samotný tvar křivky je charakteristický pro určité typy poruch (obrázek 6). Vyšetření lze 

provést u lůžka pacienta, resp. na operačním sále. Používaný analyzátor je dvoukanálový, 

umožňuje tedy paralelní vyšetření dvou vzorků. Pro vyšetření používáme plnou krev, kdy 1 ml 

krve přidáváme do nádobky s aktivátorem – kaolinem. Objem 0,36 ml vzorku promíchaného 

s aktivátorem (nesmí se protřepávat a obsahovat bubliny) se pipetuje do nativní kyvety. Druhou 

možností je použití kyvety s heparinázou (k neutralizaci heparinu či heparinového proplachu 

kanyly). Nativní kyvety jsou z průhledného plastu, zatímco kyvety z modře zbarveného plastu 

obsahují heparinázu. Vzorek krve musí být po odběru vložen do analyzátoru do 4 minut. 

V případě, že nemáme čas vzorek ihned analyzovat, lze jej odebrat do citrátové zkumavky 

(obsahuje citrát sodný) a analyzovat jej po přidání CaCl2 do 2 hodin. Pro zhodnocení celé křivky 

je třeba vyčkat nejméně 30 minut (k průkazu fibrinolýzy), i když zkušený pozorovatel dokáže 

charakter poruchy odhadnout v kratším čase podle vývoje jejího tvaru.
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     Přístroj umožňuje zobrazovat superpozici několika křivek, a tak například porovnat křivku

nativního vzorku a vzorku s přídavkem heparinázy. Toho se využívá v perioperační kontrole 

antagonizace heparinu protaminem a diagnostice reziduální heparinizace (obrázek 7). 

Obrázek 6 – Některé charakteristické typy TEG křivek

Obrázek 7 – Superpozice nativní (1) a heparinázou modifikované (2) křivky.
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Tromboelastograf lze použít i k monitoraci účinku specifických inhibitorů trombinu. 

Pivalizza ho použil k monitoraci účinku Lepirudinu u pacienta s heparin indukovanou 

trombocytopenií (HIT), který podstoupil kardiochirurgický výkon na mimotělním oběhu 

(MTO) [17] (obrázek 8-10).

Obrázek 8 - Křivka před antikoagulací před napojením na MTO.

Obrázek 9 - Křivka po dobu plné antikoagulace na MTO.
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Obrázek 10 - Křivka před koncem operace.

V nedávné době byla vyvinuta modifikovaná TEG metoda na posouzení hladiny funkčního 

fibrinogenu (FF). Princip této metody spočíva v tom, že přípravek pro vyšetření obsahuje 

cytochalasin D, což je látka, která inhibuje polymerizaci aktinu v trombocytech iniciovanou po 

jejich aktivaci (blokuje vznik mikrofilament cytoskeletu). Navíc způsobuje depolymerizaci již 

vzniklých aktinových vláken. Po blokaci trombocytů získáme již TEG křivku bez spoluúčasti 

trombocytů, a tedy získáme informaci o hladině funkčního fibrinogenu. Normální hodnota MA 

tohoto testu je nad 8 mm. Jelikož dysfunkce fibrinogenu je velice častá (existuje přes 300 

mutací fibrinogenu), má toto vyšetření svoje opodstatnění. Navíc po odečtení MA klasického 

TEG a MA FF TEG získáme hodnotu, která nás informuje o podílu trombocytů na MA 

klasického TEG, a tedy na síle koagula (obrázek 11).
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Obrázek 11 - Vyšetření funkčního fibrinogenu (FF), MA FF TEG-maximální amplituda testu 

FF, MA TEG- maximální amplituda klasického TEG

Pro o něco sofistikovanější hodnocení funkce trombocytů byla vyvinuta další metoda TEG 

pojmenovaná „Platelets Mapping“. Důvodem bylo, že klasická metoda nebyla schopna 

v dostatečné míře hodnotit funkci trombocytů, t.j. navýšení dávky antiagregancií nepůsobilo

očekávanou změnu v MA, i přesto, že značně prodloužilo dobu krvácení [18]. Metoda se

používá k hodnocení účinnosti antiagregační terapie nejčastěji používaných léků: aspirin a 

clopidogrel.

Princip metody je následující: aktivace destičkových adenozínových (adenozindifosfat, ADP) a 

tromboxánových (tromboxan A2, TxA2) receptorů vede posléze i k aktivaci glykoproteinových 

receptorů IIb/III (GP IIb/IIIa) a aktivaci samotných trombocytů. Jelikož MA standardního TEG 

je výsledkem přímé aktivace GP IIb/IIIa receptorů vytvořeným trombinem, který je hlavní a 

nejsilnější aktivátor trombocytů, méně potentní aktivátory trombocytů (jako jsou receprory 

ADP a TxA2) jsou v tomto procesu přemostěny silnějším aktivátorem. Proto pomocí 

standardního TEG nelze hodnit protidestičkový účinek aspirinu a clopidogrelu. 

K této metodě je zapotřebí čtyř kanálů (2 přístroje). Maximální hemostatická aktivita 

(MATrombin, pacient je na antiagregační terapii) je měřená v citrátovém krevním vzorku (po 

přidaní kalcia) a kaolinovou metodou 1. kanálu. Do vzorku v 2. kanálu je přidán heparin 

(zabrání tvorbě trombinu) a reptilaza (,,náhrada“ trombinu – štěpí fibrinogen na fibrinové 
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monoméry…) + faktor XIII (aktivátor F, stabilizuje fibrinove polymery) s cílem vytvořit čistě 

fibrinovou sraženinu, a tak zjistit podíl fibrinu (MAFibrin) na MA celkové sily koagula. Do 3. 

kanálu (příprava podobná jako v 2. kanálu) se přidá ADP, čímž zjistíme, do jaké míry zasahují 

receptory P2Y12 do aktivace trombocytů (MAADP). Ve 4. kanálu se postupuje podobně, ale 

přidává se kyselina arachidonová (Arachidonic acid, MAAA, zjišťuje se účinek aspirinu). 

Procento inhibice trombocytů se vypočítá podle vzorce: [(MAADP/AA -MAFibrin)/(MAThrombin-

MAFibrin)]. Procento inhibice může být 0 – 100 % [19] (obrázek 12, 13). Když je pacient na 

antiagregační terapii, a přesto vykazuje indukovanou aktivitu > 50% (inhibice < 50%), 

hovoříme o rezistenci.

rofile

s ofObrázek 12 - Pacient není na antiagregační terapii, a proto je inhibice ADP receptorů 0%.
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Obrázek 13 - Pacient je na antiagregační terapii a inhibice ADP receptorů je 90%.

Nevýhody a limity standardní TEG metodiky

Důvodů, proč TEG doposud nepatří mezi standardní laboratorní metody, je vícero: patří sem 

problematika místa odběru krve (arterie/véna), problematika aktivátoru (kaolin, celite, tkáňový 

faktor), problematika stability vzorku (nativní/citrátová metoda). Kromě toho je nutné 

v intervalech doporučených výrobcem přístroj kalibrovat pomocí kalibračních roztoků a po 

dobu měření je nutno vyloučit otřesy a vibrace, které způsobují artefakty.

Nicméně hlavním limitem TEG je, že nedokáže diagnostikovat poruchy primární hemostázy. 

Tato metoda postrádá přítomnost kolagenu a střižných sil, které hrají významnou roli v adhezi a 

agregaci trombocytů po dobu procesu primární hemostázy, kdy výsledkem je vytvoření 

primárního destičkového trombu. Proto tato metoda nemůže být použita k diagnostice von 

Willenbrandovy nemoci, Bernard-Soulierova syndromu, Glanzmannovy trombastenie. Zlatým 

standardem k diagnostice poruch primární hemostázy je proto PFA-100 (Platelet function 

analyser).
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Úloha TEG v diferenciální diagnostice poruch hemostázy

Při podezření na poruchu sekundární hemostázy nebo fibrinolýzy je tromboelastografie 

vhodnou metodou, protože poskytuje informace od iniciace tvorby sekundárního trombu až po 

jeho lýzu. Prodloužení parametru R poukazuje buď na nedostatek koagulačních faktorů anebo 

na vliv heparinu. Když bude prodloužené R přetrvávat i při použití kyvetky s heparinázou, je 

pravděpodobnější, že jde o nedostatek koagulačních faktorů. Krátke R svědčí naopak o 

prokoagulačním stavu. Prodloužení parametru K a nízký úhel α signalizuje nedostatek a 

hypofunkci fibrinogenu, nicméně nedostatek a hypofunkce trombocytů hrají v tomto procesu 

také určitou roli. Nízká MA svědčí spíše o nedostatku a hypofunkci trombocytů, ale nízká

hladina fibrinogenu a jeho dysfunkce se rovněž projeví na tomto parametru. Při nejasné příčině 

nízké MA je velice přínosná TEG metoda stanovení FF, která odlíší tyto 2 možné příčiny. 

K hodnocení funkce trombocytů a účinnosti antiagregačních léků je nejhodnotnější metoda 

,,platelet mapping“. Parametry LY30 a LY60 popisují úroveň fibrinolýzy. Nicméně je důležité 

odlišit proces primární fibrinolýzy, kdy CI ≤1, od sekundární fibrinolýzy CI ≥3. Při podezření 

na poruchu primární hemostázy je metoda TEG nespolehlivá. V tomto případě se používají 

metody: čas krvácivosti (Duke), PFA-100 a stanovení rezistence kapilár - Tourniquet test 

(Rumpel-Leede).

Místo odběru krevního vzorku

Všeobecně se pro analýzu krevního vzorku používá jak arteriální, tak venózní krev. Arteriální 

katétr má menší objem nežli centrální venózní, a proto i objem krve, která musí být 

znehodnocena před odběrem samotného vzorku pro dané vyšetření, je menší. Tím se předchází 

riziku vzniku anemizace pacienta způsobeného častým a mnohokrát nadměrným 

znehodnocováním objemu krve pacienta, které je spojeno se zhoršením SOFA skóre

(Sequential Organ Failure Assessment score), delším pobytem na jednotce intenzivní péče (JIP) 

a vyšší mortalitou pacientů [20, 21]. To je důvod, proč je toto místo odběru v praxi 

upřednostňováno. Systém SOFA byl vytvořen v konsensu zasedání Evropské společnosti

intenzivní medicíny v roce 1994 a dále upraven v roce 1996. SOFA denně hodnotí stupeň 

dysfunkce/selhání šesti orgánových systémů (hemokoagulační, respirační, kardiovaskulární, 

nervový, vylučovací a funkci jater). Funkce každého orgánu je odstupňována od 0 (normální) 

do 4 (nejvíce abnormální) s rozsahem denní škály od 0 do 24 bodů. Cílem ve vývoji SOFA bylo

vytvořit jednoduchý a spolehlivý systém průběžného hodnocení funkce orgánů a snadno 
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dostupný v každé instituci. Sekvenční hodnocení orgánové dysfunkce během několika prvních 

dnů po přijetí na JIP je dobrým ukazatelem prognózy pacienta. 

