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Souhrn

Pacienti na jednotce intenzivni péce jsou v kritickém zdravotnim stavu, ktery je Casto
provazen koagulacni poruchou. Sepse jako hlavni pfi¢ina smrti u kriticky nemocnych pacientt
muze byt provazena jak hyperkoagula¢nim stavem a tvorbou mikrotrombu v mikrocirkulaci, tak
i zvySenou tvorbou endogennich heparinoidi s inhibicnim vlivem na krevni srdzlivost.
K monitoraci hemodynamiky maji tito pacienti zavedeny centralni Zilni katetr a arterialni katetr,
které jsou proplachovany heparinem jako prevence jejich uzavéru. Oba vstupy jsou pouzivany
pro odbér krevniho vzorku na vySetfeni krevniho obrazu a koagulacnich parametrl, véetné
tromboelastografie (TEG).

V prvnim kroku prace bylo zjistovano, zda u pacientl se sepsi mizeme ocekévat arterio-
vendzni rozdily pfi interpretaci vySetfeni hemokoagula¢nich parametri. Tato hypotéza byla
potvrzena nalezem vyssi koncentrace D-dimert a niz$i aktivitou antitrombinu ve venozni krvi a
zjisténi lze wvysvétlit zvySenou konzumpci antitrombinu pii hyperkoagulacnim stavu a
naslednou reaktivni hyperfibrinolyzou. Nekonzistentnost v mist€¢ odbéru krevniho vzorku
potom mulze vést kchybné interpretaci patofyziologickych procesit v organizmu.
V parametrech TEG signifikantni rozdily nebyly zjistény.

V druhém kroku prace bylo zkoumano, jak heparin pouzivany k proplachu katetrt ovliviiuje
srazeni krve hodnocené metodou TEG. Ze zavéru vyplyva, Ze jeho vliv na vysledky TEG piimo
umérné zavisi na jeho rezidudlni koncentraci v krevnim vzorku. S naristajicim objemem krve,
kterd se odebere a znehodnoti (pfi zpétném proplachu katétru pacientovou krvi s cilem
eliminace heparinu) pied samotnym odbérem krevniho vzorku pro vysetfeni TEG, kleséa jeho
koncentrace ve vzorku a nasledné i jeho hypokoagula¢ni vliv. Ve vzorcich odebranych po
znehodnoceni vice nez 4 ml krve (pétindsobek objemu katétru) jiz nebyly zaznamenany
signifikantni rozdily ve sledovanych parametrech TEG. Vzorek tedy jiz neobsahoval zadny
rezidudlni heparin, resp. byl pfitomen vtak malém mnoZstvi, Ze neovlivnil proces srdzeni
hodnoceny metodou TEG.

V poslednim kroku prace je prezentovan Uc¢inek heparinazy na retrakci koagula u pacienta
v tézké sepsi, kdy jsou v krvi pfitomné endogenni heparinoidy. PouZzitim kyvetek s heparindzou
ziskavame obraz hyperretrakce koagula, ktery je velice podobny obrazu fibrinolyzy. Abychom
se vyhnuli nespravné interpretaci vysledkd, je lepsi u téchto pacientli pouzivat nativni kyvetky

bez heparinazy.



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 pouzitych zkratek

APACHE II Acute Physiology and Chronic Health Evaluation score II

APTT activated partial thromboplastin time, aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as

AT III antitrombin III

DIC Disseminated Intravascular Coagulation, diseminovana intravaskularni koagulace

FDP Fibrin Degradation Products, fibrin degrada¢ni produkty

GAG glykosaminoglykany

HS heparan sulfat

JIP jednotka intenzivni péce

LMWH Low Molecular Weight Heparin, nizkomolekularni heparin

MODS Multiple Organ Dysfunction Syndrome, syndrom multiorgdnové dysfunkce

MTO mimotéIni ob&h

Pa CO2 parciélni tlak oxidu uhli¢itého v arteridlni krvi

PT Prothrombin Time, protrombinovy ¢as

SD Standard Deviation, smérodatna odchylka

SIRS Systemic Inflammatory Response Syndrome, syndrom systémové zanétlivé
odpovédi

SOFA Sequential Organ Failure Assessment score

TEG tromboelastografie

TPA Tissue Plasminogen Activator, tkdnovy aktivator plazminogénu

TT Thrombin Time, trombinovy ¢as

Klic¢ova slova: tromboelastografie, sepse, koagulopatie, heparinaza, heparin, heparinoidy



1 Uvod

Ptesnost a spolehlivost laboratornich vysledkd hraje nesmirné dileZitou roli pfi hodnoceni
zdravotniho stavu pacientl v mnoha medicinskych oborech, zejména potom na jednotce
intenzivni péce (JIP). Pacienti na jednotce intenzivni péce jsou v kritickém zdravotnim stavu,
ktery je casto provazen koagulacni poruchou at uz ve smyslu hyperkoagulace nebo
hypokoagulace (sepse, operace, jaterni selhani...). Jednou z pfi¢in hypokoagula¢niho stavu mize
byt zvySena tvorba endogennich heparinoidii. K monitoraci hemodynamiky maji tito pacienti
zavedeny centralni Zilni katétr a arteridlni katétr, které jsou proplachovany heparinem jako
prevence jejich uzavéru. Heparinovy roztok vSak mtize ovliviiovat vysledné hodnoty
vySetiovanych laboratornich parametri a vést k chybné diagnostice poruch vnitiniho prostiedi.
Oba cévni vstupy jsou pouzivany pro odbér krevniho vzorku na vySetfeni jak krevniho obrazu,
tak 1 koagulacnich parametrii, véetné tromboelastografie (TEG). Nejcastéjsi pticinou smrti
pacienti na JIP je sepse. Navzdory velkym pokrokiim v mediciné vSeobecné¢ a zejména v
intenzivni péci ziistdva mortalita sepse s jednim selhdvajicim orgdnem mezi 20 — 30 %, u dvou
selhavajicich orgdnt dosahuje 30 — 40 % a pfi 3 selhdvajicich organech jiz presahuje 70 %.
Incidence sepse v poslednich letech kazdym rokem stoupd. Dnes je prokdzano, Ze zdsadni roli
v rozvoji t€zké sepse hraje vzdjemnd interakce imunitniho (z&nétlivého) a hemokoagula¢niho
systému organismu [1]. Mistem, které oba systémy spojuje, je endotelidlni butika [2].

Sepse je podle konsenzualni konference intenzivistl, ktera se konala v Chicagu v roce 1991,
definovand jako syndrom systémové zanétlivé odpovédi organismu na infekci a k jeji diagnostice
je nutna pfitomnost alespoil dvou z nasledujicich ptfiznaki [3] a tyto zmény nesmi byt projevem
jiného onemocnéni, které je zndmou pficinou téchto odchylek:

A. Teplota nad 38 °C nebo pod 36 °C

B. Srdecni frekvence >90/min

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

D. Leukocytéza >12.10°/1 nebo <4.10°/1 nebo vice nez 10 % nezralych neutrofilii (tyéek)
Vzhledem k nemoZnosti splnit bod C pii umélé plicni ventilaci se automaticky povazuje tento

bod za splnény, pokud je pacient mechanicky ventilovan.



1.1 Sepse jako interakce imunitniho (zanétlivého) a hemokoagula¢niho systému

organismu

Role imunitni (zanétlivé) odpovédi

Dutlezitou funkci pfi vzniku sepse hraje endotoxin G— bakterii, dnes vétSinou oznacovany jako
lipopolysacharid (LPS). Jeho pfitomnost neni zavisla na druhu vyvoldvajicitho mikroorganismu,
ackoliv endotoxin je specifickou sou¢ésti zevni membrany pouze G— bakterii [4]. Mimo to mlZze
byt zanétlivd odpovéd organismu modifikovana specifickymi soucastmi G+ mikrobl
(peptidoglykany a kyselina teichoovd), antigeny z bunééné stény hub a virovymi antigeny Ci
exotoxiny jako napf. toxinem A a toxic shock syndrome toxinem G+ bakterii ¢i heat shock
proteinem kandid. Klicovymi molekulami vsepsi jsou sérovy protein akutni faze
Lipopolysacharid Binding Protein (LBP) a rozpustny (solubilni) sCD14. Tyto molekuly
usnadnuji vzdjemnou interakci mezi endotoxinem a bunéfnymi receptory obranného systému
organizmu. Po mnohalet¢ém zkoumani, které receptory jsou odpovédné za pienos signélu
intracelularng, byly v roce 1998 identifikovany Toll-like receptory (TLR) [5]. TLR patii do
rodiny receptorl rozpoznavajicich mikrobialni antigeny pfimou interakci s molekulami na jejich
povrchu a jsou rozhodujici pro aktivaci bun€¢k vrozeného imunitného systému a stimulaci
zangtlivé odpovédi v boji proti infekci. V lidském genomu bylo doposud identifikovano 13 TLR,
které zprostfedkovavaji odpovéd imunitniho systému na rtizné komponenty patogentl, véetné
lipopolysacharidu (endotoxinu) G- bakterii (TLR-4), lipopeptidii bunééné stény G+ mikrobd,
bakterialni DNA ¢i prvokt [6]. Toll-like receptory spoustéji intracelularni signalni cesty, které
vedou k aktivaci nuklearniho faktoru kappaB, pod jehoz vlivem dochazi k transkripci fady gent
zahrnutych do zanétlivé odpovédi. Imunitni odpovéd’ na akutni bakteridlni ¢i mykotickou infekei
zprostfedkovavaji zejména neutrofily a monocyty s makrofagy, ve kterych se tvofi mediatory a
regulatory zanétu (cytokiny a chemokiny). Hlavnim prozanétlivym mediatorem je tumor necrosis
factor o (TNF-a), ktery je zfeteln€ zvySeny jiz za 30-90 minut od inzultu. TNF-a stimuluje
uvolnéni cytokinu interleukinu (IL)-1, desti¢ky aktivujiciho faktoru (PAF), metaboliti kyseliny
arachidonové. Mezi dalSi prozanétlivé cytokiny patii IL-6, IL-2 a IL-8, (obrazek 1). Tyto
cytokiny indukuji zvySenou tvorbu jak adhezivnich molekul, tak i molekul tkanového faktoru
(tissue factor, TF) na povrchu endotelidlnich bunék, monocytii a mokrofagt. Tkanovy faktor je
hlavni v procesu iniciace sraZeni in vivo a jeho zvySend ptfitomnost vede k prokoagulacnimu
stavu. Na druhé strané dochazi k poskozeni endotelidlnich bunc¢k a jejich antikoagulaénich

vlastnosti. Tim se prokoagula¢ni stav jesté potencuje.
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Obrazek 1 - Schéma interakce mezi mikrobialnimi antigeny a monocytem/makrofagem

SVOBODA, Petr . Od fyziologie k medicine : Patofyziologie, diagnostika a lécba septickych
stavii [online]. Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno, 2010. 81 s. PPT prezentace.
Veterinarni a farmaceutickd univerzita .

Dostupné z WWW: cit.vfu.cz/fyziolmed/index.php?option=com_docman&task=doc...
ISBN 978-80-7305-130-3.