     V literatuře jsou popsány možné rozdíly mezi parametry získanými z arteriálního a venózního 

systému. U pacientů s arteriálním onemocněním někteří autoři popisují identické hodnoty 

laboratorních parametrů získaných z arteriální nebo venózní krve (např. APTT, PT, trombinový 

čas (trombin time, TT), fibrinogen, tPA a D-dimery) [22-24]. Jiní autoři na druhou stranu zjistili 

vyšší hladinu komplexů tkáňového aktivátoru plazminogenu/inhibitor aktivátoru plazminogenu-

1, komplexů trombin/antitrombin, protrombinových fragmentů 1+2 a hladinu fibrinogenu 

v arteriální krvi [22, 23, 25]. U kardiochirurgických pacientů byly pozorovány rozdíly také v 

parametrech tromboelastografie mezi výsledky získanými z arteriální a venózní krve [26].

     Pacienti se sepsí mají známky zvýšené koagulační aktivity, která vede k tvorbě mikrotrombů 

v mikrocirkulaci [9, 10] a je proto důvod se domnívat, že i u pacientů se sepsí můžeme očekávat 

rozdíly v laboratorních parametrech mezi artérii a vénou. Záměna místa odběru krevního vzorku

a nekonzistentnost by mohla vést k chybné interpretaci patofyziologických procesů v organizmu

a v konečném důsledku by mohla být k neprospěchu pacienta. Doposud nebyla publikována 

práce, která by se věnovala problematice artério-venózních rozdílu v této skupině pacientů.

Jelikož hyperkoagulační stav je častým jevem u septických pacientů [27] a metoda 

tromboelastografie je podle mnohých autorů považována za optimální v hodnocení 

hyperkoagulačního stavu [28], rozhodli jsme se v naši práci porovnat kromě parametrů krevního 

obrazu a koagulačních parametrů i parametry TEG.

Klinické využití TEG

Zájem o klinické využití TEG v nejrůznějších situacích narůstá. Používá se při transplantacích 

jater, kde umožňuje rychle analyzovat a příznivě ovlivňovat rychle se měnící koagulační profil 

v různých fázích operačního výkonu [13, 16, 29]. Byla prokázána užitečnost TEG  

v kardiochirurgii při hodnocení koagulopatií navozených použitím mimotělního oběhu (MTO) 

a při převodech krve a krevních derivátů [30]. Mimo jaterní transplantace a kardiochirurgii se 

použití TEG rozšířilo i do dalších oblastí, jako je porodnictví a traumatologie. V porodnictví je 

TEG užitečná při hodnocení hemokoagulace před užitím regionální anestézie u pacientek 

s trombocytopenií a při hodnocení účinnosti léčení diseminované intravaskulární koagulace 

(DIC) [30, 31]. TEG byla použita k monitorování antikoagulačního působení 

nízkomolekulárního heparinu v období při a po porodu [15, 32]. U poraněných je použití TEG 

k hodnocení stavu hemokoagulace předmětem intenzivního zájmu [33].
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Transplantace jater. Průměrná spotřeba krevních derivátů při transplantaci jater je 10 

transfuzních jednotek. Von Kaulla a kolektiv byli v roce 1966 první, kteří sledovali jaterní 

transplantaci TEG [34]. Popsali výraznou fibrinolýzu, kterou úspěšně léčili kyselinou ε-

aminokapronovou. Později Holand a kolegové nalezli obraz podobný účinku heparinu a 

úspěšně korigovali tento stav protaminem [35]. Pacienti, kteří se podrobují transplantacím jater, 

mají koagulopatii v důsledku jaterního onemocnění a nedostatku koagulačních faktorů již 

předoperačně. Navíc je hemokoagulace narušena v důsledku splenomegalie a hypersplenizmu, 

následkem kratší životnosti trombocytů způsobené jejích sekvestrací v játrech, při nedostatku 

kyseliny listové vyvolaném alkoholickou hepatopatií a přímém toxickém účinku etanolu na 

megakaryocyty kostní dřeně. U pacientů s onemocněním jater je snížená hladina tromboxanu 

A2 [16]. Fibrinolýza je vystupňovaná v důsledku nerovnováhy hladin tkáňového aktivátoru 

plasminogenu, plasminogenu samotného, proteinu C, S a α2-antiplasminu. V období před a při 

explantaci jater příjemce je hemokoagulace ovlivněna dilucí heparinu v náplni veno-venózního 

bypassu a fibrinolýzou navozenou zhoršenou clearance inhibitorů a aktivátorů koagulace. Tyto 

poruchy se při reperfúzi transplantovaného štěpu ještě prohloubí a asi u jedné třetiny 

operovaných je pozorován účinek obdobný účinku heparinu [16]. Před rozšířením používání 

TEG byly transfuzní přípravky a antifibrinolytika používány empiricky: TEG nejenže 

informuje o povaze koagulopatie (např. převažující nedostatek koagulačních faktorů, 

fibrinolýza), ale může in vitro hodnotit účinek podání antifibrinolytik, kryoprecipitátu, mražené 

plasmy, trombocytů a protaminu.

Srdeční chirurgie. Připojení k mimotělnímu oběhu má prokázaný účinek na srážení krve i 

fibrinolýzu [36, 37]. Dochází k dysfunkci trombocytů, k aktivaci koagulačních faktorů a 

posléze k jejich depleci, k fibrinolýze. V USA je 10 – 20 % všech krevních převodů 

uskutečněno v souvislosti s kardiochirurgií [30]. Před napojením na mimotělní oběh se 

pacientovi podává heparin a účinek heparinizace se sleduje porovnáním křivky nativního 

vzorku a vzorku s přídavkem heparinázy. Toho se využívá i při antagonizaci heparinu 

protaminem a při diagnostice reziduální heparinizace. Přínos TEG v průběhu 

kardiochirurgických výkonů byl hodnocen Spiess a kol. [38]. Vyšetřovali 38 pacientů před 

připojením k mimotělnímu oběhu, v jeho průběhu a po odpojení od mimotělního oběhu a 

podání protaminu. Hodnotili TEG a koagulační profil tvořený souborem laboratorních 

vyšetření. TEG se jevil jako nejlepší prediktor (úspěšnost 87 %) pooperačního krvácení a 

následné nutnosti operační revize, tzn. dokázal lépe odlišit chirurgickou příčinu krvácení od 

nechirurgické koagulopatie.
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Porodnictví. Jednou z významných změn, kterou přináší těhotenství je hyperkoagulabilita [39].

Zvýšená srážlivost krve bývá přičítána zvýšenému shlukování destiček, vyšší koncentraci 

koagulačních faktorů, poklesu koncentrace inhibitorů koagulace (především antitrombinu III a 

proteinu C a S), a poklesu fibrinolytické aktivity. TEG je schopna vyjádřit hyperkoagulabilitu 

kvantitativně, byla použita k popisu změn koagulačního profilu v průběhu normálního 

těhotenství [32]. Byly zaznamenány dvě fáze změn. První fáze pokrývá zhruba první trimestr 

těhotenství a je charakterizována nástupem hyperkoagulability (zkrácení R, nárůst MA a CI). 

V následné fázi pak srážlivost vzroste ještě výrazněji (další vzestup MA, zkrácení R). V této 

fázi také rychleji narůstá pevnost koagula (větší úhel α, zkrácení K). Ve srovnání druhého a 

třetího trimestru těhotenství nebyly shledány rozdíly. Přestože klesal počet trombocytů, byla 

nalezena pozitivní lineární korelace mezi gestačním věkem a MA (r=0,72, p<0,001). 

Fibrinogen výrazněji přispívá k pevnosti krevního koagula již v prvním trimestru a tento jev se 

stává ve druhém trimestru ještě výraznější. K dalším změnám již v posledním trimestru 

nedochází. Funkce destiček (testováno porovnáním TEG provedeným u vzorku s ReoProTM a 

bez jeho přidání) se v těhotenství nemění, snad jen s výjimkou přechodného poklesu ve druhém 

trimestru. V průběhu porodu hyperkoagulabilita dále narůstá a tento nárůst přetrvává ještě 24 

hodin po porodu [40, 41]. Srážlivost krve dále narůstá, je-li znecitlivění k císařskému řezu dána 

přednost celkové anestezií před spinální [42].

     TEG byla používána k hodnocení hemokoagulace v průběhu preeklampsie. Tento stav je 

spojen s poruchou srážení krve, nejčastěji v důsledku trombocytopenie a jen zřídka jako 

následek DIC [43]. Orkowski a kol. vyšetřovali 49 těhotných žen s preeklampsií [44]. 

Nenalezli žádnou souvislost mezi krvácivostí a počtem trombocytů, zato zjistili silnou 

souvislost mezi počtem destiček a velikostí MA TEG [15]. Obdobné nálezy udávají i Sharma a 

kol. Zjistili, že ženy s preeklampsií byly v zásadě hyperkoagulabilní, zatímco ženy v těžší fázi 

preeklampsie s trombocytopenií <100000.mm-3 byly hypokoagulabilní. I zde byla nalezena 

silná korelace mezi trombocytopenií a nízkým MA [43].

     Obecně se doporučuje, aby lokální anestézie cestou neuroaxiálních blokád (epidurální či 

subarachnoidální znecitlivění) nebyla prováděna, pokud je počet trombocytů menší než 100000

mm-3. Za těchto okolností by mohla být krvácivost zvýšena a připouští se vyšší riziko vzniku 

intraspinálního hematomu. Test krvácivosti nelze v současnosti již považovat za spolehlivé 

hodnocení funkce trombocytů a velká část anesteziologů proto již dříve pozměnila svoje 

postoje ke vhodnosti užití neuroaxiálních blokád u rodiček s trombocytopénií [45]. Nabízí se 

možnost vyšetření TEG. V současnosti jsou tyto techniky znecitlivění používány i u rodiček 
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s počtem trombocytů převyšujícím 70000 mm-3, přičemž je samozřejmě vzata v úvahu rozvaha 

rizika a přínosu vyplývající z volby mezi celkovým a místním znecitlivěním [46]. Sharma a 

kolegové se zabývali vztahem mezi počtem trombocytů a parametrem MA a zjistili, že zúžení 

MA se neprojevilo, dokud počet trombocytů nepoklesl pod 70000 mm-3 [43]. 

Diseminovaná intravaskulární koagulace (DIC). Rodičky jsou ohroženy DIC ve zvýšené 

míře. Stavy, které mohou vyvolávat DIC, nejčastěji zahrnují předčasné odlučování lůžka, 

eklampsii, úmrtí plodu in utero a masivní poporodní krvácení. Běžné hemokoagulační testy 

(PT, aPTT, hladina fibrinogenu v plasmě) a zjištění rozpadových produktů fibrinu jsou 

přirozeně užitečné. Nicméně, hladina rozpadových produktů fibrinu může být normální až u 15 

% žen s DIC. Na druhé straně mohou zvýšené hladiny přetrvávat i po odeznění koagulační 

poruchy tam, kde je jejich clearance při porušení ledvinných funkcí snížena [15]. Hladina D-

dimeru narůstá i v pooperačním období po rozsáhlých výkonech a po traumatu [47]. TEG může 

být snadno a rychle používána ke kvantifikování postupu rozpuštění krevních sraženin a vývoje 

DIC. 

Podávání nízkomolekulárního heparinu (LMWH - Low Molecular Weight Heparin). 

Nízkomolekulární heparin je široce využíván v léčení a profylaxi tromboembolické nemoci. 

Jeho antitrombotický účinek je přičítán působení proti faktoru Xa. V současné době je jediným 

měřítkem antikoagulace aktivita faktoru Xa, což je pracný a nákladný test. U pacientů, jimž je 

podáván LMWH, zjišťujeme prodloužení R. TEG byl úspěšně používán ke zjištění, zda se 

koagulační rovnováha po jeho vysazení navrátila k normě, a je tak možné použít regionálního 

znecitlivění [32].

Pediatrie. Použití TEG u dětí vzbuzuje oprávněný zájem. Hladiny koagulačních faktorů jsou 

v prvním půlroce života snížené. TEG však při srovnání s dospělými neprokázala zhoršení 

koagulačních parametrů, takže i u kojenců a novorozenců je proces hemokoagulace 

plnohodnotný [48]. Dle téhož pramene je dokonce u kojenců zjišťována rychlejší tvorba 

krevního koagula než u dospělých. Hemokoagulace se vyrovná s dospělými po dosažení 1 roku 

věku. TEG se také používá při transplantacích jater u dětí [16]. Ve srovnání s dospělými byla 

zjištěna méně závažná koagulopatie. To je přičítáno větší funkční rezervě jater u dětí, kratšímu 

trvání choroby a lepšímu fungování štěpu. TEG používající metodiku s heparinázou byl též 

úspěšně používán u kojenců a malých batolat, kteří se podrobili kardiochirurgickým operacím 

s použitím MTO ke zvládnutí koagulopatie v pooperačním období [49].
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1.3 Heparin, nízkomolekulární frakce heparinu a endogenní heparinoidy

     S cílem zabránit srážení krve v cévních katétrech (jak arteriálních, tak venózních) a udržet

jejich průchodnost, jsou tyto katétry kontinuálně proplachovány heparinovým roztokem. Je 

však známo, že různé typy heparinu či samotný heparinový proplach můžou ovlivnit výsledky 

TEG [50, 51].

     Heparin je látka s antikoagulačními vlastnostmi, která dostala své jméno podle bohatého

výskytu v játrech, z kterých byla poprvé izolována [52]. Struktura molekuly heparinu je tvořená 

opakujícími se disacharidovými jednotkami, které obsahují glukosamin a kyselinu uronovou.

Hlavní heparinový účinek je zprostředkován vazbou na plazmatický protein nazvaný 

antitrombin III (AT III). Heparin působí konformační změnu molekuly AT III, čímž urychluje 

jeho vazbu na serinové proteázy koagulačního systému, a tak blokuje enzymatické aktivity 

koagulačních faktorů. Termín „antitrombin III“ není  ve skutečnosti nejvhodnější. Tento protein 

inhibuje nejenom trombin, ale také aktivované formy mnoha faktorů (XII, XI, IX a X), stejně 

tak i kalikrein. Z klinického aspektu je velmi důležitá inhibice trombinu a faktoru Xa. Trombin 

a antitrombin III tvoří extrémně pevný komplex, ale jeho tvorba probíhá relativně pomalu. 

Právě heparin je schopný urychlit tuto reakci až tisícinásobně [53]. Tato vlastnost heparinu je 

možná díky alosterické změně v místě argininového zbytku, tak aby aminokyselinová polovice 

antitrombinu III byla snadněji dostupná pro interakci s trombinem [54]. Vazební místo 

antitrombinu pro heparin není  docela známé. Zjistilo se, že ztráta argininu 47 a prolinu 41 

vedla k změně afinity antitrombinu k heparinu [55], což je důkazem toho, že tyto zbytky hrají 

hlavní roli v interakci heparinu a AT III. Aktivní centrum trombinu (serin) reaguje s reaktivním 

argininovým zbytkem heparin-AT III. Po skončení procesu inhibice je heparin uvolněn z vazby 

AT III-trombin komplexu k novému využití. Zbývající komplexy AT III-trombin jsou pak 

odstraněny retikuloendotelovým systémem. Vazba mezi trombinem a heparinem je 

elektrostatické povahy a silně závisí na délce heparinové molekuly: čím je delší molekula 

heparinu, tím je větší schopnost trombinu postupovat podél heparinového řetězce směrem k AT 

III, který je rovněž vázán k heparinu. V tomto 'sliding' modelu vede nárůst délky řetězce 

heparinu k zrychlené reakci kvůli vyšší pravděpodobnosti vzájemné interakce trombinu 

a heparinu v roztoku [56]. Rovněž dochází k inhibici faktoru Xa, která je zprostředkována 

tvorbou binárního komplexu mezi antitrombinem III a faktorem Xa. Uvnitř tohoto komplexu se 

heparin váže k AT III a aktivuje ho, ale neváže se k faktoru Xa. Malé molekuly heparinu 

inaktivují Xa za podmínky, že obsahují AT III vázající doménu, ale jsou příliš malé na to, aby 
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mohly tvořit komplex s AT III a trombinem (což by vedlo k inhibici trombinu tvorbou trojitého 

komplexu). 

     Nízkomolekulární hepariny jsou zlomky nebo fragmenty heparinu o průměrné molekulové 

hmotnosti mezi 3000 až 9000 daltonů. Fragmenty jsou tvořeny parciálním hydrolytickým 

štěpením heparinových molekul a jsou izolovány různými technikami včetně gelových, 

ultrafiltrací, enzymatickou extrakcí nebo tepelnou depolymerizací. Hepariny nízké molekulární 

hmotnosti, které byly klinicky testovány, jsou nejčastěji vyráběny ze standardního heparinu 

farmakologické kvality pomocí polymerizace kyselinou dusitou. Navzdory tomu, že tyto 

hepariny mívají podobnou molekulární hmotnost, mohou vykazovat odlišné charakteristiky. 

Fragmenty s méně než 16 – 20 monosacharidovými jednotkami na molekulu heparinu (< 5000 

daltonů), i když obsahují specifickou pentasacharidovou sekvenci potřebnou pro vazbu AT III, 

nejsou dostatečně dlouhé pro vazbu trombinu. Proto jsou schopny inhibovat jenom faktor Xa

[57]. Heparinové preparáty s hmotností nad 5000 daltonů si udržují vlastnost inhibovat faktor 

Xa, ale s narůstající délkou řetězce získávají také schopnost inhibovat trombin. Hepariny 

o nízké molekulární hmotnosti proto prodlužují koagulační časy jenom mírně (mají nižší 

antikoagulační vlastnosti, což svědčí o absenci inhibice trombinu), ale jsou pořád schopné 

potencovat inhibici faktoru Xa (antitrombotické vlastnosti, anti-Xa).

     Za určitých okolností (t.j. operace, sepse, jaterní selhání) se v organizmu mohou ve zvýšené 

míře nacházet resp. tvořit i látky nazývané endogenní heparinoidy - glykosaminoglykany, např. 

heparan sulfát [58-60].

     Heparan sulfát (HS) je členem glykosaminoglykanů (GAG), které se nacházejí na povrchu 

téměř všech savčích buněk. GAG, a zejména HS, zprostředkovávají velké množství 

biologických procesů, které zahrnují vývoj organizmu, embryogenezi, růst a dělení buněk, 

homeostázu a hemokoagulaci pomocí proteinových interakcí včetně kolagenu, fibronektinu, 

destičkového faktoru IV, antitrombinu III, faktoru Xa a lipoproteinových lipáz [61]. Tato 

přírodní antikoagulancia, obvykle spojená s endotelem, mohou být uvolněna při poškození 

endotelu a mohou přispět k rozvoji koagulopatií především u pacientů s chronickým 

onemocněním jater [59]. Endoteliální buňky, kromě toho, že vážou heparinu podobné látky 

jako jsou dermatan a chondroitin sulfát, jsou také schopny syntetizovat heparan sulfát [62]. 

Všechny tyto GAG mají antikoagulační vlastnosti a pomáhají udržovat koagulační hemostázu

na povrchu endotelu a zabraňují spontánní trombóze [63]. Heparan sulfát je nejdůležitější GAG, 

ale dermatan sulfát má také důležité antikoagulační vlastnosti.
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Zánět a zvýšení hladiny interleukinu-6 a tumor nekrotizující faktor vedou ke zvýšení syntézy 

tkáňového faktoru a tvorbě trombinu [64]. Dermatan sulfát inhibuje trombin prostředníctvím

heparinoveho kofaktoru II, který se specificky váže na trombin [65]. Zvýšené uvolňování těchto 

cytokinů může spolu se SIRS způsobit poškození endotelu, což je dobře zdokumentováno u 

akutního selhání jater (ASJ). Navíc v průběhu sepse nebo SIRS mohou i žírné buňky uvolňovat 

heparinu podobné látky [66]. Senzolo a spol. popsali přítomnost ,,heparinového“ efektu  u 90 % 

pacientů s AJS a demonstrovali, že za převážnou část tohoto jevu jsou zodpovědné endogenní 

GAG [60]. V průběhu sepse, SIRS nebo infekce, jsou játra poškozovány produkty neutrofilů. 

Jak hepatocyty, tak i endotelové buňky uvolňují do krevního oběhu heparinu podobné látky

[67]. Je dobře známo, že játra obsahují značné parenchymatózní zásoby GAG, především 

heparan sulfát [68]. Zejména u pacientů s ASJ bude schopnost eliminovat cirkulující GAG

značně oslabena v důsledku významného snížení funkce jater. McKee a spol. [58] prokázali 

sníženou jaterní clearance heparinu u pacientů s cirhózou jater a zvýšení hladiny heparan 

sulfátu u pacientů po krvácení z jícnových varixů. Tyto glykosaminoglykany se tedy mohou u 

rizikových pacientů podílet na projevech krvácení a mohou ovlivnit i výsledky TEG [58, 69], a 

to zejména u pacientů s jaterním selháním [60].

      Neutralizace heparinu. Antikoagulační efekt heparinu, nízkomolekulárního heparinu 

a dalších glykosaminoglykanů může být zneutralizován buď protamin sulfátem 

nebo heparinázou [59, 69, 70]. Heparináza je o něco efektivnější než protamin sulfát 

v neutralizaci heparinového efektu [71]. Heparinové lyázy, izolované z Flavobacterium 

heparinum jsou důležitými členy skupiny enzymů nazývané polysacharidové lyázy, které 

depolymerizují kyselé polysacharidy [72]. I když je heparinázová lyáza I (heparináza) 

používaná k různým účelům, přesný mechanizmus účinku je pořád nejasný. Heparináza 

specificky rozštěpí polysacharidové části antikoagulačních proteoglykanů heparinu a heparan 

sulfátu. Autoři Ditrich, Silva a Michelacci demonstrovali, že heparináza katalyzuje 

eliminázovou reakci přímo na AT III v místě vážícím heparin [73]. Heparináza je rovněž účinná 

i k neutralizaci účinku heparinu na vyšetření tromboelastografie. Studie na zdravých 

dobrovolnících ukázaly, že heparináza samotná nemá vliv na parametry TEG, pokud krev 

neobsahuje heparin [74]. Protamin sice antagonizuje efekt heparinu, ale při nesprávném 

dávkování může nepříznivě ovlivnit vyšetření TEG, a proto je vhodnější použít kyvetky s 

heparinázou [75].