11



Hemokoagulacni systém

V lidském organizmu se proces koagulace rozbihd vnéjsi cestou MacFarlanova kaskadového
tkanového faktoru (TF) a FVIla. Tento proces zavisi na uvolnéni TF z endotelidlnich bunck za
plsobeni prozanétlivych cytokind. Vytvoteni komplexu TF/FVIla spusti proces trombogeneze.
Tento komplex, nazyvany jako vné&jsi tenaza, aktivuje FX bud’ piimo, nebo cestou aktivace
FIX. Ten spolu s kofaktorem Va vytvoii komplex nazyvany protrombindza, ktery vede
k proméné protrombinu na trombin, a vysledkem je tvorba malého mnozstvi trombinu. Tato
factor pathway inhibitor). Vytvofenim malého mnoZstvi trombinu kon¢i inicia¢ni faze sraZeni a
zacind propagacni faze srazeni. Na jejim zacatku vytvofené mmnoZstvi trombinu aktivuje
trombocyty a dalsi faktory a kofaktory srazeni FXI, FV a FVIIIL. Faktor XI aktivuje FIX, ten
tvoii komplex s kofaktorem FVa nazyvany vnitini tendza. Ta aktivuje znovu FX za vzniku
protombinazy a vysledkem je vytvofeni velkého mnozstvi trombinu a néasledné pfeména
fibrinogenu na fibrin (obrazek 2). Nestabilni fibrin je v konecném stadiu stabilizovan FXIII. Za
normalnich okolnosti se v organizmu tvoii dostatek dalSich inhibi¢nich molekul jako je
antitrombin, ktery inhibuje pfedevSim trombin ale i jiné faktory a protein C, ktery inhibuje ve
spolupréci s proteinem S kofaktory FV a FVIIIL. K aktivaci proteinu C je potifeba spoluprace
receptoru endotelidlniho proteinu C (EPCR) a trombomodulinu (ktery zmeénil konformaci po
navazani trombinu). Aktivovany protein C ma dale fadu pfiznivych vlastnosti, jako sniZeni
aktivace a adheze neutrofill, snizeni produkce prozanétlivych cytokini blokddou aktivace
nukledrniho faktoru kappa B a dale naruSuje interakci endotoxinu s monocytarnim receptorem
CD14 [7]. Poslednim antitrombotickym systémem je systém fibrinolyzy. Fibrinolyzu zajist'uje
enzym plazmin, ktery vznika z plazminogenu. Ten je tvofen v jatrech. Aktivace plazminogenu
je zahdjena soucasné s aktivaci koagulace. Na aktivaci se podili pfedev§im tkanovy aktivator
plazminogenu (tPA) a blokuje ho inhibitor aktivatoru plazminogenu (PAI-1), ktery se ve
zvySené mite tvori pod vlivem TNF-a a IL-6 [8]. Tkanovy aktivator plazminogenu je sérova
proteaza, kterd je uvoliiovana ze zdravych endotelidlnich bun€k pod vlivem trombinu nebo
aktivované¢ho proteinu C. Fibrin a fibrinogen jsou pfirozené substraty plazminu. Jsou
proteolyticky Stépeny a pfi tomto procesu vznikaji pfesné definované $tépné produkty, zvané
fibrin-fibrinogen degrada¢ni produkty (FDP). Pii Sté€peni fibrinogenu vznikaji fragmenty X,
které jsou Stépeny na Y a D, fragment Y potom na fragmenty D a E. Fragmenty X a Y jsou také

nazyvany &asné, D a E jsou pozdni fragmenty. FDP mohou piisobit jako antitrombin. Stépeni
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fibrinu probihd obdobné. Vzhledem ke stabilizaci fibrinu faktorem XIII je vSak fibrin proti
plazminu relativné odolny a Stépeni trva déle. Jsou odstépovany fragmenty X s Y, které se ale
vzhledem k pticnym vazbam (vliv faktoru XIII) od sebe neuvoliuji. Kone¢nym produktem jsou
fragmenty D a E a tzv. D-dimery. Jsou ¢asti molekuly fibrinu véetné pfi¢nych vazeb a jejich
prikaz je pfimym dikazem Stépeni fibrinu.

V sepsi je poruSena rovnovdha mezi prokoagulaénim a antikoagulaénim systémem ve
prospéch prokoagulace. Tkanovy faktor je klicovym spoustéCem koagulacni kaskady a také
dochazi k uvoliovani desticky aktivujicitho faktoru (PAF). Aktivované monocyty vytvareji
inhibitor-1 aktivatoru plazminogenu (PAI-1), ¢imz dochdzi k inhibici fibrinolyzy. Za normalnich
podminek pfirozené inhibitory udrzuji koagulaci lokalizovanou v misté poranéni endotelu. U
sepse se vSak predpokladd, Zze tkanovy faktor je uvoliovan soustavné, a Ze dochdzi k inaktivaci
téchto inhibitord nebo jejich U¢inky jsou natolik prevySeny prokoagulaénimi procesy, zZe
inhibitory nejsou schopny zabranit generalizované diseminované intravaskularni koagulaci (DIC)
a tvorbé mikrotrombii v mikrocirkulaci [9, 10]. Tento stav vyvoldva dysfunkci organii a je
pfevazné odpovédny za vznik multiorganové dysfunkce organizmu (MODS) a multiorgdnového
selhani (MOF). Doposud se podceiiovala uloha zvysené koagulace a snizené fibrinolyzy ve

srovnani s imunitni reakci.
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Obrazek 2 - Faze hemokoagulace

Galajda P, Balaz D, Mokain M, Kubisz P. K problematice nového modelu hemostazy. Vnitini
1ékarstvi 44, 1998; 11: 671-674.



Hodnoceni koagulace

Monitorovani hemokoagulace ma u septickych stavli velky vyznam. Zakladni vysetfeni je u
pacient v t€Zké sepsi potfeba provadét minimalné 1x denné, protoze kromée sledovani pribéhu
onemocnéni nds informuje o tom, jestli miizeme uvazovat o zavedeni invazivnich cévnich
vstupll (centralni zilni katétr, arterialni katétr), provést tracheostomii, kolik heparinu pfidavat do
dialyzy atd.. Za zékladni lze povaZovat stanoveni poctu trombocytl, protrombinovy (Quick) cas
a aktivovany parcidlni tromboplastinovy ¢as (APTT).

K dopliikovym vySetfenim patii stanoveni fibrinogenu, antitrombinu III (AT III),
fibrindegradacnich produktti (FDP) a D-dimer.

Protrombinovy cas (PT, Quick) je normalné 11 — 14 s a informuje o zevnim koagula¢nim
systému. Nejvice zachycuje nedostatek faktoru VII a X. Dtive se vyjadioval prosty pomér
naméieného Casu pacienta a ¢asu namétené¢ho v normalni plazmé jako Quicktv test. Toto
udava jako INR (International Normalized Ratio). Test se bézné uziva ke kontrole
antikoagulacni 1é¢by dikumariny.

Aktivovany parcialni tromboplastinovy cas (APTT) je normalné€ 24 — 36 s a informuje o
zménach ve vnitinim systému aktivace tromboplastinu. Podobné jako protrombinovy ¢as se
dnes udava jako APTT-R (ratio), tedy pomér mezi ¢asem naméfenym u pacienta a casem
naméfenym v normalni plazmé, pfi€emz jeho normalni hodnoty jsou 0,8 — 1,2. PouZziva se jako
kontrolni test pfi 1écbé heparinem (nizkomolekuldrni hepariny vSak jeho pomoci sledovat
nelze).

Fibrinogen je jedna ze zékladnich latek, které jsou nutné pro koagulaci. Jeho normalni hodnota
v plazmé je 2 — 4 g/l. Pti septickych stavech se chova riizn€é, mize byt normdlni, snizeny, ale i
zvySeny. U silné€ snizenych hodnot je pii pokracujicim krvaceni mnohdy nutnd substituce, ale
indikace neni u septickych pacientl jednoduché — jeho ptidani miize podobné jako podavani
jinych prokoagulaénich substanci potencovat tvorbu mikrotromb, a tim zhorSovat organova
selhani. Ptitomnost fibrinovych degradacnich produktii (FDP) je odrazem zvySené
fibrinolytické aktivity. ZvysSend koncentrace FDP se objevuje pii DIC ¢i plicni embolii a
doprovazi lécbu trombolytiky. Metoda byva hodnocena semikvantitativné, pfi¢emz za
normalnich okolnosti se FDP v krvi nevyskytuji. D-dimery vznikaji plisobenim plazmy na
fibrinové koagulum a rovnéZz se zvySuji pii plicni embolii a DIC. VySetfeni je velmi podobné
FDP, protoze D-dimery jsou jednim z degrada¢nich produktii fibrinu. Za normalni se povazuje

hodnota do 200 ng/ml.
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V poslednim desetileti se dostala diky rozvoji techniky i do t€ doby ¢isté laboratorni metoda
tromboelastografie do pozice vySetieni, které¢ je mozné provadét u lizka pacienta. Tato metoda
v soucasné dobé zatim nepatii mezi standardni vySetfeni, ale je ¢im dal castéji a s oblibou

vyuzivana v mnoha oborech. Rozborem kiivky na monitoru ziskdme informace o celkovém

.....

1.2 Tromboelastografie (TEG)

Metoda tromboelastografie je uzivana od roku 1948, kdy ji poprvé popsal némecky
hematolog H. Hartert. Teprve od 80. let 20. stoleti diky pokrokiim v technologii a moZnosti
pocitacového zpracovani vSak doznala vétSiho rozSifeni nejprve v oblasti transplantace,
zejména jaterni, dale v kardiochirurgii a gynekologicko-porodnické oblasti ale i na jednotkach
intenzivni péce (JIP). Ve skute¢nosti je TEG jedna z mala globalnich koagulacnich metod, ktera
poskytuje informace o rovnovéaze dvou zakladnich a vzdjemné protichidnych procesi, tvorby
krevniho koagula a jeho lyzy. Nevyhodou konvenénich koagula¢nich testli je, Ze jsou zaloZeny
na izolovaném a statickém vysledku jednotlivych vySetieni [11]. Tyto testy nezohlednuji
interakci koagula¢ni kaskady a trombocytti v plné krvi.

Co se tyce porovnani standardnich laboratornich testi a TEG, Zuckerman popisuje korelace
mezi maximalni amplitudou (MA) TEG a hladinou fibrinogenu a trombocytt [ 12]. Dalsi autor
Kang zjistil korelaci mezi ¢asem aPTT s reakénim ¢asem TEG (R) a mezi euglobinovym ¢asem
a ¢asem potfebnym na rozpusténi trombu (CLT, clot lysis time, parametr TEG) [13]. Nicméné
problémovym zlstal protrombinovy ¢as. Néktefi autofi popisuji piipady, kdy kvuli
prodlouzenému ¢asu PT je u pacientil zbytecné odkladdna pottebnd operace a TEG se ukézal
jako metoda o mnoho leps$i v posouzeni hemokoagulace [14].