     Kyvetky s heparinázou se používají kromě jiného i k neutralizaci již zmíněného 

heparinového proplachu. Nicméně použitím kyvetek s heparinázou dochází k neutralizaci nejen
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heparinového proplachu, ale i dalších heparinů používaných v prevenci nebo léčbě 

tromboembolie a mnoha dalších endogenních heparinoidů [59, 69, 70]. Proto tento způsob 

eliminace vlivu heparinového proplachu na TEG může vést k chybnému zhodnocení 

hemokoagulačního stavu pacienta a následně i k chybné terapeutické intervenci. Z těchto 

důvodů je na místě hledat jiný způsob eliminace heparinového proplachu, který přinese validní 

výsledek TEG.

1.4  Retrakce koagula

     Jednou z výhod TEG je, že poskytuje informace o fibrinolýze. Katori poukázal na 

skutečnost, že tvar TEG křivky, která představuje fibrinolýzu, může být způsoben i jiným 

fenoménem, a to retrakcí nebo hyperretrakcí krevního koagula [75]. Tvar fibrinolytické křivky 

a snížení maximální amplitudy TEG křivky můžeme vysvětlit skutečnou lýzou krevního 

koagula nebo roztržením fibrinových vláken mezi trnem a stěnou kyvetky (t.j. mezi vrchní a 

spodní částí kyvetky), ke kterému za určitých okolností dochází při retrakci krevního koagula. 

Tento fenomén může napodobit obraz skutečné fibrinolýzy (ztráta viskoelastických vlastností) a 

následně vést k chybné interpretaci TEG výsledku a mylným terapeutickým intervencím.

     Retrakce koagula (,,scvrknutí“ sraženiny) je pojem používaný již více než 200 let od doby 

lékařského „pouštění žilou“. Během pouštění žilní krve byla krev odebírána do nádoby, kde se 

mohla srážet. Červená želatinová hmota byla obrácena na kus tenké látky, která vsákla sérum, a 

zbývající hmota byla tvořena pevnými složkami krve. Při malém objemu této pevné složky krve 

se muselo snížit nebo dokonce ukončit pouštění krve. Tímto způsobem sloužila retrakce 

koagula jako hrubý hematokrit. Zjistilo se, že tato retrakce je závislá na přítomnosti malých 

tělísek, která byla pojmenována "krevní destičky." Glanzmann zjistil, že retrakce koagula chybí 

u pacientů s poruchou srážení, kterou nazval "trombastenia" [76]. Trombastenia vlastně 

znamená "slabé krevní destičky." Techniky pro posuzování sraženiny obvykle měří objem 

extrudovaného séra nebo odhadovaný pokles ve velikosti sražené hmoty. Ačkoli fyziologický 

účel retrakce koagula nebyl nikdy plně vysvětlen, skutečnost, že 34 % suché hmotnosti destiček 

tvoří kontraktilní bílkovina(aktin), potvrzuje potenciální význam tohoto procesu. 

     V nedávných studiích byla retrakce sraženiny pozorována elektronovým mikroskopem, kde 

se hodnotila interakce trombocyt-fibrin. Brzy v tomto procesu srážení byly sledovány malé 

agregáty krevních destiček. Tyto agregáty se zvětšují  a jsou jasně spojeny s fibrinovými 

vlákny. Vlákna pevně adherují na krevní destičky. V procesu srážení destičky rozšiřují 
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pseudopodia podél vláken fibrinu. Pseudopodia adherují k fibrinu a využívají stejné 

glykoproteinové IIb/IIIa receptory jako při vazbě na fibrinogen při agregaci krevních destiček. 

Tvorba pseudopodií je energeticky závislý děj a vyžaduje přesuny intracelulárního vápníku. 

Jakmile jsou pseudopodia rozšířena podél fibrinu, jsou zpětnou vazbou tažena k tělu krevních 

destiček (roli hraje kontraktilní bílkovina-trombostenin). Součet účinku tisíců destiček 

způsobuje předčasné narovnání fibrinových vláken a vznik napětí v celé síti. Vzniklé napětí 

dramaticky zvyšuje strukturální integritu sítě, což vede ke zvýšení modulu pružnosti sraženiny. 

Tato reakce začíná již v procesu srážení krve, jakmile je produkován trombin. Předpokládá se, 

že účelem tohoto procesu je přiblížit okraje rány. Dalším možným vysvětlením je časné 

obnovení průtoku krve v poškozených cévách. Retrakcí koagula mohou krevní deštičky rychle 

obnovit lumen cévy tahem sraženiny z krevního řečiště a jejím soustředěním do místa 

poškozené cévní stěny.

     Účinky heparinu na retrakci koagula jsou pozorovány již při hladinách nižších než jsou 

běžně používané za  antikoagulačním účelem [77]. Při normální terapeutické hladině heparinu, 

1 U/ml, mohou být účinky heparinu na retrakci zvráceny stejnou dávkou protaminsulfátu, která 

se používá ke zrušení jeho antikoagulačního efektu [78]. U velmi vysokých dávek heparinu 

během MTO (4 U/ml), může významné potlačení retrakce koagula přetrvávat i přes úplnou 

normalizaci APTT dosaženého aplikací protaminsulfátu. Heparan a dermatan sulfát také 

potlačují retrakci koagula, a to v závislosti na jejich množství [79].

     Účinky nízkomolekulárních heparinů, které byly pozorovány, jsou paralelní s 

nefrakciovanými přípravky. Se zvyšující se koncentrací těchto látek stoupá i potlačení síly 

retrakce koagula. K tomu dochází u všech aktuálně dostupných přípravků. Přestože většina 

vlivů nízkomolekulárních heparinů na retrakci koagula je pravděpodobně výsledkem snížené 

tvorby trombinu a potlačení retrakce koreluje s rostoucí anti-Xa aktivitou, LMWH mohou mít i 

další účinky. Práce s několika LMWH přípravky bez aktivity antitrombinu a minimální anti-Xa 

aktivity odhalily, že některé přípravky mají i nadále významnou schopnost potlačit sílu retrakce 

koagula [80].



36

2   Hypotézy a cíle

2.1 U pacientů se sepsí jsou přítomné arterio-venózní rozdíly v laboratorních výsledcích

           Sepse bývá často provázena hyperkoagulačním stavem a tvorbou mikrotrombů 

v mikrocirkulaci. Je proto důvod se domnívat, že při tomto procesu dojde ke komzumpci

určitých složek krve, ke zvýšené (reaktivní) aktivaci fibrinolýzy a následně k odlišným 

laboratorním výsledkům získaných z arteriální nebo venózní krve. Chybná záměna místa 

odběru krevního vzorku pro laboratorní vyšetření by mohla vyústit v chybnou interpretaci 

patofyziologických stavů probíhajících v těle pacienta. Prvním cílem této práce bylo 

potvrdit nebo vyvrátit pravdivost této hypotézy a zjistit, zda jsou laboratorní výsledky 

získané z arteriální a venózní krve rovnocenné či nikoli. 

2.2  Hypokoagulační efekt heparinu na hemokoagulaci klesá se zmenšujícím

        se množstvím reziduálního heparinu ve vzorku krve

     Heparin a jeho roztok, který se používá jako prevence uzávěru arteriálních či venózních 

setů, ovlivňuje srážení krve hodnocené metodou tromboelastografie. Jeho hypokoagulační 

efekt na TEG přímo úměrně závisí na jeho koncentraci. Lze proto předpokládat, že 

s narůstajícím objemem krve, který se odtáhne a znehodnotí (při zpětném proplachu katétru

pacientovou krví s cílem eliminace heparinu) před samotným odběrem krevního vzorku pro 

vyšetření TEG, bude koncentrace heparinu ve vzorku a následně i jeho hypokoagulační vliv 

na koagulaci menší. Tuto hypotézu budeme moci potvrdit detekcí tvorby kvalitnějšího 

koagula hodnoceného parametry TEG v souvislosti se stoupajícím množstvím 

znehodnocené krve před samotným vyšetřením. Druhým cílem bylo zjistit, jaké množství 

krve je nutno pacientovi odebrat a znehodnotit před samotným odběrem krevního vzorku 

pro vyšetření TEG, s cílem získat vzorek bez residuálního obsahu heparinu a jeho vlivu na 

TEG hodnocení koagulace.

2.3   Heparináza může u pacientů se sepsí způsobit hyperretrakci koagula 

     Endogenní heparinoidy přítomné u pacientů se sepsí potlačují sílu krevních destiček a 

následně i retrakci koagula. Jelikož je heparináza schopná zneutralizovat vliv endogenních 

heparinoidů na proces srážení krve, lze se domnívat, že heparináza  může způsobit děj zcela 

opačný, a to hyperretrakci koagula. Třetím cílem této práce bylo ověřit pravdivost této 

hypotézy použitím metody TEG.
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3 Materiál a metodika

3.1. U pacientů se sepsí jsou přítomné arterio-venózní rozdíly v laboratorních výsledcích

     Ke studii byl získán souhlas etické komise FN Motol. Do studie jsme zahrnuli 44 pacientů 

(26-80 let, medián 62 let), kteří splnili kritéria sepse definované podle ACCP-SCCM

konference (American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine) v roce 

1991 [3]. U těchto pacientů jsme spočítali APACHE II skóre (Acute Physiology and Chronic 

Health Evaluation score II) které se pohybovalo od 3 – 27 bodů (medián 10) a SOFA skóre 

(Sequential Organ Failure Assessment score), které bylo v rozmezí 1 – 15 bodů (medián 8,

tabulka 1.). APACHE II skóre hodnotí 12 parametrů získaných o zdravotním stavu pacienta do 

24 hodin po přijetí pacienta na jednotku intenzivní péče (tělesná teplota, tepová frekvence, 

krevní tlak, počet bílých krvinek, dechová frekvence, hladina Na, K a kreatininu, pH arteriální 

krve, hodnota hematokritu, parciální tlak kyslíku v arteriální krvi a Glasgow Coma Scale). Dále 

se hodnotí věk a závažné choroby v anamnéze. Vypočítaná hodnota poskytuje informace o 

závažnosti akutního onemocnění pacienta a o jeho prognóze. SOFA denně hodnotí stupeň 

dysfunkce šesti orgánových systémů (hemokoagulační, respirační, kardiovaskulární, nervový, 

vylučovací a funkci jater). Cílem měření SOFA je průběžné (každých 24 hodin) hodnocení 

funkce orgánů. Sekvenční hodnocení orgánové dysfunkce během několika prvních dnů po 

přijetí na JIP je rovněž dobrým ukazatelem prognózy pacienta. Pro oba systémy platí, že čím 

vyšší je počet bodů, tím horší je zdravotní stav a prognóza pacienta.

Pacienti byli hospitalizováni na resuscitačním oddělení Kliniky anesteziologie a resuscitace 

2.LF UK ve FN Motol. Každý pacient měl zaveden arteriální katétr a centrální žilní katétr. Tyto 

katétry byly kontinuálně proplachovány heparinovým roztokem (4 IU/ml, 3 ml/hod). Krevní 

vzorky byly odebrány z obou katétrů současně po odebrání a znehodnocení 10 ml krve s cílem 

eliminovat diluční efekt heparinového proplachu. Vzorky jsme poté zaslali k rutinní analýze 

vybraných hematologických parametrů (tj. počet bílých krvinek (WBC), počet červených 

krvinek (erytrocytů), krevních destiček a koncentrace hemoglobinu (Hb) pomocí 

hematologického  analyzátoru Coulter LH 750 (Backman- Co Coulter, Miami, Florida, USA). 

Rovněž byly vyšetřeny koagulační parametry (tj. aktivita antitrombinu, koncentrace D-dimerů, 

INR, APTT a hladina fibrinogenu)) pomocí analyzátoru CA-7000 (Sysmex Co, Kobe, 

Japonsko). Přehled použitých činidel je v tabulce 2. 

     TEG analýza byla provedena pomocí tromboelastografu (TEG ® Haemoscope, Niles, IL, 

USA) za použití heparinázových kyvetek a kaolinové metody. Krevní vzorky (arteriální i 
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venózní) byly analyzovány v obou kanálech současně při nastavené teplotě 37 °C. Funkčnost 

TEG byla v experimentu kontrolována pomocí Level I (hyperkoagulační) a Level II 

(hypokoagulační) norem od výrobce. Hodnotili jsme parametry: R, K, uhel α, MA, LY 30 a LY 

60.

     Statistická analýza. Pro všechny statistické analýzy jsme použili software SPSS 17.0 pro

Windows. Párový t-test jsme použili k porovnání hematologických a koagulačních parametrů 

mezi arteriální a venózní krví. Výsledky byly považovány za významné, pokud p dosáhlo 

hodnotu ≤ 0,05.
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Tabulka 1 - Seznam pacientů definovaných podle věku, pohlaví, zdroje infekce, fáze sepse, 
APACHE II a SOFA skóre.
Zdroj infekce: hr, hrudní infekce, br, břišní infekce, hr a br, kombinované hrudní a břišní 
infekce; Fáze sepse: 1, sepse, 2, těžká sepse, 3, septický šok, 4, refrakterní septický šok 
(noradrenalin v dávce nad 1 ug / kg / min) ; APACHE II, Acute Physiology and Chronic Health 
Evaluation score II; SOFA, Sequential Organ Failure Assessment score

Poř.č.
Iniciály
pacienta

Věk Pohlaví
Zdroj

infekce   
Stádium 

sepse
APACHEII SOFA

1 ZM 65 M hr+br 3 6 8
2 PE 78 Ž hr 3 12 8
3 NM 60 Ž hr+br 2 8 3
4 LP 70 M hr+br 3 8 4
5 CV 59 M hr+br 3 10 9
6 VR 29 Ž hr 3 9 5
7 FZ 60 Ž br 4 9 8
8 PJ 60 Ž hr 3 6 8
9 SJ 56 M hr 3 11 7

10 KM 58 M hr 2 7 2
11 WF 55 M hr 3 8 3
12 HF 70 M hr+br 3 17 8
13 ZP 26 M hr 2 6 2
14 KS 58 M br 3 13 9
15 LK 60 Ž hr 2 6 2
16 HA 60 Ž hr 2 6 2
17 RR 68 M hr 2 7 1
18 BS 72 M hr+br 3 11 8
19 HJ 40 M hr+br 1 8 2
20 SV 80 M hr 3 16 10
21 AP 54 M hr 4 14 12
22 HM 48 M hr 2 6 2
23 VA 71 M hr 2 6 2
24 NM 69 Ž hr+br 2 9 2
25 CJ 76 M br 3 16 10
26 TR 49 M br 3 15 15
27 KV 73 Ž br 4 27 14
28 GM 51 M hr 3 8 6
29 CE 64 M hr+br 3 9 8
30 HJ 57 M hr 3 16 14
31 SO 70 M br 3 10 7
32 JM 30 Ž br 3 4 5
33 CD 47 Ž br 3 4 5
34 JM 65 Ž br 3 9 9
35 BZ 49 M hr 3 7 8
36 ML 65 Ž hr 2 18 5
37 KJ 68 M hr+br 3 10 4
38 BJ 80 M hr 3 17 8
39 CJ 80 M hr 3 16 13
40 NE 19 Ž hr 3 7 7
41 MJ 66 M hr 2 15 6
42 DL 71 Ž hr+br 3 16 9
43 KR 63 Ž hr 3 12 9
44 DJ 59 M hr 3 16 12
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Tabulka 2 - Použité reagence k měření koagulačních parametrů.
APTT, activated partial thromboplastin time; INR, international normalized ratio; ISI, 
International sensitivity index

Parametr Reagence Popis

APTT Cephen 5 
(Hyphen BioMed, France)         

detekce APTT v citrátové plazmě s nízkou 
citlivostí na lupus antikoagulans

INR Neoplastin Cl Plus 
(STAGO, France)  

detekce INR v citrátové plazmě s ISI 1,26 
obsahující heparinový inhibitor

Fibrinogen Fibriphen 5 
(Hyphen BioMed, France)

bovinní trombin (přibližně 100 NIH / ml) 
používaný pro detekci fibrinogénu v citrátové 
plazmě Claussovou metodou

Antitrombin Biophen AT (LRT)
(Hyphen BioMed, France)

chromogenní metoda pro detekci aktivity AT v 
plazmě za použití anti Xa metody; obsahuje 
bovinní FX a chromogenní substrát (SXa-11); 
ředění vzorku 1:10 

D-diméry D-dimer reagent,
(Medirox, Sweden)

monoklonální protilátka na latexových částicích 
pro detekci rozkladných produktů D-dimérů 
pomocí fotometrie při vlnové délce 600 až 800 
nm

  

3.2. Hypokoagulační efekt heparinu na hemokoagulaci klesá se zmenšujícím

se množstvím reziduálního heparinu ve vzorku krve

     Ke studii byl získán souhlas etické komise FN Motol. Z celkového počtu 10 pacientů (ve 

věku 19-73 let, medián 44 let, pět žen a pět mužů), devět pacientů podstoupilo chirurgické 

odstranění vestibulárního schwannomu. Informovaný souhlas byl získán od pacientů a u jedné 

pacientky byl kvůli bezvědomí (ischemická cévní mozková příhoda) získán souhlas od 

příbuzných. Žádný z pacientů neměl v anamnéze koagulopatii a všichni užívali profylaktické 

dávky LMWH (2000 anti-Xa IU, Clexane, Sanofi-Aventis, s.r.o., Praha, Česká republika) 2 

hodiny před operací. Arteriální katétry (Gauge-20, BD Insyte, Madrid, Španělsko) a spojovací 

hadičky (BD Connecta, Helsingborg, Švédsko) s celkovým mrtvým prostorem 0,8 ml byly 

zavedeny do levé radiální artérie bezprostředně před operací. Kontinuální infuze roztoku UFH 

(4 IU/ml, 12 IU/h, Heparin, Zentiva, a.s., Praha, Česká republika) byla použita na proplach 

katétrů jako prevence jejich uzávěru. Po operaci byli pacienti hospitalizováni na resuscitačním 
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oddělení, kde byli ve večerních hodinách extubováni a následující den přeloženi na JIP kliniky 

ORL (otorinolaryngologie). V době hospitalizace na resuscitačním oddělení jsme pacientům 

odebrali a analyzovali krevní vzorky. 

     U každého pacienta jsme odebrali 1 ml krve pro vyšetření TEG bezprostředně po

znehodnocení 10, 1, 2, 3, 4 nebo 5 ml krve v příslušném pořadí. Vzorky získané po 

znehodnocení 1, 2, 3 a 4 ml krve byly analyzovány v kanálu č. 1 přístroje, zatímco vzorky

získané po znehodnocení 5 ml krve byly analyzovány současně v kanálu č. 2. U každého 

pacienta jsme navíc analyzovali dva vzorky odebrané po znehodnocení 10 ml krve, přičemž 

tyto vzorky byly analyzovány v obou kanálech TEG současně s cílem ověřit přesnost měření 

mezi dvěma kanály. Před samotným odběrem krevního vzorku jsme katétr propláchli 1 ml 

heparinového roztoku (tj. 4 IU). V čase, kdy byly vyměňovány stříkačky, byl kohoutek katétru 

uzavřen v poloze 45°. Každý vzorek krve (1 ml) byl umístěn v nové lahvičce s kaolinem a 

jemně pětkrát promíchán. Po 3 minutách jsme napipetovali 360 μl kaolinového vzorku do 

nativní kyvetky a iniciovali jsme přístroj. Použili jsme dvoukanálový TEG (TEG, Haemoscope 

Corp., Niles, Illinois, USA). Funkčnost TEG byla i v tomto v experimentu kontrolována pomocí 

Level I (hyperkoagulačních) a Level II (hypokoagulačních) norem od výrobce. Hodnotili jsme 

parametry: R, uhel α, MA, TMA, LY 30 a LY 60.

     Statistická analýza. Balík programu SPSS verze 17.0 PRO Windows (SPSS Inc, Chicago, 

Illinois, USA) byl použit pro všechny statistické analýzy. Výsledky byly považovány za 

významné v případě, že p hodnota byla rovna 0,05 nebo méně. ANOVA byla použita k 

porovnání koagulačních parametrů mezi vzorky získanými po znehodnocení 1 – 10 ml krve. 