Testy na vySetfeni agregace trombocytd jsou finanné naro¢né, pracné a tézko
reprodukovatelné a nemohou byt pouZity k predikei krvaceni [15]. Hladina fibrin degrada¢nich
produkti (FDP) mtze byt také zvySena 1 pfi renalnim nebo hepatdlnim onemocnéni [15].
Hemostaza je ale integrovany, interaktivni, dynamicky a extrémné slozity proces, ktery je
vysledkem souhry koagulaénich proteind, aktivatori, bunénych elementii a inhibitori. TEG
propagacni fazi tvorby koagula, méfeni jeho sily a nakonec jeho lyzu (fibrinolyzu). Casto byva

voditkem v 1é¢bé riiznych typi koagulopatii pfi transplantaci jater [16].
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TEG technologie

Tromboelastografie méii viskoelastické vlastnosti krve in vitro. Existuje nékolik
technickych feseni, z nichZ nejvice rozsifenym je pouziti ptistroje TEG® Coagulation Analyzer
series 5 000 (Haemoscope Corp., Niles, IL, USA) (obrazek 3). Zakladem pfistroje je kyveta
vyhiivana na 37 °C, obsahujici vzorek krve o definovaném objemu (0,36 ml). Do vzorku je
ponofen méfici trn zavéSeny na torznim draté. Pohonnd jednotka vykonava rotani pohyb
kyvety se vzorkem s uhlovou amplitudou 4°45°. Kazdd rotace trvd 10 sekund a mezi
jednotlivymi rotacemi je jednosekundova pauza. Trn visici na torznim dratu, ktery je volné
ponofeny v krvi, je monitorovan pro pohyb (obrazek 4). Jakmile se zacnou vytvaret prvni
fibrinova vlakna, za¢ne se pohyb kyvety pfenaset na méfici trn. S naristem fibrinové sité (sila
arychlost interakce — vazby fibrinu a trombocytll) se méni amplituda vykyvu trnu a jeho
zpozdéni za pohonnou jednotkou. Elektromagneticky snima¢ registruje zmény
elektromagnetického pole vyvolané pohybem torzniho dratu, na némz je zavéSen méfici trn.
Elektricky signal je pocitatové zpracovan. Vysledkem je graficky zdznam zmén smykového
napéti (elasticity) v redlném Case v podobé tromboelastografické kiivky (obrazek 5). Be&hem
fibrinolyzy dochazi k rozpousténi trombu a vazeb mezi fibrinem a trombocyty, a tim se sniZuje

.....

tvorby silného koagula, fibrin-trombocytovou interakci ptes GPIIb/IIla  a konecnou lyzu

koagula (obrazek 5).

Kyveta " 0,36 ml pIné krve
.- -
BN
Obriazek 3 —Tromboelastograf Obrazek 4 - Princip tromboelastografu
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Obrazek 5 — Kiivka tromboelastografie

Parametry TEG

TEG kiivka ma charakteristicky tvar a je definovana péti zakladnimi parametry:

R — reakéni ¢as — doba od zahdjeni méfeni do okamziku tvorby zjistitelného koagula
(amplituda 2 mm); tento interval pfedstavuje pocatecni formovani fibrinu a odrdzi ptitomnost
koagulacnich faktorh a jejich inhibitorti. ProdluZzuje se pii deficitu koagula¢nich faktorti nebo
vlivem antikoagulancii (heparin), zkracuje se u hyperkoagulacnich stavii. Normalni hodnota je

K — ¢as od R po dobu dosdhnuti amplitudy 20 mm. Proto je K ukazatelem rychlosti
tvorby silného koagula. Zkracuje se pifi zvySené hladin€ fibrinogenu a vyS$im poctu
trombocyti, prodluzuje se antikoagulacni 1é¢bou. Norméalni hodnoty jsou 1 — 4 min.

Uhel a (alfa) — je dany odklonem TEG kiivky od horizontalni linie v case R. Podobné
jako K informuje o rychlosti tvorby koagula. V piipadé hypokoagulaéniho stavu, kdyz
amplituda koagula nedosdhne 20 mm (K je nedefinované), je uhel a spolehlivéjsi nez parametr
K. Normalni hodnoty jsou 50 — 70°. Pfedstavuje propagacni fazi srazeni.

MA — maximalni amplituda (mm) — je to nejvySs$i odchylka TEG kiivky, odrazi
absolutni pevnost koagula, kterd zavisi na interakci desticek a fibrinu vazbou na receptory
[Ib/III. Normalni hodnota je 50-70 mm.

TMA - ¢as do dosaZeni maximalni amplitudy.

G - parametr momentalni sily koagula (shear elastic modulus strength nebo SEMS), je
méten v dynech na centimetr ¢tverecni. Je vypocten z MA nasledujicim postupem: G = 5,000

MA/100 - MA. Amplituda o velikosti 50 mm (normdlni hodnota plné krve) koresponduje s
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SEMS 5,000 dyne/cn’. Zvy$eni MA z 50 na 67 mm je ekvivalentem dvounasobku zvyseni
SEMS. Proto je tento parametr citlivéj$i na malé zmény sily koagula nebo rozpadu koagula
v porovnani s MA, které je méfena v mm.

Koagulacni index (CI) - parametr, ktery opisuje celkovy koagulacni stav pacienta, je
odvozen od predeslych parametri R, K, MA, a uhlu a v nativni plné krvi. Normalni hodnoty se
pohybuji v rozmezi od -3.0 do +3.0. Pozitivni hodnoty (CI > 3) poukazuji na hyperkoagula¢ni
stav, negativni hodnoty (CI < -3) poukazuji na hypokoagulaéni stav.

Parametry LY30 a LY60 mé&fi procento lyzy koagula 30 a 60 minut po dosazeni hodnoty
maximalni amplitudy. Kdyz jsou hodnoty téchto parametrGi vysoké, svéd¢i to o zvySené
fibrinolytické aktivité. Jako pozitivni pro fibrinolyzu hodnotime LY30 > 8 %, resp. LY60 > 15
%.

Samotny tvar kiivky je charakteristicky pro urcité typy poruch (obrazek 6). VySetteni lze
provést u lizka pacienta, resp. na operacnim sale. Pouzivany analyzéator je dvoukandlovy,
umoziiuje tedy paralelni vySetfeni dvou vzorkil. Pro vySetfeni pouzivame plnou krev, kdy 1 ml
krve pfiddvame do nadobky s aktivatorem — kaolinem. Objem 0,36 ml vzorku promichaného
s aktivatorem (nesmi se protfepavat a obsahovat bubliny) se pipetuje do nativni kyvety. Druhou
moznosti je pouZziti kyvety s heparindzou (k neutralizaci heparinu ¢i heparinového proplachu
kanyly). Nativni kyvety jsou z prithledného plastu, zatimco kyvety z modie zbarveného plastu
obsahuji heparindzu. Vzorek krve musi byt po odbéru vlozen do analyzatoru do 4 minut.
V piipad€, Ze neméme Cas vzorek ihned analyzovat, lze jej odebrat do citratové zkumavky
(obsahuje citrat sodny) a analyzovat jej po pfidani CaCl, do 2 hodin. Pro zhodnoceni celé kiivky
je tteba vyckat nejméné 30 minut (k pritkkazu fibrinolyzy), 1 kdyz zkuSeny pozorovatel dokaze

charakter poruchy odhadnout v krat§im ¢ase podle vyvoje jejiho tvaru.

19



Normalni

Vliv heparinu/
nedostatek faktori

Snizeny pocetfunkce
trombocyti

Fibrinolyza

Hyperkoagulace

AN

Obriazek 6 — Nékteré charakteristické typy TEG kiivek

Ptistroj umoziuje zobrazovat superpozici n€kolika kiivek, a tak naptiklad porovnat kiivku
nativniho vzorku a vzorku s pfidavkem heparinazy. Toho se vyuZzivd v perioperacni kontrole

antagonizace heparinu protaminem a diagnostice rezidualni heparinizace (obrazek 7).

Obrazek 7 — Superpozice nativni (1) a heparinazou modifikované (2) kiivky.
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Tromboelastograf 1ze pouZit i k monitoraci u¢inku specifickych inhibitor trombinu.

Pivalizza ho pouzil k monitoraci ucinku Lepirudinu u pacienta s heparin indukovanou
trombocytopenii (HIT), ktery podstoupil kardiochirurgicky vykon na mimotélnim ob¢hu
(MTO) [17] (obrazek 8-10).

4
% : T06 Index: +3.88
-Tl\ : Nornal Bange: -2.8 to +1.B
2

A

Obrazek 8 - Ktivka pied antikoagulaci pfed napojenim na MTO.

Obrazek 9 - Kiivka po dobu plné antikoagulace na MTO.
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Obrazek 10 - Kiivka pfed koncem operace.

V nedavné dobé byla vyvinuta modifikovana TEG metoda na posouzeni hladiny funkéniho
fibrinogenu (FF). Princip této metody spociva vtom, Ze pfipravek pro vySetfeni obsahuje
cytochalasin D, coz je latka, kterd inhibuje polymerizaci aktinu v trombocytech iniciovanou po
jejich aktivaci (blokuje vznik mikrofilament cytoskeletu). Navic zpiisobuje depolymerizaci jiz
vzniklych aktinovych vlaken. Po blokaci trombocytl ziskame jiz TEG kiivku bez spolutiCasti
trombocytd, a tedy ziskame informaci o hladin€¢ funkéniho fibrinogenu. Normalni hodnota MA
tohoto testu je nad 8 mm. Jelikoz dysfunkce fibrinogenu je velice Casta (existuje pies 300
mutaci fibrinogenu), ma toto vySetfeni svoje opodstatnéni. Navic po odecteni MA klasického
TEG a MA FF TEG ziskdme hodnotu, kterd nds informuje o podilu trombocyti na MA
klasického TEG, a tedy na sile koagula (obrazek 11).
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Obrazek 11 - Vysetieni funkéniho fibrinogenu (FF), MA FF TEG-maximalni amplituda testu
FF, MA TEG- maximalni amplituda klasického TEG

Pro o néco sofistikovangj$i hodnoceni funkce trombocytli byla vyvinuta dal$i metoda TEG
pojmenovana ,Platelets Mapping*“. Divodem bylo, Ze klasickdi metoda nebyla schopna
v dostate¢né mife hodnotit funkci trombocytd, t.j. navySeni davky antiagregancii nepusobilo
oc¢ekavanou zménu v MA, i piesto, ze znacné prodlouzilo dobu krvaceni [18]. Metoda se
pouziva k hodnoceni u€innosti antiagregacni terapie nejCastéji pouzivanych léka: aspirin a
clopidogrel.

Princip metody je nasledujici: aktivace destickovych adenozinovych (adenozindifosfat, ADP) a
tromboxanovych (tromboxan A,, TxA;) receptorti vede posléze i k aktivaci glykoproteinovych
receptorti IIb/III (GP IIb/Illa) a aktivaci samotnych trombocyti. JelikoZ MA standardniho TEG
je vysledkem piimé aktivace GP IIb/Illa receptori vytvofenym trombinem, ktery je hlavni a
nejsilngjsi aktivator trombocytl, méné potentni aktivatory trombocytli (jako jsou receprory
ADP a TxAj;) jsou vtomto procesu premostény silnéjSim aktivatorem. Proto pomoci
standardniho TEG nelze hodnit protidestickovy ucinek aspirinu a clopidogrelu.

K této metodé¢ je zapotiebi ctyi kanali (2 pfistroje). Maximalni hemostatickd aktivita
(MATombin, pacient je na antiagregacni terapii) je meéfena v citrdtovém krevnim vzorku (po
pfidani kalcia) a kaolinovou metodou 1. kandlu. Do vzorku v 2. kandlu je pfidan heparin

(zabrani tvorbé trombinu) a reptilaza (,,ndhrada“ trombinu — §té€pi fibrinogen na fibrinové
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monoméry...) + faktor XIII (aktivator F, stabilizuje fibrinove polymery) s cilem vytvofit Cisté
fibrinovou sraZeninu, a tak zjistit podil fibrinu (MAgrinin) na MA celkové sily koagula. Do 3.
kanalu (pfiprava podobnd jako v 2. kanalu) se pfidd ADP, ¢imz zjistime, do jaké miry zasahuji
receptory P2Y, do aktivace trombocytli (MAapp). Ve 4. kandlu se postupuje podobné, ale
pridava se kyselina arachidonovd (Arachidonic acid, MAaa, zjiStuje se ucinek aspirinu).
Procento inhibice trombocyti se vypocitd podle vzorce: [(MAappaa ~-MAFibrin)/(MAThrombin-
M AFipin)]. Procento inhibice mize byt 0 — 100 % [19] (obrazek 12, 13). KdyZ je pacient na
antiagregaCni terapii, a piesto vykazuje indukovanou aktivitu > 50% (inhibice < 50%),

hovofime o rezistenci.

i I""'II‘!:"‘I':iLlrir*:

MAT ombin

MAﬁDP

Obrazek 12 - Pacient neni na antiagregacni terapii, a proto je inhibice ADP receptord 0%.
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: MACin

Obrazek 13 - Pacient je na antiagregacni terapii a inhibice ADP receptori je 90%.

Nevyhody a limity standardni TEG metodiky

Duivodi, pro¢ TEG doposud nepatii mezi standardni laboratorni metody, je vicero: patii sem
problematika mista odbéru krve (arterie/véna), problematika aktivatoru (kaolin, celite, tkanovy
faktor), problematika stability vzorku (nativni/citrdtovd metoda). Kromé toho je nutné
v intervalech doporucenych vyrobcem pfistroj kalibrovat pomoci kalibra¢nich roztokd a po
dobu méfeni je nutno vyloucit otfesy a vibrace, které zptisobuji artefakty.

Nicméné hlavnim limitem TEG je, Ze nedokéze diagnostikovat poruchy primdrni hemostazy.
Tato metoda postrada ptitomnost kolagenu a sttiznych sil, které hraji vyznamnou roli v adhezi a
agregaci trombocytil po dobu procesu primarni hemostidzy, kdy vysledkem je vytvofeni
primarniho desti¢kového trombu. Proto tato metoda nemize byt pouzita k diagnostice von
Willenbrandovy nemoci, Bernard-Soulierova syndromu, Glanzmannovy trombastenie. Zlatym
standardem k diagnostice poruch primarni hemostdzy je proto PFA-100 (Platelet function

analyser).
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Uloha TEG v diferencialni diagnostice poruch hemostizy

Pii podezieni na poruchu sekundarni hemostizy nebo fibrinolyzy je tromboelastografie
vhodnou metodou, protoze poskytuje informace od iniciace tvorby sekundarniho trombu az po
jeho lyzu. Prodlouzeni parametru R poukazuje bud’ na nedostatek koagulacnich faktorti anebo
na vliv heparinu. Kdyz bude prodlouzené R ptetrvavat i pti pouziti kyvetky s heparindzou, je
pravdépodobnéjsi, Ze jde o nedostatek koagulacnich faktorti. Kratke R svéd¢i naopak o
prokoagula¢nim stavu. ProdlouZeni parametru Ka nizky uhel o signalizuje nedostatek a
hypofunkci fibrinogenu, nicméné nedostatek a hypofunkce trombocytl hraji v tomto procesu
také urcitou roli. Nizka MA svéd¢i spiSe o nedostatku a hypofunkci trombocytli, ale nizka
nizké MA je velice pfinosnd TEG metoda stanoveni FF, kterd odlisi tyto 2 mozné pfiCiny.
K hodnoceni funkce trombocytl a GC€innosti antiagregacnich 1ékd je nejhodnotnéj$i metoda
,,platelet mapping*. Parametry LY30 a LY60 popisuji uroveil fibrinolyzy. Nicméné je dilezité
odlisit proces primarni fibrinolyzy, kdy CI <1, od sekundarni fibrinolyzy CI 23. Pti podezieni
na poruchu primarni hemostadzy je metoda TEG nespolehliva. V tomto piipad¢ se pouZzivaji
metody: Cas krvacivosti (Duke), PFA-100 a stanoveni rezistence kapilar - Tourniquet test

(Rumpel-Leede).

Misto odbéru krevniho vzorku

Vseobecné se pro analyzu krevniho vzorku pouziva jak arteridlni, tak vendzni krev. Arterialni
katétr ma mensSi objem neZzli centrdlni vendzni, a proto i objem krve, ktera musi byt
znehodnocena pied odbérem samotného vzorku pro dané vySetieni, je mensi. Tim se pifedchazi
riziku vzniku anemizace pacienta zplsobeného castym a mnohokrat nadmérnym
znehodnocovanim objemu krve pacienta, které je spojeno se zhorSenim SOFA skoére
(Sequential Organ Failure Assessment score), delSim pobytem na jednotce intenzivni péce (JIP)
a vys$i mortalitou pacienti [20, 21]. To je divod, pro¢ je toto misto odbéru v praxi
upfednostiiovano. Systém SOFA byl vytvofen v konsensu zaseddni Evropské spolecnosti
intenzivni mediciny v roce 1994 a dale upraven v roce 1996. SOFA denné hodnoti stupeii
dysfunkce/selhani Sesti orgdnovych systémi (hemokoagulaéni, respiracni, kardiovaskularni,
nervovy, vylucovaci a funkci jater). Funkce kazdého organu je odstupiovana od 0 (normalni)
do 4 (nejvice abnormalni) s rozsahem denni $kaly od 0 do 24 bodu. Cilem ve vyvoji SOFA bylo

vytvofit jednoduchy a spolehlivy systém prubézného hodnoceni funkce organii a snadno
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dostupny v kazdé¢ instituci. Sekvenéni hodnoceni organové dysfunkce béhem néckolika prvnich
dnil po ptijeti na JIP je dobrym ukazatelem prognozy pacienta.

V literatufe jsou popsany mozné rozdily mezi parametry ziskanymi z arteridlniho a venézniho
syst¢tmu. U pacientll s arteridlnim onemocnénim ncktefi autofi popisuji identické hodnoty
laboratornich parametra ziskanych z arteridlni nebo veno6zni krve (napi. APTT, PT, trombinovy
Cas (trombin time, TT), fibrinogen, tPA a D-dimery) [22-24]. Jini autofi na druhou stranu zjistili
vy$$i hladinu komplext tkanového aktivatoru plazminogenu/inhibitor aktivatoru plazminogenu-
1, komplexii trombin/antitrombin, protrombinovych fragmentli 14+2 a hladinu fibrinogenu
v arterialni krvi [22, 23, 25]. U kardiochirurgickych pacienti byly pozorovéany rozdily také v
parametrech tromboelastografie mezi vysledky ziskanymi z arteridlni a vendzni krve [26].

Pacienti se sepsi maji znamky zvySené koagulacni aktivity, kterd vede k tvorbé mikrotrombii
v mikrocirkulaci [9, 10] a je proto divod se domnivat, Ze i u pacientl se sepsi miizeme ocekéavat
rozdily v laboratornich parametrech mezi artérii a vénou. Zaména mista odbéru krevniho vzorku
a nekonzistentnost by mohla vést k chybné interpretaci patofyziologickych procest v organizmu
a v kone¢ném disledku by mohla byt k neprospéchu pacienta. Doposud nebyla publikovana
prace, kterd by se vénovala problematice artério-vendznich rozdilu v této skupiné pacientt.
Jelikoz hyperkoagulacni stav je castym jevem u septickych pacienti [27] a metoda
tromboelastografie je podle mnohych autori povaZovdna za optimdlni v hodnoceni
hyperkoagula¢niho stavu [28], rozhodli jsme se v naSi praci porovnat kromé parametri krevniho

obrazu a koagula¢nich parametri i parametry TEG.

Klinické vyuziti TEG

Zajem o klinické vyuziti TEG v nejriznéjSich situacich naristd. Pouziva se pfi transplantacich
jater, kde umoziiuje rychle analyzovat a pfiznivé ovliviiovat rychle se ménici koagula¢ni profil
vruznych fazich operacniho vykonu [13, 16, 29]. Byla prokdzana uzitecnost TEG
v kardiochirurgii pfi hodnoceni koagulopatii navozenych pouzitim mimotélniho obéhu (MTO)
a pfi pfevodech krve a krevnich derivati [30]. Mimo jaterni transplantace a kardiochirurgii se
pouziti TEG rozsitilo i do dalSich oblasti, jako je porodnictvi a traumatologie. V porodnictvi je
TEG uzitecnd pii hodnoceni hemokoagulace pfed uzitim regiondlni anestézie u pacientek
s trombocytopenii a pii hodnoceni ucinnosti 1é¢eni diseminované intravaskuldrni koagulace
(DIC) [30, 31]. TEG byla pouzita k monitorovani antikoagulacniho plsobeni
nizkomolekuldrniho heparinu v obdobi pfi a po porodu [15, 32]. U poranénych je pouziti TEG

k hodnoceni stavu hemokoagulace pfedmétem intenzivniho zdjmu [33].
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Transplantace jater. Primérnd spotieba krevnich derivati pfi transplantaci jater je 10
transfuznich jednotek. Von Kaulla a kolektiv byli v roce 1966 prvni, ktefi sledovali jaterni
transplantaci TEG [34]. Popsali vyraznou fibrinolyzu, kterou uspésné 1écili kyselinou &-
aminokapronovou. Pozd¢ji Holand a kolegové nalezli obraz podobny ucinku heparinu a
uspésné korigovali tento stav protaminem [35]. Pacienti, ktefi se podrobuji transplantacim jater,
maji koagulopatii v disledku jaterniho onemocnéni a nedostatku koagulacnich faktort jiz
predoperacné. Navic je hemokoagulace narusena v disledku splenomegalie a hypersplenizmu,
nasledkem krat$i zivotnosti trombocyti zptisobené jejich sekvestraci v jatrech, pii nedostatku
kyseliny listové vyvolaném alkoholickou hepatopatii a pfimém toxickém ucinku etanolu na
megakaryocyty kostni diené. U pacientli s onemocnénim jater je snizend hladina tromboxanu
A, [16]. Fibrinolyza je vystupfiovana v disledku nerovnovahy hladin tkdnového aktivatoru
plasminogenu, plasminogenu samotného, proteinu C, S a ar-antiplasminu. V obdobi pted a pfi
explantaci jater piijemce je hemokoagulace ovlivnéna diluci heparinu v naplni veno-vendzniho
bypassu a fibrinolyzou navozenou zhorSenou clearance inhibitort a aktivatort koagulace. Tyto
poruchy se pii reperfizi transplantovaného Stépu jesté¢ prohloubi a asi u jedné tfetiny
operovanych je pozorovan Uc¢inek obdobny ucinku heparinu [16]. Pfed rozsifenim pouzivani
TEG byly transfuzni pfipravky a antifibrinolytika pouzivany empiricky: TEG nejenze
informuje o povaze koagulopatie (napf. prevazujici nedostatek koagulacnich faktort,
fibrinolyza), ale miize in vitro hodnotit ¢inek podani antifibrinolytik, kryoprecipitatu, mrazené
plasmy, trombocytl a protaminu.