Post-hoc analýzy byly provedeny s Tukey (HSD) testy. Údaje jsou vyjádřeny jako průměr 

(mean) ± SD.
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3.3   Heparináza může u pacientů se sepsí způsobit hyperretrakci koagula 

     U pacienta s těžkou sepsí (cholangoitis), u kterého bylo plánováno provedení akutní 

endoskopické retrográdní cholangiopankreatografie (ERCP), jsme kvůli trombocytopenii 

v krevním obraze a v souladu s ordinací ošetřujícího lékaře vyšetřili krevní vzorek pomocí 

dvoukanálového TEG (Haemoscope, Niles, IL, USA). Použili jsme kaolinovou metodu a krevní 

vzorek jsme analyzovali současně za použití nativní kyvetky a kyvetky s heparinázou. Pacient v 

čase vyšetření nedostával žádný typ heparinu. Krevní vzorek byl odebrán po znehodnocení 10 

ml krve s cílem eliminovat vliv heparinového proplachu na vyšetření TEG [81]. Jelikož jsme na 

TEG přístroji zjistili obraz fibrinolýzy, který nekoreloval s klinickým stavem pacienta, rozhodli 

jsme se porovnat tuto TEG křivku s křivkou způsobenou skutečnou fibrinolýzou. S cílem 

vyvolat skutečnou fibrinolýzu jsme do krevního vzorku aktivovaného kaolinem v nativní 

kyvetce přidali 5000 jednotek streptázy. Krevní vzorek byl v tomto případě získán od zdravého 

dobrovolníka. Po skončení vyšetření jsme porovnali obě TEG křivky a rovněž jsme porovnali 

vzhled a konzistenci krevních koagul v kyvetkách.
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4 Výsledky

4.1. U pacientů se sepsí jsou přítomné arterio-venózní rozdíly v laboratorních výsledcích

     Tabulka 3 ukazuje průměrné hodnoty sledovaných veličin v arteriální a žilní krvi. Je patrné, 

že u pacientů s těžkou sepsí byly hodnoty INR, počet leukocytů, hladina D-dimerů a 

fibrinogenu zvýšené nad fyziologickou úroveň, zatímco koncentrace hemoglobinu a aktivita AT 

byly sníženy. Hodnotili jsme arteriovenózní rozdíly ve vybraných koagulačních a 

hematologických parametrech. V žilní krvi byla AT aktivita významně nižší (p = 0,004) než v 

arteriální krvi, s průměrným rozdílem dosahujícím 2 % (obrázek 14). Na druhé straně hladina 

D-dimerů v žilní krvi byla významně vyšší o 31 ng/ml (p = 0,045). V jiných parametrech 

koagulace, trombelastografie či hematologických parametrech jsme nenašli žádné významné 

rozdíly (p> 0,1). 

Tabulka 3 - Průměrné hodnoty sledovaných veličin v arteriální a žilní krvi.

Arteriální krev Venózní krev

Průměr SD Rozsah Průměr SD Rozsah

INR 1.32 0.18 1.02-1.75 1.33 0.18 1.03-1.76

APTT (s)                               32.2 5.93 22.2-49.9 32.3 6.03 22.7-49.2

Fibrinogen (g/l)                      4.79 1.12 2.38-6.74 4.75 1.14 1.87-6.92

Antitrombin (%)                      68 22 26-127 66 21 26-123

D-dimery (ng/ml)                1992 1998 4-9643 2024 2037 4-9978

R (min)             8.6 2.8 2.4-18.3 8.7 2.8 1.1-16.4

K (min)                                         2.3 1.3 1.0-7.3 2.4 1.4 0.8-8.2

α úhel (°)                                   63 12 30-78 63 12 26-80

MA (mm) 68 10 40-86 68 11 40-84

LY30 (%) 5.7 8.9 0-47.2 5.1 7.7 0-43.9

LY60 (%)                                   8.6 14.9 0-66.2 9 12.6 0-68.5

Erytrocyty (x 10ˆ12/l) 3.16 0.52 2.31-5.17 3.16 0.52 2.30-5.12

Hemoglobin (g/l)                         96 19 65-175 96 18 63-170

Leukocyty (x 10ˆ9/l)                 13.8 5.6 0.9-27.8 13.8 5.5 1.3-26.3

Trombocyty (x 10ˆ9/l)               226 172 8-798 228 180 9-887
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Obrázek 14 - Arteriovenózní 
rozdíly v koagulačních, 
tromboelastografických
a hematologických parametrech. 
Pozitivní hodnoty  = vyšší hodnoty 
parametrů v artérii a naopak.
Úsečky naznačují průměr a 95% 
interval spolehlivosti pro rozdíl.
Statisticky významné rozdíly byly 
zjištěny v aktivitě AT a hladině D-
dimérů (P <0,05).  
α  - úhel mezi TEG křivkou a x-osy, 
APTT - aktivovaný parciální 
tromboplastinový čas, 
AT - aktivita antitrombinu, 
Ddim - hladina D-dimérů; 
Fib - hladina fibrinogénu, 
Hb - koncentrace hemoglobinu, INR -
mezinárodní normalizovaný poměr, 
K - čas od R  amplitudou sraženiny 20 
mm, 
LY 30 a LY 60 - stupeň fibrinolýzy 
30 a 60 min poté, co bylo dosaženo 
MA, 
MA -  maximální amplituda
sraženiny, 
Tr - počet krevních destiček; 
R - čas po první detekci sraženiny, 
Ery - počet červených krvinek, 
Leu - počet bílých krvinek.
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4.2. Hypokoagulační efekt heparinu na hemokoagulaci klesá se zmenšujícím

   se množstvím reziduálního heparinu ve vzorku krve

     Testováním vzorků získaných po znehodnocení 10 ml krve na obou TEG kanálech současně

jsme našli jen minimální rozdíly v měřených parametrech (tabulka 4). Porovnání hodnot 

získaných z jednotlivých kanálů neprokázalo žádný statisticky významný rozdíl (p > 0,05, 

párový t-test), což naznačuje, že analýza vzorků krve ze dvou různých kanálů TEG nezpůsobila 

žádné zkreslení získaných hodnot. Pozorovali jsme, že vliv heparinového proplachu na 

sledované koagulační parametry klesá s rostoucím objemem znehodnocené krve (obrázek 15). 

Větší objem znehodnocené krve byl spojen se zvýšenou aktivací koagulace a zvýšenou pevností 

krevní sraženiny vyjádřenou jako pokles R a TMA a jako zvětšení uhlu α a MA (obrázek 16).

Tyto změny byly patrné po znehodnocení 1-4 ml krve. Porovnání hodnot získaných po 

znehodnocení 5 a 10 ml krve neprokázalo další rozdíly. Statistická významnost pozorovaných 

změn v R, α úhlu, MA a TMA byla potvrzena použitím ,,repeated measures“ ANOVA (p 

<0,001). Post-hoc analýza zjistila významné rozdíly mezi vzorky získanými po znehodnocení 1 

ml krve ve srovnání s 2 – 10 ml krve ve všech srovnávaných parametrech (p <0,001; t-testy s 

Tukey HSD korekcí). V případě α úhlu se vyskytly rozdíly mezi hodnotami zaznamenanými po 

znehodnocení 2 ml versus 4 – 10 ml a po znehodnocení 3 ml versus 5-10 krve (p <0,02, t-testy s 

Tukey HSD korekcí). Pro TMA se objevily rozdíly mezi  hodnotami zaznamenanými po 

znehodnocení 2 a 3 ml versus 4 – 10 ml krve (p<0.04; t- testy s Tukey HSD korekcí). Je 

pozoruhodné, že podle post-hoc analýzy byly vzorky získané po znehodnocení 4, 5 a 10 ml 

krve konzistentní ve všech sledovaných parametrech (p> 0,8; t-testy s Tukey HSD korekcí).

Tabulka 4 - Test přesnosti měření prováděných v každém z kanálů TEG. Data představují 
průměr ± SD vzorků získaných od 10 nemocných po znehodnocení 10 ml krve.

kanál 1 kanál 2

R (min) 9.2 ± 3.2 10.4 ± 4.0

K (mm) 2.8 ± 3.2 3.2  ± 1.8

α úhel (°) 55  ±10 53 ± 14

MA (mm) 64 ± 7 63 ± 11

TMA (min) 31 ± 6 32 ± 6
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Obrázek 15 - TEG křivky získané ze vzorků krve po znehodnocení 1-10 ml krve. Křivky byly 
konstruovány z průměrných hodnot R, α úhlu, MA a TMA od 10 subjektů.

Obrázek 16 – Koagulační parametry zaznamenané TEG po znehodnocení 1 – 10 ml krve.
Zvýšení koagulační aktivity se zvyšujícím se objemem znehodnocené krve (až do 4 ml) byla 
zřejmá. Po znehodnocení 5 a 10 ml krve již nebyly pozorovány žádné další změny.
R - reakční čas, úhel α - rychlost tvorby sraženiny, MA - maximální pevnost sraženiny, TMA -
čas do MA. Symboly ukazují hodnoty signifikantně odlišné od těch, které byly zaznamenány po 
znehodnocení 1 ml (*), 1 a 2 ml (#) a 1 – 3 ml (†) krve (p ≤ 0,05; t-testy s Tukey HSD korekcí).
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4.3.    Heparináza může u pacientů se sepsí způsobit hyperretrakci koagula

     Dvě odlišné metodiky TEG vedly k rozdílným TEG výsledkům. Nativní TEG zaznamenal 

hypokoagulační typ křivky (obrázek 17) a heparinázou-modifikovaný TEG zaznamenal obraz

významné fibrinolýzy (obrázek 18). Překvapením pro nás bylo, když jsme při kontrole 

heparinázové kyvetky nalezli sraženinu adherující k trnu (horní část kyvetky) (obrázek 19) a 

tento nález svědčí spíše pro retrakci koagula.

     Ve vzorku s přidanou streptázou přístroj rovněž zaznamenal křivku fibrinolýzy (obrázek 20), 

v kyvetce jsme ale nenašli vytvořenou sraženinu, nýbrž krev v tekutém stavu (obrázek 21), tedy 

fenomén způsobený skutečnou fibrinolýzou.

Obrázek 17 – Hypokoagulační TEG křivka, nativní-kaolínem aktivována metodika

Obrázek 18 – Fibrinolytická-hyperretrakční TEG křivka, heparinázová-kaolínem aktivována 
metodika



48

Obrázek 19 – Navzdory přítomnosti fibrinolytické křivky můžeme vidět koagulum adherující k 
trnu (vrchní část kyvetky), co svědčí spíše pro hyperretrakci koagula, než pro přítomnost 
fibrinolýzy.

Obrázek 20 – Fibrinolytická křivka způsobená streptázou

Obrázek 21 – V kyvetce se streptázou jsme nenašli vytvořenou sraženinu, ale krev v tekutém 
stavu.
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5 Diskuse

5.1. U pacientů se sepsí jsou přítomné arterio-venózní rozdíly v laboratorních výsledcích

     Lidský organizmus reaguje na infekci vzájemnou interakcí imunitního a koagulačního 

systému. Organizmus se primárně snaží infekční noxu vzájemnou interakci těchto dvou 

systémů lokalizovat tvorbou fibrinové sítě a pak zneškodnit a eliminovat fagocytárním

systémem. Významnou roli v lokalizaci infekce a zánětu má fibrinogen. Konstitutivně se tvoří 

v játrech, které odpovídají za jeho cirkulující hladinu v krvi. Extrahepatální produkce byla 

prokázána v epitelových buňkách mnohých orgánů (střeva, plíce, ledviny). Nejdůležitějším 

induktorem syntézy fibrinogenu je IL-6 (Interleukin-6). Zdrojem IL-6  mohou být jak 

monocyty, tak endotelové buňky. 

Fibrinogen je důležitou molekulou pro vznik trombu. Jeho defekt je spojen s krvácivým stavem. 