Srdecni chirurgie. Ptipojeni k mimotélnimu obéhu ma prokdzany uc¢inek na srdzeni krve i
fibrinolyzu [36, 37]. Dochéazi k dysfunkci trombocytl, k aktivaci koagulaénich faktort a
posléze k jejich depleci, k fibrinolyze. V USA je 10 — 20 % vSech krevnich pievoda
uskute¢néno v souvislosti s kardiochirurgii [30]. Pfed napojenim na mimotélni obch se
pacientovi podava heparin a ucinek heparinizace se sleduje porovndnim kiivky nativniho
vzorku a vzorku s pfidavkem heparindzy. Toho se vyuZzivd i1 pfi antagonizaci heparinu
protaminem a pii diagnostice rezidudlni heparinizace. Piinos TEG v prub¢hu
kardiochirurgickych vykond byl hodnocen Spiess a kol. [38]. VySetfovali 38 pacientl pred
pfipojenim k mimotélnimu obéhu, v jeho pribc¢hu a po odpojeni od mimotélniho ob&hu a
podani protaminu. Hodnotili TEG a koagulacni profil tvofeny souborem laboratornich
vySetteni. TEG se jevil jako nejlepsi prediktor (UspéSnost 87 %) pooperacniho krvéaceni a
nasledné nutnosti operaéni revize, tzn. dokédzal Iépe odlisit chirurgickou pfi€inu krvaceni od

nechirurgické koagulopatie.
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Porodnictvi, Jednou z vyznamnych zmén, kterou pfinasi t€hotenstvi je hyperkoagulabilita [39].
koagulacnich faktord, poklesu koncentrace inhibitorti koagulace (pfedevsim antitrombinu III a
proteinu C a S), a poklesu fibrinolytické aktivity. TEG je schopna vyjadfit hyperkoagulabilitu
kvantitativné, byla pouzita k popisu zmén koagula¢niho profilu v pribéhu normalniho
t€hotenstvi [32]. Byly zaznamenany dv¢ faze zmén. Prvni faze pokryvéa zhruba prvni trimestr
t¢hotenstvi a je charakterizovana nastupem hyperkoagulability (zkraceni R, narist MA a CI).
V nasledné fazi pak srazlivost vzroste jest¢ vyrazngji (dalsi vzestup MA, zkraceni R). V této
fazi také rychleji nartstd pevnost koagula (vetsi uhel a, zkraceni K). Ve srovnani druhého a
tietiho trimestru téhotenstvi nebyly shleddny rozdily. PtestoZe klesal pocet trombocytl, byla
nalezena pozitivni linearni korelace mezi gestaénim vékem a MA (r=0,72, p<0,001).
Fibrinogen vyraznéji piispiva k pevnosti krevniho koagula jiz v prvnim trimestru a tento jev se
stavda ve druhém trimestru jesté¢ vyrazngj$i. K dalSim zméndm jiz v poslednim trimestru
nedochazi. Funkce desti¢ek (testovano porovnanim TEG provedenym u vzorku s ReoPro™ a
bez jeho ptidani) se v t€hotenstvi neméni, snad jen s vyjimkou pfechodného poklesu ve druhém
trimestru. V pribéhu porodu hyperkoagulabilita dale nariistd a tento nartist pretrvava jesté 24
hodin po porodu [40, 41]. Srazlivost krve dale nartsta, je-li znecitlivéni k cisarskému fezu dana
prednost celkové anestezii pted spinalni [42].

TEG byla pouzivana k hodnoceni hemokoagulace v priitbéhu preeklampsie. Tento stav je
spojen s poruchou srazeni krve, nejcastéji v disledku trombocytopenie a jen ziidka jako
nasledek DIC [43]. Orkowski a kol. vySetfovali 49 téhotnych Zen s preeklampsii [44].
Nenalezli Zadnou souvislost mezi krvacivosti a poctem trombocytil, zato zjistili silnou
souvislost mezi poc¢tem desti¢ek a velikosti MA TEG [15]. Obdobné nalezy udavaji i Sharma a
kol. Zjistili, Ze Zeny s preeklampsii byly v zdsad¢ hyperkoagulabilni, zatimco Zeny v téZ§i fazi
preeklampsie s trombocytopenii <100000.mm™ byly hypokoagulabilni. I zde byla nalezena
silna korelace mezi trombocytopenii a nizkym MA [43].

Obecné se doporucuje, aby lokalni anestézie cestou neuroaxialnich blokad (epiduralni ¢i
subarachnoidalni znecitlivéni) nebyla provadéna, pokud je pocet trombocytli mensi nez 100000
mm”. Za t&chto okolnosti by mohla byt krvacivost zvysena a piipousti se vyssi riziko vzniku
intraspinalnitho hematomu. Test krvacivosti nelze v soucasnosti jiz povazovat za spolehlivé
hodnoceni funkce trombocytli a velka ¢ast anesteziologl proto jiz diive pozmenila svoje
postoje ke vhodnosti uziti neuroaxidlnich blokéd u rodic¢ek s trombocytopénii [45]. Nabizi se

moznost vySetieni TEG. V soucasnosti jsou tyto techniky znecitlivéni pouzivany i u rodicek

29



s poétem trombocytil pievysujicim 70000 mm™, pfi¢em? je samoziejmé vzata v ivahu rozvaha
rizika a pfinosu vyplyvajici z volby mezi celkovym a mistnim znecitlivénim [46]. Sharma a
kolegové se zabyvali vztahem mezi poctem trombocytl a parametrem MA a zjistili, Ze zGzeni
MA se neprojevilo, dokud poéet trombocyti nepoklesl pod 70000 mm™ [43].

Diseminovand intravaskuldarni koagulace (DIC). Rodicky jsou ohrozeny DIC ve zvySené
mife. Stavy, které mohou vyvolavat DIC, nejcastéji zahrnuji pfedcasné odlucovani luzka,
eklampsii, umrti plodu in utero a masivni poporodni krvaceni. Bézné hemokoagulacni testy
(PT, aPTT, hladina fibrinogenu v plasmé) a zjisténi rozpadovych produktd fibrinu jsou
ptirozené uzite¢né. Nicméné, hladina rozpadovych produkti fibrinu mtize byt normalni azu 15
% Zen s DIC. Na druhé stran¢ mohou zvySené hladiny pietrvavat i po odeznéni koagulacni
poruchy tam, kde je jejich clearance pii poruseni ledvinnych funkci snizena [15]. Hladina D-
dimeru nartsté i v pooperacnim obdobi po rozsahlych vykonech a po traumatu [47]. TEG maze
byt snadno a rychle pouzivana ke kvantifikovani postupu rozpusténi krevnich srazenin a vyvoje
DIC.

Podavani nizkomolekularniho heparinu (LMWH - Low Molecular Weight Heparin).
Nizkomolekularni heparin je Siroce vyuzivan v léCeni a profylaxi tromboembolické nemoci.
méfitkem antikoagulace aktivita faktoru Xa, coz je pracny a ndkladny test. U pacientll, jimz je
podavan LMWH, zjistujeme prodlouzeni R. TEG byl GspéSné pouzivan ke zjiSténi, zda se
koagula¢ni rovnovéha po jeho vysazeni navratila k normé, a je tak mozné pouZit regionalniho
znecitlivéni [32].

Pediatrie. Pouziti TEG u déti vzbuzuje opravnény zajem. Hladiny koagulacnich faktorii jsou
v prvnim pllroce Zivota snizené. TEG vSak pfi srovnani s dospélymi neprokézala zhorSeni
koagula¢nich parametrii, takZze 1 u kojenci a novorozencl je proces hemokoagulace
plnohodnotny [48]. Dle téhoz pramene je dokonce u kojenct zjiStovana rychlejsi tvorba
krevniho koagula nez u dospélych. Hemokoagulace se vyrovna s dospélymi po dosazeni 1 roku
véku. TEG se také pouziva pfi transplantacich jater u déti [16]. Ve srovnani s dospelymi byla
zjiSténa méné zavazna koagulopatie. To je pficitano vétsi funkeéni rezervé jater u déti, kratSimu
trvani choroby a lepSimu fungovani §tépu. TEG pouzivajici metodiku s heparindzou byl téz
usp&$né pouzivan u kojencii a malych batolat, ktefi se podrobili kardiochirurgickym operacim

s pouzitim MTO ke zvladnuti koagulopatie v pooperacnim obdobi [49].
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1.3 Heparin, nizkomolekularni frakce heparinu a endogenni heparinoidy

S cilem zabranit srazeni krve v cévnich katétrech (jak arteridlnich, tak vendznich) a udrzet
jejich prichodnost, jsou tyto katétry kontinudln€ proplachovany heparinovym roztokem. Je
vSak znamo, Ze rizné typy heparinu ¢i samotny heparinovy proplach mizou ovlivnit vysledky
TEG [50, 51].

Heparin je latka s antikoagula¢nimi vlastnostmi, kterd dostala své jméno podle bohatého
vyskytu v jatrech, z kterych byla poprvé izolovana [52]. Struktura molekuly heparinu je tvotena
opakujicimi se disacharidovymi jednotkami, které obsahuji glukosamin a kyselinu uronovou.
Hlavni heparinovy ucinek je zprostfedkovan vazbou na plazmaticky protein nazvany
antitrombin III (AT III). Heparin ptisobi konformaéni zménu molekuly AT III, ¢imz urychluje
jeho vazbu na serinové protedzy koagulacniho systému, atak blokuje enzymatické aktivity
koagulacnich faktor. Termin ,,antitrombin III* neni ve skutecnosti nejvhodnéjsi. Tento protein
inhibuje nejenom trombin, ale také aktivované formy mnoha faktort (XII, XI, IX a X), stejné
tak 1 kalikrein. Z klinického aspektu je velmi dulezita inhibice trombinu a faktoru Xa. Trombin
a antitrombin III tvoii extrémné pevny komplex, ale jeho tvorba probihd relativné pomalu.
Prave heparin je schopny urychlit tuto reakci az tisicindsobné [53]. Tato vlastnost heparinu je
mozna diky alosterické zméné v misté argininového zbytku, tak aby aminokyselinova polovice
antitrombinu III byla snadnéji dostupnd pro interakci strombinem [54]. Vazebni misto
antitrombinu pro heparin neni docela znamé. Zjistilo se, Ze ztrata argininu 47 a prolinu 41
vedla k zméné afinity antitrombinu k heparinu [55], coz je dikazem toho, Ze tyto zbytky hraji
hlavni roli v interakci heparinu a AT III. Aktivni centrum trombinu (serin) reaguje s reaktivnim
argininovym zbytkem heparin-AT III. Po skon€eni procesu inhibice je heparin uvolnén z vazby
AT II-trombin komplexu k novému vyuziti. Zbyvajici komplexy AT IIl-trombin jsou pak
odstranény retikuloendotelovym systémem. Vazba mezi trombinem a heparinem je
elektrostatické povahy a silné zavisi na délce heparinové molekuly: ¢im je del$i molekula
heparinu, tim je vétsi schopnost trombinu postupovat podél heparinového fetézce smérem k AT
III, ktery je rovnéz vazan k heparinu. V tomto 'sliding' modelu vede nartst délky fetézce
heparinu k zrychlené reakci kvili vys$§i pravdépodobnosti vzajemné interakce trombinu
a heparinu v roztoku [56]. RovnéZz dochdzi k inhibici faktoru Xa, kterd je zprostfedkovana
tvorbou binarniho komplexu mezi antitrombinem III a faktorem Xa. Uvnitf tohoto komplexu se
heparin vaze k AT III a aktivuje ho, ale nevaze se k faktoru Xa. Malé molekuly heparinu

inaktivuji Xa za podminky, ze obsahuji AT III vazajici doménu, ale jsou pfili§ malé na to, aby
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mohly tvofit komplex s AT III a trombinem (coZ by vedlo k inhibici trombinu tvorbou trojitého
komplexu).