Je esenciálním substrátem při tvorbě fibrinové zátky. Kromě hemostatického účinku má 

fibrinogen i prozánětlivý účinek, kdy přímo stimuluje chemotaxi leukocytů a jejich kumulaci 

v místě zánětu. V rámci pozitivní zpětné vazby stimuluje tvorbu IL-6 v monocytech [82].

Jedním z faktorů, které se snaží zabránit přehnané reakci organizmu, je antitrombin.

Antitrombin je kvantitativně nejdůležitější antikoagulační protein plazmy. Inhibuje F Xa a F IIa 

vytvořením vazby s jejich aktivním místem. Kromě toho má i protizánětlivé účinky. Blokuje 

prozánětlivý účinek trombinu a blokuje produkci zánětlivých cytokinů TNF (Tumor necrosis 

factor), IL-6 a IL-8 v monocytech a endotelových buňkách. Konstitutivně se tvoří v játrech  a 

během reakce akutní fáze zánětu se jeho syntéza snižuje účinkem IL-1 a IL-6 (negativní protein 

akutní fáze) [83].

Dalším systémem, který se v organizmu snaží zabránit nadměrnému hyperkoagulačnímu stavu,

je fibrinolytický systém. Fibrinolýza je antitrombotický systém a zajišťuje ho enzym plazmin, 

který vzniká z plazminogenu. Aktivace plazminogenu je zahájena současně s aktivací 

koagulace. Na aktivaci se podílí především tkáňový aktivátor plazminogenu (tPA) a blokuje ho 

inhibitor aktivátoru plazminogenu (PAI-1), který se ve zvýšené míře tvoří pod vlivem TNF-α a 

IL-6 [8].

Tkáňový aktivátor plazminogenu je serinová proteáza, která je uvolňována ze zdravých 

endoteliálních buněk pod vlivem trombinu nebo aktivovaného proteinu C. Fibrin a fibrinogen 

jsou přirozené substráty plazminu. Jsou proteolyticky štěpeny a při tomto procesu vznikají 
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štěpné produkty, zvané fibrin-fibrinogen degradační produkty (FDP). Při štěpení fibrinogenu 

vznikají fragmenty X, které jsou štěpeny na Y a D, fragment Y potom na D a E. Fragmenty X a 

Y jsou také nazývány časné, D a E jsou pozdní fragmenty. FDP mohou působit jako 

antitrombin. Štěpení fibrinu probíhá obdobně. Vzhledem ke stabilizaci fibrinu faktorem XIII je 

však fibrin proti plazminu relativně odolný a štěpení trvá déle. Jsou odštěpovány fragmenty X 

s Y, které se ale vzhledem k příčným vazbám (vliv faktoru XIII) od sebe neuvolňují. Konečným 

produktem jsou fragmenty D a E a tzv. D-dimery. Jsou součástí molekuly fibrinu včetně 

příčných vazeb a jejich průkaz je přímým důkazem štěpení fibrinu. Za situace, kdy se poruší 

vzájemná rovnováha mezi prokoagulačními a antikoagulačními faktory ve prospěch 

prokoagulačních, dochází k celkovému prokoagulačnímu stavu v celém organizmu a následně 

k tvorbě mikrotrombů v mikrocirkulaci [9, 10]. Tento stav vyvolává dysfunkci orgánů a je ve 

hlavní míře odpovědný za vznik multiorgánové dysfunkce organizmu a multiorgánového 

selhání.

V naší studii jsme u pacientů v těžké sepsi nalezli v celém organizmu (tzn. jak v arteriální, tak i 

ve venózní krvi) zvýšenou hladinu fibrinogenu a D-dimerů a sníženou hladinu antitrombinu

oproti normální hladině. To dosvědčuje, že sepse je v důsledku vzájemné interakce a 

koagulačního a imunitního systému provázená hyperkoagulačním stavem, na který organizmus 

reaguje zvýšenou fibrinolýzou.

Rovněž jsme zjistili, že u pacientů s těžkou sepsí se plazmatické hladiny AT a D-dimerů liší 

mezi arteriální a venózní krví. Nalezli jsme nižší aktivitu AT a zvýšenou hladinu D-dimerů ve 

venózní krvi. Tento nález podporuje teorii probíhajícího procesu mikrovaskulární trombózy, 

která je způsobena hyperkoagulačním stavem s následnou reaktivní hyperfibrinolýzou. Pokles 

aktivity AT v žilní krvi odráží jeho zvýšenou spotřebu v mikrocirkulaci při hyperkoagulaci a 

zvýšená hladina D-dimerů je důsledkem vyššího stupně fibrinolýzy jako reakci na 

hyperkoagulační stav.

Objektivizace hyperkoagulačního stavu pomocí dalších běžných laboratorních výsledků je 

velice obtížné a nespolehlivé, jelikož INR a aPTT jsou spíše parametry iniciace srážení. Collins 

se svými kolegy hodnotil hladinu jednotlivých faktorů srážení u pacientů v těžké sepsi a zjistil 

sníženou hladinu faktorů II, V, VII, X, XI a XII, AT a protein C a naopak zvýšenou hladinu 

faktorů VIII, IX a fibrinogenu [84]. Snížená hladina prokoagulačních faktorů vedla 

k prodloužení času srážení jak standardních laboratorních vyšetření INR a aPTT, tak i rotační 

tromboelastografie (prodloužení CT-clotting time, podobný času R). To znamená, že iniciační 

fáze srážení u septických pacientů je opožděná (zpomalená). Nicméně díky zvýšené hladině
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hlavních komponentů vnitřní cesty srážení faktorů VIII a IX, jakmile dojde k dostatečné tvorbě 

trombinu schopného aktivovat tyto faktory, další-propagační fáze probíhá mnohem intenzivněji. 

O tomto procesu nás již běžné vyšetření srážení neinformují a na tromboelastografu můžeme 

vidět zvýšenou rychlost tvorby koagula (zkrácení CFT, clot formation time-podobný parametru 

K a větší uhel α). Zvýšena hladina fibrinogenu se projeví rovněž na parametrech 

tromboelastografie, a to zvýšenou silou koagula (zvýšena hodnota MCF, maximum clot 

formation, podobné MA) [84]. Na základě zjištění těchto autorů můžeme konstatovat, že u 

septických pacientů je iniciace srážení opožděná, ale jakmile dojde k vytvoření dostatečného 

množství trombinu ke spuštění propagační fáze srážení, pak propagace probíhá mnohem 

intenzivněji a díky zvýšené hladině fibrinogenu v konečné fázi dochází k vytvoření velkého 

množství fibrinu, a tedy krevní sraženiny. I přes prodloužené standardní koagulační testy 

můžeme z tromboelastografie jako globálního koagulačního testu usuzovat o hyperkoagulačním 

stavu krve. 

V naši studii jsme u pacientů našli prodloužený čas INR a parametr R (reakční čas 

tromboelastografie). Parametry MA a uhel α měly hodnoty na horní hranici normy, což

znamená, že pacienti měli tendenci k hyperkoagulaci. I u našich pacientů byla tedy iniciační 

fáze srážení prodloužena, ale jakmile byla spuštěna propagační fáze srážení, pozorovali jsme 

tvorbu silného koagula. Také hladina fibrinogenu byla v krvi našich pacientů zvýšena. Lze říci, 

že v naši práci jsme dospěli k podobným závěrům jako předešlí autoři. Navíc jsme sledovali

hodnoty parametrů LY 30 a LY 60, které byly nalezeny v mezích normy, což znamená, že 

proces fibrinolýzy byl pravděpodobně inhibován přítomností zvýšené hladiny PAI-1, způsobené 

zvýšenou hladinou cytokinů [8]. Můžeme tedy konstatovat, že metoda tromboelastografie je 

vhodnější ke sledování koagulačních změn u pacientů se sepsí a že poskytuje detailnější 

informace o procesu srážení, které nám můžou pomoci při rozhodování v léčbě koagulopatie. 

Prodloužení iniciační fáze srážení (INR, aPTT, R) v sepsi můžeme připsat jejich zvýšené 

konzumpci a současně jaterní dysfunkci, která je přítomná u kriticky nemocných pacientů. 

Zajímavé je, že zvýšená hladina D-dimerů nekoreluje s normálními hodnotami LY 30 a LY 60. 

Můžeme spekulovat, že příčinou jevu je takový stav koagulace, kdy i přes zvýšenou fibrinolýzu 

je stabilita koagula zabezpečená vysokou hladinou fibrinogenu a jeho vzájemnou intereakcí

s trombocyty. Jako alternativní vysvětlení se nabízí použití kyvetek s heparinázou. V literatuře 

byl popsán kromě antikoagulačního účinku heparinů i jeho profibrinolytický účinek [85]. 

Jelikož nelze vyloučit kontaminace vzorku heparinem či reziduální přítomnost 
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nízkomolekulárních heparinů event. endogenních heparinoidů, dá se předpokládat že 

heparináza použitá in vitro eliminuje jejich profibrinolytický účinek. 

I když jsme zjistili hyperkogaluční tendenci u našich pacientů, nenašli jsme statisticky 

signifikantní rozdíly mezi výsledky TEG získanými z arteriální a venózní krve a rozdíly jsme 

nenašli ani v ostatních nejčastěji vyšetřovaných hematologických a koagulačních parametrech

(leukocyty, trombocyty, erytrocyty). Podobné výsledky již dříve publikoval Blann [22], který 

nenašel žádné rozdíly mezi arteriální a venózní krví pro parametry INR, APTT, hladinu 

fibrinogenu, leukocyty, erytrocyty, krevní destičky a koncentraci hemoglobinu ve skupině 

pacientů s arteriálním onemocněním. Na rozdíl od naší studie autor nepopisuje arteriovenózní 

rozdíly v hladině D-dimerů. V jiné studii ve skupině zdravých pacientů Ozsoylu [25] zjistil 

nižší koncentraci fibrinogenu v žilní krvi, ale nepopisuje žádné významné rozdíly v INR, APTT 

a v počtu krevních destiček. Tyto diskrepance by mohly být vysvětleny rozdílným klinickým 

stavem pacientů. Zatímco v naší studii jsme zařadili do souboru pacienty v těžké sepsi, citované 

studie jsou zaměřené na populaci zdravých pacientů nebo pacientů s chronickým onemocněním. 

Možnou slabou stránkou studie je heterogenní příčina sepse u sledovaných pacientů. Všichni 

pacienti ale splnili kriteria pro těžkou sepsi, což předpokládá podobné patofyziologické 

procesy. 

5.2 Hypokoagulační efekt heparinu na hemokoagulaci klesá se zmenšujícím se množstvím 

reziduálního heparinu ve vzorku krve

     Tato studie je první, která sleduje vliv heparinu používaného k proplachu katétrů na 

výsledky koagulačních vyšetření pomocí metody TEG.

Heparin je látka s mnohočetnými antikoagulačními vlastnostmi, která vazbou na plazmatický 

protein nazvaný antitrombin blokuje enzymatickou aktivitu koagulačních faktorů II, XII, XI, IX 

a X a po subkutánním podání zvyšuje hladinu aktivátoru plazminogenu, a tím zasahuje i do 

procesu fibrinolýzy [85]. Kromě toho působí i na retrakci koagula, a tím negativně ovlivňuje 

maximální sílu krevního koagula [77].