Nizkomolekularni hepariny jsou zlomky nebo fragmenty heparinu o primérné molekulové
hmotnosti mezi 3000 az 9000 dalton. Fragmenty jsou tvofeny parcidlnim hydrolytickym
Stépenim heparinovych molekul a jsou izolovany riznymi technikami vcetné gelovych,
ultrafiltraci, enzymatickou extrakci nebo tepelnou depolymerizaci. Hepariny nizké molekularni
hmotnosti, které byly klinicky testovany, jsou nejcastéji vyrabény ze standardniho heparinu
farmakologické kvality pomoci polymerizace kyselinou dusitou. Navzdory tomu, Ze tyto
hepariny mivaji podobnou molekularni hmotnost, mohou vykazovat odliSné charakteristiky.
Fragmenty s méné nez 16 — 20 monosacharidovymi jednotkami na molekulu heparinu (< 5000
daltontl), i kdyz obsahuji specifickou pentasacharidovou sekvenci potfebnou pro vazbu AT III,
nejsou dostate¢né dlouhé pro vazbu trombinu. Proto jsou schopny inhibovat jenom faktor Xa
[57]. Heparinové preparaty s hmotnosti nad 5000 daltonti si udrzuji vlastnost inhibovat faktor
Xa, ale snartstajici délkou fetézce ziskavaji také schopnost inhibovat trombin. Hepariny
o nizké molekuldrni hmotnosti proto prodluzuji koagulani Casy jenom mirné¢ (maji nizsi
antikoagulacni vlastnosti, coz svéd¢i o absenci inhibice trombinu), ale jsou potad schopné
potencovat inhibici faktoru Xa (antitrombotické vlastnosti, anti-Xa).

Za urcitych okolnosti (t.J. operace, sepse, jaterni selhani) se v organizmu mohou ve zvysené
mife nachazet resp. tvofit i latky nazyvané endogenni heparinoidy - glykosaminoglykany, napf.
heparan sulfat [58-60].

Heparan sulfat (HS) je ¢lenem glykosaminoglykani (GAG), které se nachéazeji na povrchu
témé vSech savéich bunék. GAG, a zejména HS, zprostfedkovavaji velké mnoZstvi
biologickych procest, které zahrnuji vyvoj organizmu, embryogenezi, rust a déleni bunck,
homeostazu a hemokoagulaci pomoci proteinovych interakci vcetné kolagenu, fibronektinu,
destickového faktoru IV, antitrombinu III, faktoru Xa a lipoproteinovych lipadz [61]. Tato
ptirodni antikoagulancia, obvykle spojend s endotelem, mohou byt uvolnéna pifi poskozeni
endotelu a mohou pfispét krozvoji koagulopatii pfedev§im u pacientl s chronickym
onemocnénim jater [59]. Endotelidlni buiiky, kromé toho, Ze vadzou heparinu podobné latky
jako jsou dermatan a chondroitin sulfat, jsou také schopny syntetizovat heparan sulfat [62].
Vsechny tyto GAG maji antikoagula¢ni vlastnosti a pomahaji udrzovat koagula¢ni hemostazu
na povrchu endotelu a zabraiuji spontanni tromboze [63]. Heparan sulfat je nejdilezitéjsi GAG,

ale dermatan sulfat ma také dtlezité antikoagulacni vlastnosti.
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Zanét a zvySeni hladiny interleukinu-6 a tumor nekrotizujici faktor vedou ke zvyseni syntézy
tkaniového faktoru a tvorbé trombinu [64]. Dermatan sulfat inhibuje trombin prostfednictvim
heparinoveho kofaktoru II, ktery se specificky vaze na trombin [65]. ZvySené uvoliiovani téchto
cytokinli mize spolu se SIRS zptisobit poskozeni endotelu, coz je dobfe zdokumentovano u
akutniho selhani jater (ASJ). Navic v pribéhu sepse nebo SIRS mohou i zirné buiiky uvoliovat
heparinu podobné latky [66]. Senzolo a spol. popsali pfitomnost ,,heparinového* efektu u 90 %
pacientll s AJS a demonstrovali, Ze za pfevaznou ¢ast tohoto jevu jsou zodpoveédné endogenni
GAG [60]. V pribéhu sepse, SIRS nebo infekce, jsou jatra poskozovany produkty neutrofilii.
Jak hepatocyty, tak i1 endotelové buiiky uvoliiuji do krevniho ob&hu heparinu podobné latky
[67]. Je dobfe znamo, Ze jatra obsahuji znacné parenchymatozni zadsoby GAG, predevSim
heparan sulfat [68]. Zejména u pacientli s ASJ bude schopnost eliminovat cirkulujici GAG
znaéné oslabena v disledku vyznamného snizeni funkce jater. McKee a spol. [58] prokazali
snizenou jaterni clearance heparinu u pacientd s cirh6zou jater a zvySeni hladiny heparan
sulfatu u pacientd po krvaceni z jicnovych varixi. Tyto glykosaminoglykany se tedy mohou u
rizikovych pacientl podilet na projevech krvaceni a mohou ovlivnit i vysledky TEG [58, 69], a
to zejména u pacientl s jaternim selhanim [60].

Neutralizace heparinu. Antikoagula¢ni efekt heparinu, nizkomolekularniho heparinu
a dalsich glykosaminoglykani mutze byt zneutralizovan bud® protamin sulfatem
nebo heparinazou [59, 69, 70]. Heparindza je o néco efektivnéj§i nez protamin sulfat
v neutralizaci heparinového efektu [71]. Heparinové lyazy, izolované z Flavobacterium
heparinum jsou dulezitymi ¢leny skupiny enzymil nazyvané polysacharidové lydzy, které
depolymerizuji kyselé polysacharidy [72]. 1kdyz je heparinazova lydza 1 (heparindza)
pouzivand k rGznym ucelim, pfesny mechanizmus u¢inku je pofad nejasny. Heparinaza
specificky roz$tépi polysacharidové €asti antikoagulacnich proteoglykant heparinu a heparan
sulfatu. Autofi Ditrich, Silva a Michelacci demonstrovali, Ze heparinaza katalyzuje
eliminazovou reakci pfimo na AT III v misté vazicim heparin [73]. Heparindza je rovnéz G¢inna
ik neutralizaci u¢inku heparinu na vySetfeni tromboelastografie. Studie na zdravych
dobrovolnicich ukazaly, Ze heparindza samotnd nemd vliv na parametry TEG, pokud krev
neobsahuje heparin [74]. Protamin sice antagonizuje efekt heparinu, ale pfi nespravném
davkovani mlze nepfiznivé ovlivnit vySetfeni TEG, a proto je vhodnéjsi pouzit kyvetky s
heparindzou [75].

Kyvetky s heparinazou se pouzivaji kromé jiného 1 k neutralizaci jiz zminéného

heparinového proplachu. Nicméné pouzitim kyvetek s heparinazou dochézi k neutralizaci nejen
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heparinového proplachu, ale i dalSich heparini pouzivanych v prevenci nebo 1écbe
tromboembolie a mnoha dalSich endogennich heparinoidi [59, 69, 70]. Proto tento zplsob
eliminace vlivu heparinového proplachu na TEG mize vést k chybnému zhodnoceni
hemokoagulacniho stavu pacienta a nasledn€ i1 k chybné terapeutické intervenci. Z téchto
diivodl je na misté hledat jiny zpiisob eliminace heparinového proplachu, ktery pfinese validni

vysledek TEG.

1.4 Retrakce koagula

Jednou z vyhod TEG je, ze poskytuje informace o fibrinolyze. Katori poukazal na
skutecnost, ze tvar TEG kiivky, kterd pfedstavuje fibrinolyzu, mize byt zplsoben i1 jinym
fenoménem, a to retrakci nebo hyperretrakci krevniho koagula [75]. Tvar fibrinolytické kiivky
a snizeni maximalni amplitudy TEG kifivky mizeme vysvétlit skuteCnou lyzou krevniho
koagula nebo roztrzenim fibrinovych vladken mezi trnem a sténou kyvetky (t.j. mezi vrchni a
spodni ¢asti kyvetky), ke kterému za urcitych okolnosti dochézi pfi retrakci krevniho koagula.
Tento fenomén miiZze napodobit obraz skutecné fibrinolyzy (ztrata viskoelastickych vlastnosti) a
nasledné vést k chybné interpretaci TEG vysledku a mylnym terapeutickym intervencim.

Retrakce koagula (,,scvrknuti® sraZzeniny) je pojem pouzivany jiz vice nez 200 let od doby
I€katského ,,pousténi zilou*. Béhem pousténi zilni krve byla krev odebirana do nadoby, kde se
mohla srazet. Cervena Zelatinova hmota byla obracena na kus tenké latky, ktera vsakla sérum, a
zbyvajici hmota byla tvofena pevnymi slozkami krve. Pfi malém objemu této pevné slozky krve
se muselo snizit nebo dokonce ukoncit pousténi krve. Timto zplGsobem slouZila retrakce
koagula jako hruby hematokrit. Zjistilo se, ze tato retrakce je zavisla na pfitomnosti malych
télisek, kterd byla pojmenovana "krevni desti¢ky." Glanzmann zjistil, Ze retrakce koagula chybi
u pacientl s poruchou srazeni, kterou nazval "trombastenia" [76]. Trombastenia vlastné
znamena "slabé krevni desticky." Techniky pro posuzovani sraZeniny obvykle méfi objem
extrudovaného séra nebo odhadovany pokles ve velikosti srazené hmoty. Ackoli fyziologicky
ucel retrakce koagula nebyl nikdy plné vysvétlen, skutecnost, ze 34 % suché hmotnosti desticek
tvofi kontraktilni bilkovina(aktin), potvrzuje potencidlni vyznam tohoto procesu.

V nedavnych studiich byla retrakce srazeniny pozorovana elektronovym mikroskopem, kde
se hodnotila interakce trombocyt-fibrin. Brzy v tomto procesu sraZeni byly sledovany malé
agregaty krevnich destiCek. Tyto agregaty se zvétSuji a jsou jasné spojeny s fibrinovymi

vldkny. Vldkna pevné adheruji na krevni destiCky. V procesu srazeni destiCky rozSifuji
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pseudopodia podél vlaken fibrinu. Pseudopodia adheruji k fibrinu a vyuZivaji stejné
glykoproteinové IIb/Illa receptory jako pii vazbé na fibrinogen pii agregaci krevnich desticek.
Tvorba pseudopodii je energeticky zavisly déj a vyZaduje presuny intracelularniho véapniku.
Jakmile jsou pseudopodia rozsitena podél fibrinu, jsou zpétnou vazbou tazena k télu krevnich
desticek (roli hraje kontraktilni bilkovina-trombostenin). Soucet ucinku tisict desticek
zpiisobuje pfedcasné narovnani fibrinovych vldken a vznik napéti v celé siti. Vzniklé napéti
dramaticky zvySuje strukturdlni integritu sit€, coz vede ke zvySeni modulu pruznosti sraZeniny.
Tato reakce zacind jiz v procesu srazeni krve, jakmile je produkovan trombin. Pfedpoklada se,
ze ucelem tohoto procesu je pfiblizit okraje rany. Dal$im moznym vysvétlenim je Casné
obnoveni prutoku krve v poSkozenych cévach. Retrakci koagula mohou krevni desti¢ky rychle
obnovit lumen cévy tahem srazeniny z krevniho feciSté a jejim soustfedénim do mista
poskozené cévni stény.

Utinky heparinu na retrakci koagula jsou pozorovany jiz pfi hladinach niz§ich neZ jsou
bézné pouzivané za antikoagula¢nim ucelem [77]. Pfi normélni terapeutické hladin€ heparinu,
1 U/ml, mohou byt t€inky heparinu na retrakci zvraceny stejnou davkou protaminsulfatu, ktera
se pouziva ke zruseni jeho antikoagula¢niho efektu [78]. U velmi vysokych davek heparinu
béhem MTO (4 U/ml), mize vyznamné potlaceni retrakce koagula pietrvavat i pfes Gplnou
normalizaci APTT dosazeného aplikaci protaminsulfatu. Heparan a dermatan sulfat také
potlacuji retrakci koagula, a to v zavislosti na jejich mnozstvi [79].

Utinky nizkomolekuldrnich heparinti, které byly pozorovany, jsou paralelni s
nefrakciovanymi ptipravky. Se zvySujici se koncentraci téchto latek stoupd i potlaceni sily
retrakce koagula. K tomu dochazi u vSech aktudlné dostupnych piipravki. PrestoZe vétSina
vlivli nizkomolekulédrnich heparini na retrakci koagula je pravdépodobné vysledkem snizené
tvorby trombinu a potlaceni retrakce koreluje s rostouci anti-Xa aktivitou, LMWH mohou mit i
dalsi Gi¢inky. Prace s nékolika LMWH piipravky bez aktivity antitrombinu a minimalni anti-Xa
aktivity odhalily, Ze n€které ptipravky maji i nadale vyznamnou schopnost potlacit silu retrakce

koagula [80].
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2 Hypotézy a cile

2.1 U pacientii se sepsi jsou piritomné arterio-venozni rozdily v laboratornich vysledcich

Sepse byva Casto provazena hyperkoagulacnim stavem a tvorbou mikrotrombil
v mikrocirkulaci. Je proto ditvod se domnivat, ze pfi tomto procesu dojde ke komzumpci
ur¢itych slozek krve, ke zvySené (reaktivni) aktivaci fibrinolyzy a nasledné k odlisSnym
laboratornim vysledkiim ziskanych z arteridlni nebo venézni krve. Chybna zaména mista
odbéru krevniho vzorku pro laboratorni vySetfeni by mohla vyustit v chybnou interpretaci
patofyziologickych stavii probihajicich v téle pacienta. Prvnim cilem této prace bylo
potvrdit nebo vyvratit pravdivost této hypotézy a zjistit, zda jsou laboratorni vysledky

ziskané z arterialni a venozni krve rovnocenné ¢i nikoli.

2.2 Hypokoagulac¢ni efekt heparinu na hemokoagulaci klesa se zmensujicim

se mnoZstvim rezidualniho heparinu ve vzorku krve

Heparin a jeho roztok, ktery se pouziva jako prevence uzavéru arteridlnich ¢i ven6znich
setll, ovliviluje sraZeni krve hodnocené metodou tromboelastografie. Jeho hypokoagulaéni
efekt na TEG pfimo umérné zavisi na jeho koncentraci. Lze proto predpokladat, ze
s narUstajicim objemem krve, ktery se odtahne a znehodnoti (pfi zpétném proplachu katétru
pacientovou krvi s cilem eliminace heparinu) pfed samotnym odbérem krevniho vzorku pro
vySeteni TEG, bude koncentrace heparinu ve vzorku a nasledné i jeho hypokoagulaéni vliv
na koagulaci mensi. Tuto hypotézu budeme moci potvrdit detekci tvorby kvalitnéjSiho
koagula hodnoceného parametry TEG vsouvislosti se stoupajicim mnoZstvim
znehodnocené krve pred samotnym vySetienim. Druhym cilem bylo zjistit, jaké mnozstvi
krve je nutno pacientovi odebrat a znehodnotit pfed samotnym odbérem krevniho vzorku
pro vySetieni TEG, s cilem ziskat vzorek bez residualniho obsahu heparinu a jeho vlivu na

TEG hodnoceni koagulace.

2.3 Hepariniaza miiZe u pacientii se sepsi zpiisobit hyperretrakci koagula

Endogenni heparinoidy pfitomné u pacientii se sepsi potlacuji silu krevnich desticek a
nasledné i retrakci koagula. JelikoZ je heparinaza schopna zneutralizovat vliv endogennich
heparinoidd na proces srdZeni krve, Ize se domnivat, Ze heparinaza muze zpisobit d¢j zcela
opacny, a to hyperretrakci koagula. Tietim cilem této prace bylo ovéfit pravdivost této

hypotézy pouzitim metody TEG.
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3 Material a metodika

3.1. U pacientii se sepsi jsou pritomné arterio-venézni rozdily v laboratornich vysledcich

Ke studii byl ziskdn souhlas etické komise FN Motol. Do studie jsme zahrnuli 44 pacientl
(26-80 let, medidan 62 let), ktefi splnili kritéria sepse definované podle ACCP-SCCM
konference (American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine) v roce
1991 [3]. U téchto pacientd jsme spocitali APACHE II skore (Acute Physiology and Chronic
Health Evaluation score II) které se pohybovalo od 3 — 27 bodl (medidn 10) a SOFA skore
(Sequential Organ Failure Assessment score), které bylo vrozmezi 1 — 15 bodii (median 8,
tabulka 1.). APACHE II skore hodnoti 12 parametrii ziskanych o zdravotnim stavu pacienta do
24 hodin po pfijeti pacienta na jednotku intenzivni péce (télesnd teplota, tepova frekvence,
krevni tlak, pocet bilych krvinek, dechova frekvence, hladina Na, K a kreatininu, pH arterialni
krve, hodnota hematokritu, parcialni tlak kysliku v arterialni krvi a Glasgow Coma Scale). Déle
se hodnoti vék a zdvazné choroby v anamnéze. Vypocitana hodnota poskytuje informace o
zavaznosti akutniho onemocnéni pacienta a o jeho progndze. SOFA denné hodnoti stupeit
dysfunkce Sesti organovych systémil (hemokoagulacni, respiracni, kardiovaskularni, nervovy,
vylucovaci a funkci jater). Cilem méfeni SOFA je prubézné (kazdych 24 hodin) hodnoceni
funkce orgént. Sekvenéni hodnoceni organové dysfunkce béhem nékolika prvnich dnli po
pfijeti na JIP je rovnéZ dobrym ukazatelem prognézy pacienta. Pro oba systémy plati, Ze ¢im
vy$si je pocet bodu, tim horsi je zdravotni stav a progndza pacienta.
Pacienti byli hospitalizovani na resuscitatnim oddéleni Kliniky anesteziologie a resuscitace
2.LF UK ve FN Motol. Kazdy pacient m¢l zaveden arteridlni katétr a centralni Zilni katétr. Tyto
katétry byly kontinudlné proplachovany heparinovym roztokem (4 IU/ml, 3 ml/hod). Krevni
vzorky byly odebrany z obou katétrli soucasné po odebrani a znehodnoceni 10 ml krve s cilem
eliminovat dilu¢ni efekt heparinového proplachu. Vzorky jsme poté zaslali k rutinni analyze
vybranych hematologickych parametrti (tj. pocet bilych krvinek (WBC), pocet cervenych
krvinek (erytrocytil), krevnich desticek a koncentrace hemoglobinu (Hb) pomoci
hematologického analyzatoru Coulter LH 750 (Backman- Co Coulter, Miami, Florida, USA).
Rovnéz byly vySetfeny koagulacni parametry (tj. aktivita antitrombinu, koncentrace D-dimert,
INR, APTT a hladina fibrinogenu)) pomoci analyzatoru CA-7000 (Sysmex Co, Kobe,
Japonsko). Piehled pouzitych ¢inidel je v tabulce 2.

TEG analyza byla provedena pomoci tromboelastografu (TEG ® Haemoscope, Niles, IL,

USA) za pouziti heparindzovych kyvetek a kaolinové metody. Krevni vzorky (arterialni i
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vendzni) byly analyzovany v obou kandlech soucasné pii nastavené teploté¢ 37 °C. Funk¢nost
TEG byla v experimentu kontrolovana pomoci Level I (hyperkoagulacni) a Level II
(hypokoagula¢ni) norem od vyrobce. Hodnotili jsme parametry: R, K, uhel o, MA, LY 30 aLY
60.

Statisticka analyza. Pro vSechny statistické analyzy jsme pouzili software SPSS 17.0 pro
Windows. Parovy t-test jsme pouzili k porovnani hematologickych a koagulacnich parametrii
mezi arteridlni a venézni krvi. Vysledky byly povaZzovany za vyznamné, pokud p dosdhlo

hodnotu < 0,05.
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Tabulka 1 - Seznam pacientli definovanych podle véku, pohlavi, zdroje infekce, faze sepse,
APACHE II a SOFA skore.

Zdroj infekce: hr, hrudni infekce, br, biiSni infekce, hr a br, kombinované¢ hrudni a btiSni
infekce; Faze sepse: 1, sepse, 2, tézka sepse, 3, septicky Sok, 4, refrakterni septicky Sok
(noradrenalin v davce nad 1 ug / kg / min) ; APACHE II, Acute Physiology and Chronic Health
Evaluation score II; SOFA, Sequential Organ Failure Assessment score

Porc.  \micidly Veék Pohlavi 2dro Stadium —\ p \CHEII  SOFA
pacienta infekce sepse
1 ZM 65 M hr+br 3 6 8
2 PE 78 7z hr 3 12 8
3 NM 60 7z 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 7z hr 3 9 5
7 FZ 60 7z br 4 9 8
8 PJ 60 7z 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 7P 26 M hr 2 6 2
14 KS 58 M br 3 13 9
15 LK 60 7z hr 2 6 2
16 HA 60 7z 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 7z hr+br 2 9 2
25 CJ 76 M br 3 16 10
26 TR 49 M br 3 15 15
27 KV 73 7z 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 M 30 7z br 3 4 5
33 CD 47 7z br 3 4 5
34 M 65 7z br 3 9 9
35 BZ 49 M hr 3 7 8
36 ML 65 7z 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 7z hr 3 7 7
41 MJ 66 M hr 2 15 6
42 DL 71 7z hr+br 3 16 9
43 KR 63 7z hr 3 12 9
44 DJ 59 M hr 3 16 12
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Tabulka 2 - PouzZité reagence k méfeni koagulacnich parametri.
APTT, activated partial thromboplastin time; INR, international normalized ratio; ISI,
International sensitivity index

Parametr Reagence Popis
APTT Cephen 5 detekce APTT v citratové plazmé s nizkou
(Hyphen BioMed, France) citlivosti na lupus antikoagulans
INR Neoplastin CI Plus detekce INR v citratové plazme s ISI 1,26
(STAGO, France) obsahujici heparinovy inhibitor
Fibrinogen  Fibriphen 5 bovinni trombin (pfiblizné 100 NIH / ml)
(Hyphen BioMed, France) pouzivany pro detekci fibrinogénu v citratové
plazmé Claussovou metodou
Antitrombin  Biophen AT (LRT) chromogenni metoda pro detekci aktivity AT v
(Hyphen BioMed, France) plazmé za pouziti anti Xa metody; obsahuje
bovinni FX a chromogenni substrat (SXa-11);
fedéni vzorku 1:10
D-diméry D-dimer reagent, monoklonalni protilatka na latexovych c¢asticich
(Medirox, Sweden) pro detekci rozkladnych produkti D-dimért
pomoci fotometrie ptfi vinové délce 600 az 800
nm