Předchozí studie zjistily, že účinek heparinu na výsledky TEG analýzy závisí na jeho 

koncentraci ve vyšetřovaných vzorcích krve [50, 51, 86]. Stanovení přímé koncentrace heparinu

v krvi pacienta je v našich laboratorních podmínkách technicky nerealizovatelné, a proto jsme 

se o přítomném množství heparinu v krevním vzorku přesvědčovali nepřímo, a to intenzitou 

vlivu hypokoagulačního efektu na koagulaci měřenou metodou TEG. 
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     Předpokládali jsme, že čím větší objem krve se odebere a znehodnotí před samotným 

odběrem krevního vzorku na vyšetření TEG, tím menší množství reziduálního heparinu zůstane 

v cévním setu, a tím menší bude jeho vliv na samotné vyšetření. Tento předpoklad jsme 

potvrdili zjištěním, že se zvyšujícím se objemem znehodnocené krve se snižoval vliv 

heparinového rezidua na námi sledované parametry TEG.

Z výsledků je patrné, že heparin ovlivňuje různé parametry TEG. Zjistili jsme prodloužení 

parametru reakčního času srážení - parametr R, který reprezentuje iniciační fázi tvorby koagula. 

Rovněž jsme pozorovali prodloužení času do dosažení maximální sily koagula - TMA a 

zmenšení uhlu α. Tyto dva parametry reprezentují rychlost tvorby silného koagula - propagační 

fázi srážení. Ovlivnění uvedených parametrů TEG a zásah heparinu do obou fází srážení 

můžeme vysvětlit jeho inhibičními vlastnostmi na faktory srážení IX, X, XI, ale hlavně 

blokádou trombinu, který hraje kritickou roli jak v iniciační tak i propagační fázi srážení krve.

Z dalších parametrů TEG jsme zaznamenali účinek heparinu na maximální sílu koagula – MA. 

Tento parametr, a tedy pevnost koagula, je ovlivněn jak hladinou a funkcí fibrinogenu a fibrinu, 

tak počtem a funkcí trombocytů a vzájemnou interakcí těchto tří složek v procesu agregace a 

retrakce koagula. Heparin svým účinkem na trombin negativně ovlivňuje hladinu fibrinogenu a 

fibrinu a rovněž i aktivitu trombocytů. V konečném důsledku tedy negativně zasahuje do 

pevnosti a síly koagula, a tím do velikosti MA.

Účinek heparinu na sledované parametry se snižoval se zvyšujícím se objemem znehodnocené 

krve až do objemu 4 ml, což nepřímo svědčí o jeho snižujícím se obsahu v krevním vzorku. Ve 

vzorcích odebraných po znehodnocení více než 4 ml krve (tj. 5 a 10 ml) jsme již nezaznamenali 

další signifikantní rozdíly ve sledovaných parametrech a můžeme tak říci, že vzorek již 

neobsahoval žádný residuální heparin, resp. byl přítomen v tak malém množství, že neovlivnil 

proces srážení hodnocený metodou TEG.

     Z našich pozorování vyplývá, že minimální objem, který je nutné znehodnotit před odběrem 

krevního vzorku pro vyšetření TEG s cílem zrušit účinek heparinového proplachu je 4 ml. 

Tento objem představuje asi pětinásobek objemu katétru (5 x mrtvý prostor). Ve svém důsledku 

mohou být tyto závěry užitečné např. pro výrobce cévních setů.

Použití této metodiky k neutralizaci heparinového proplachu nabízí několik výhod oproti

použití heparinázy. Heparináza neutralizuje kromě účinku heparinu i účinek LMWH a 

endogenních heparinoidů na hemokoagulaci. To může vést k mylnému zhodnocení

koagulačního stavu pacienta a následně k nesprávným terapeutickým intervencím u kriticky 

nemocných pacientů. Zjištěný minimální objem, který je nutno znehodnotit k neutralizaci 
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heparinu je poměrně malý a pacienta nevystavuje zbytečnému riziku anemizace. Zpětný 

proplach katétru krví pacienta je i finančně méně náročný, než použití kyvetek s heparinázou.

5.3.   Heparináza může u pacientů se sepsí způsobit hyperretrakci koagula

     Retrakce koagula je proces, ve kterém hraje roli vzájemná interakce trombocytů a fibrinu. 

Fibrinová vlákna pevně adherují na krevní destičky, a ty rozšiřují své pseudopodia podél těchto 

vláken. Ke vzájemné interakci fibrinových vláken a pseudopodií jsou využívané stejné 

glykoproteinové IIb/IIIa receptory jako při vazbě trombocytů na fibrinogen při agregaci 

krevních destiček. Jakmile jsou pseudopodia rozšířena podél fibrinu, jsou zpětnou vazbou 

tažena k tělu krevních destiček. Součet účinku tisíců destiček způsobuje předčasné narovnání 

fibrinových vláken a vznik napětí v celé síti. Vzniklé napětí dramaticky zvyšuje strukturální 

integritu sítě, což vede ke zvýšení modulu pružnosti sraženiny. Tyto vlastnosti krve a tedy 

retrakce koagula je potlačována různými typy heparinu a endogenními hepariny [77, 79].

     Účinky heparinu na retrakci mohou být zvráceny dávkou protaminsulfátu [78]. Můžeme 

tedy uvažovat, že i účinek endogenních heparinoidů (přítomných v krvi septických pacientů) na 

retrakci může být zneutralizován použitím heparinázy, jelikož ta je schopná jejich neutralizace.

V prezentovaném případě jsme krevní vzorek septického pacienta analyzovali pomocí TEG 

použitím heparinázové metodiky. Heparinázou-modifikovaný TEG zaznamenal na monitoru 

obraz imitující fibrinolýzu. Tvar fibrinolytické křivky není vždy způsoben skutečnou 

fibrinolýzou, ale může napodobit retrakci nebo hyperretrakci krevního koagula, jak již dříve 

popsal Katori a jeho kolegové. Pro odlišení těchto procesů tentýž autor použil abciximab, který 

inhibuje funkci trombocytů při retrakci koagula [87]. V našem případě jsme hodnotili 

makroskopický vzhled koagula přítomného v kyvetce TEG po skončení měření. V případě 1 

jsme nalezli koagulum adherované k trnu kyvetky. V případě 2 jsme s cílem vyvolat skutečnou 

fibrinolýzu přidali do kyvetky streptázu (aktivátor fibrinolýzy) a našli rozpuštěné koagulum. To 

potvrzuje teorii, že v případě skutečné fibrinolýzy dochází k rozpuštění krevní sraženiny. V 

případě 1 vidíme, že dvě různé modifikace TEG mohou vyústit v naprosto odlišnou interpretaci 

pacientova hemokoagulačního stavu. První z nich, nativní kaolínem-aktivovaný TEG nám dává 

obraz hypokoagulačního stavu, což lze vysvětlit nízkým počtem krevních destiček a přítomností 

endogenních heparinoidů přítomných u pacientů se sepsí [52]. Druhý, kaolínem-aktivovaný 

heparinázou-modifikovaný TEG nám dává obraz silné fibrinolýzy, který je ve skutečnosti 

obrazem hyperretrakce koagula, a taková interpretace výsledků by vedla k antifibrinolytické 
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léčbě. Proč k této retrakci koagula došlo pouze v kyvetce s heparinázou není jasné a tento jev 

nebyl doposud v literatuře popsán. Nicméně je známo, že endogenní heparinoidy ovlivňují 

proces srážení krve inhibicí tvorby trombinu [53] a potlačují retrakci koagula [79]. Podle 

buněčného modelu hemostázy je produkce trombinu nezbytná jak pro aktivaci mnoha

koagulačních faktorů, tak i pro aktivaci krevních destiček [54]. Jelikož je heparináza schopna 

neutralizovat účinek těchto heparinoidů [55], můžeme se domnívat, že použití heparinázové 

metodiky dokáže eliminovat účinek endogenních heparinoidů na krevní destičky a v konečném 

důsledku zesílit jejich funkci. To může následně vést k hyperfunkčním stavu krevních destiček 

a hyperretrakci koagula. V současné době se objevila práce, která popisuje heparinázu jako 

aktivátor FXa s následnou zvýšenou tvorbou trombinu. Tento poznatek podporuje naší úvahu 

tím, že zvýšené množství trombinu vede k zvýšené aktivitě trombocytů [88].

     V práci chceme také upozornit, že heparinázou-modifikována metoda TEG může za určitých 

okolností vést k obrazu falešně pozitivní fibrinolýzy, a proto by měla být používána 

s opatrností, především při monitorování hemokoagulačního stavu u pacientů na jednotce 

intenzivní péče, obzvlášť u pacientů s těžkou sepsí.
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6  Závěry

     U pacientů v těžkém septickém stavu byly zjištěny statisticky významné rozdíly mezi 

hodnotami aktivity AT a hladiny D-dimerů získaných z arteriální a venózní krve. Tento závěr 

potvrzuje hypotézu tvorby mikrotrombů v mikrocirkulaci, která vede k multiorgánovému 

selhání u septického pacienta. Pro správnou interpretaci aktuálně probíhajících 

patofyziologických procesů v organizmu je proto podstatné provádět odběr ze stejného cévního 

vstupu. V parametrech TEG signifikatní rozdíly nebyly zjištěny.

     Hypokoagulační efekt  heparinu a jeho roztoku používaný k proplachu cévního setu jako 

prevence uzávěru hodnocený metodou tromboelastografie je přímo úměrný jeho reziduální 

koncentraci ve vzorku. S narůstajícím objemem krve, která se odtáhne a znehodnotí (při 

zpětném proplachu katétru pacientovou krví s cílem eliminace heparinu) před samotným 

odběrem krevního vzorku pro vyšetření TEG, je koncentrace heparinu ve vzorku menší. Ve 

vzorcích odebraných po znehodnocení více než 4 ml krve (pětinásobek objemu katétru) již

nebyly zaznamenány signifikantní rozdíly ve sledovaných parametrech. Vzorek tedy již 

neobsahoval žádný reziduální heparin, resp. byl přítomen v tak malém množství, že neovlivnil 

proces srážení hodnocený metodou TEG. K získání validních výsledků proto doporučujeme 

před samotným odběrem krevního vzorku pro vyšetření TEG znehodnotit objem krve o objemu 

pětinásobku objemu katétru.

     Heparináza je schopná zneutralizovat potlačující účinek endogenních heparinoidů na retrakci 

koagula a způsobit děj zcela opačný. U pacientů v těžké sepsi může způsobit hyperretrakci 

koagula. Tromboelastografická křivka hyperretrakce koagula je ale velice podobná obrazu 

fibrinolýzy. Abychom se vyhnuli špatné interpretaci výsledků TEG, je vhodnější u těchto 

pacientů používat nativní kyvetky bez heparinázy a jako metodu eliminace heparinového 

proplachu použít výše popsanou metodu znehodnocení patřičného objemu krve.
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