3.2. Hypokoagulac¢ni efekt heparinu na hemokoagulaci klesa se zmenSujicim

se mnoZstvim rezidualniho heparinu ve vzorku krve

Ke studii byl ziskan souhlas etické komise FN Motol. Z celkového poctu 10 pacientl (ve
veéku 19-73 let, median 44 let, pct Zen a pét muzil), devét pacientl podstoupilo chirurgické
odstranéni vestibularniho schwannomu. Informovany souhlas byl ziskan od pacientli a u jedné
pacientky byl kvili bezv€domi (ischemickd cévni mozkovéa piihoda) ziskdn souhlas od
ptibuznych. Zadny z pacientti nemé&l v anamnéze koagulopatii a vSichni uzivali profylaktické
davky LMWH (2000 anti-Xa IU, Clexane, Sanofi-Aventis, s.r.o., Praha, Ceska republika) 2
hodiny pfed operaci. Arteridlni katétry (Gauge-20, BD Insyte, Madrid, Spanélsko) a spojovaci
hadi¢ky (BD Connecta, Helsingborg, Svédsko) s celkovym mrtvym prostorem 0,8 ml byly
zavedeny do levé radidlni artérie bezprostiedné pied operaci. Kontinualni infuze roztoku UFH
(4 IU/ml, 12 1U/h, Heparin, Zentiva, a.s., Praha, Ceska republika) byla pouzita na proplach

katétri jako prevence jejich uzavéru. Po operaci byli pacienti hospitalizovani na resuscitaénim
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oddéleni, kde byli ve ve€ernich hodinach extubovani a nésledujici den ptelozeni na JIP kliniky
ORL (otorinolaryngologie). V dob¢é hospitalizace na resuscitacnim oddé€leni jsme pacientim
odebrali a analyzovali krevni vzorky.

U kazdého pacienta jsme odebrali 1 ml krve pro vySetteni TEG bezprostitedné po
znehodnoceni 10, 1, 2, 3, 4 nebo 5 ml krve v pfisluSném potadi. Vzorky ziskané po
znehodnoceni 1, 2, 3 a 4 ml krve byly analyzovany v kandlu €. 1 pfistroje, zatimco vzorky
ziskané po znehodnoceni 5 ml krve byly analyzovany soucasn¢ v kandlu ¢. 2. U kazdého
pacienta jsme navic analyzovali dva vzorky odebrané po znehodnoceni 10 ml krve, pfi¢emz
tyto vzorky byly analyzovany v obou kandlech TEG soucasné s cilem ovéfit pfesnost méteni
mezi dvéma kandly. Pfed samotnym odbérem krevniho vzorku jsme katétr proplachli 1 ml
heparinového roztoku (tj. 4 IU). V case, kdy byly vyménovany sttikacky, byl kohoutek katétru
uzavien v poloze 45°. Kazdy vzorek krve (1 ml) byl umistén v nové lahvicce s kaolinem a
jemn¢ pétkrat promichan. Po 3 minutdch jsme napipetovali 360 pl kaolinového vzorku do
nativni kyvetky a iniciovali jsme pfistroj. Pouzili jsme dvoukanalovy TEG (TEG, Haemoscope
Corp., Niles, Illinois, USA). Funkénost TEG byla i v tomto v experimentu kontrolovdna pomoci
Level I (hyperkoagula¢nich) a Level II (hypokoagulaénich) norem od vyrobce. Hodnotili jsme
parametry: R, uhel a, MA, TMA, LY 30a LY 60.

Statistickd analyza. Balik programu SPSS verze 17.0 PRO Windows (SPSS Inc, Chicago,
Illinois, USA) byl pouzit pro vSechny statistické analyzy. Vysledky byly povazovany za
vyznamné v ptipad€, Ze p hodnota byla rovna 0,05 nebo méné. ANOVA byla pouzita k
porovnani koagulacnich parametrti mezi vzorky ziskanymi po znehodnoceni 1 — 10 ml krve.
Post-hoc analyzy byly provedeny s Tukey (HSD) testy. Udaje jsou vyjadieny jako primér

(mean) = SD.
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3.3 Hepariniza miiZe u pacienti se sepsi zpusobit hyperretrakci koagula

U pacienta stézkou sepsi (cholangoitis), u kterého bylo pldnovano provedeni akutni
endoskopické retrogradni cholangiopankreatografie (ERCP), jsme kvuli trombocytopenii
v krevnim obraze a v souladu s ordinaci oSetifujiciho lékafe vySetfili krevni vzorek pomoci
dvoukanalového TEG (Haemoscope, Niles, IL, USA). Pouzili jsme kaolinovou metodu a krevni
vzorek jsme analyzovali soucasné za pouziti nativni kyvetky a kyvetky s heparindzou. Pacient v
Case vysetieni nedostdval zadny typ heparinu. Krevni vzorek byl odebran po znehodnoceni 10
ml krve s cilem eliminovat vliv heparinového proplachu na vysetfeni TEG [81]. JelikoZ jsme na
TEG pfistroji zjistili obraz fibrinolyzy, ktery nekoreloval s klinickym stavem pacienta, rozhodli
jsme se porovnat tuto TEG kiivku s kiivkou zptisobenou skute¢nou fibrinolyzou. S cilem
vyvolat skute¢nou fibrinolyzu jsme do krevniho vzorku aktivovaného kaolinem v nativni
kyvetce ptidali 5000 jednotek streptazy. Krevni vzorek byl v tomto ptipadé ziskan od zdravého
dobrovolnika. Po skonceni vySetfeni jsme porovnali obé TEG kiivky a rovnéZ jsme porovnali

vzhled a konzistenci krevnich koagul v kyvetkach.
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4 Vysledky

4.1. U pacientu se sepsi jsou pritomné arterio-venozni rozdily v laboratornich vysledcich

Tabulka 3 ukazuje primérné hodnoty sledovanych veli¢in v arterialni a Zilni krvi. Je patrné,

7Ze u pacienti s tézkou sepsi byly hodnoty INR, pocet leukocytli, hladina D-dimert a

fibrinogenu zvysené nad fyziologickou uroven, zatimco koncentrace hemoglobinu a aktivita AT

byly snizeny. Hodnotili jsme arterioven6zni rozdily ve vybranych koagulacnich a

hematologickych parametrech. V Zzilni krvi byla AT aktivita vyznamné niz8i (p = 0,004) nez v

arterialni krvi, s primérnym rozdilem dosahujicim 2 % (obrazek 14). Na druhé strané hladina

D-dimert v Zilni krvi byla vyznamné vy3$8i o 31 ng/ml (p = 0,045). V jinych parametrech

koagulace, trombelastografie ¢i hematologickych parametrech jsme nenasli Zzddné vyznamné

rozdily (p> 0,1).

Tabulka 3 - Primérné hodnoty sledovanych veli¢in v arterialni a Zilni krvi.

Arteridlni krev Venozni krev

Priamér SD Rozsah Priamér SD Rozsah
INR 1.32 0.18 1.02-1.75 1.33 0.18 1.03-1.76
APTT (s) 322 5.93 22.2-49.9 32.3 6.03 22.7-49.2
Fibrinogen (g/1) 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
a thel (°) 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 10712/1) 3.16 0.52 2.31-5.17 3.16 0.52 2.30-5.12
Hemoglobin (g/1) 96 19 65-175 96 18 63-170
Leukocyty (x 1079/1) 13.8 5.6 0.9-27.8 13.8 5.5 1.3-26.3
Trombocyty (x 10°9/1) 226 172 8-798 228 180 9-887
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Obrazek 14 - Arteriovenozni
rozdily v koagula¢nich,
tromboelastografickych

a hematologickych parametrech.
Pozitivni hodnoty = vyssi hodnoty
parametrl v artérii a naopak.
Usecky naznaduji pramér a 95%
interval spolehlivosti pro rozdil.
Statisticky vyznamné rozdily byly
zjistény v aktivité¢ AT a hladiné D-
diméra (P <0,05).

a - thel mezi TEG ktivkou a x-osy,
APTT - aktivovany parcialni
tromboplastinovy cas,

AT - aktivita antitrombinu,

Ddim - hladina D-dimért;

Fib - hladina fibrinogénu,

Hb - koncentrace hemoglobinu, INR -
mezinarodni normalizovany pomér,
K - ¢as od R amplitudou srazeniny 20
mm,

LY 30 aLY 60 - stupeni fibrinolyzy
30 a 60 min poté, co bylo dosazeno
MA,

MA - maximalni amplituda
srazeniny,

Tr - pocet krevnich desticek;

R - ¢as po prvni detekci srazeniny,
Ery - pocet Cervenych krvinek,
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4.2. Hypokoagulac¢ni efekt heparinu na hemokoagulaci klesa se zmenSujicim

se mnoZstvim rezidualniho heparinu ve vzorku krve

Testovanim vzorkt ziskanych po znehodnoceni 10 ml krve na obou TEG kanélech soucasné
jsme nasli jen minimalni rozdily v méfenych parametrech (tabulka 4). Porovnéni hodnot
ziskanych z jednotlivych kanalli neprokazalo zadny statisticky vyznamny rozdil (p > 0,05,
parovy t-test), coz naznacuje, Ze analyza vzorkl krve ze dvou riiznych kanali TEG nezpisobila
zadné zkresleni ziskanych hodnot. Pozorovali jsme, ze vliv heparinového proplachu na
sledované koagula¢ni parametry klesa s rostoucim objemem znehodnocené krve (obrazek 15).
VéEtsi objem znehodnocené krve byl spojen se zvySenou aktivaci koagulace a zvySenou pevnosti
krevni srazeniny vyjadienou jako pokles R a TMA a jako zvétSeni uhlu o a MA (obrazek 16).
Tyto zmény byly patrné po znehodnoceni 1-4 ml krve. Porovnani hodnot ziskanych po
znehodnoceni 5 a 10 ml krve neprokazalo dalsi rozdily. Statistickd vyznamnost pozorovanych
zmén v R, a thlu, MA a TMA byla potvrzena pouzitim ,,repeated measures ANOVA (p
<0,001). Post-hoc analyza zjistila vyznamné rozdily mezi vzorky ziskanymi po znehodnoceni 1
ml krve ve srovnani s 2 — 10 ml krve ve vSech srovnavanych parametrech (p <0,001; t-testy s
Tukey HSD korekcei). V piipadé a thlu se vyskytly rozdily mezi hodnotami zaznamenanymi po
znehodnoceni 2 ml versus 4 — 10 ml a po znehodnoceni 3 ml versus 5-10 krve (p <0,02, t-testy s
Tukey HSD korekci). Pro TMA se objevily rozdily mezi hodnotami zaznamenanymi po
znehodnoceni 2 a 3 ml versus 4 — 10 ml krve (p<0.04; t- testy s Tukey HSD korekei). Je
pozoruhodné, Ze podle post-hoc analyzy byly vzorky ziskané¢ po znehodnoceni 4, 5 a 10 ml

krve konzistentni ve vSech sledovanych parametrech (p> 0,8; t-testy s Tukey HSD korekci).

Tabulka 4 - Test pfesnosti méteni provadénych v kazdém z kanalt TEG. Data predstavuji
priamér + SD vzorkt ziskanych od 10 nemocnych po znehodnoceni 10 ml krve.

kanal 1 kanal 2
R (min) 92+32 10.4+4.0
K (mm) 28+3.2 32 £1.8
a thel (°) 55 £10 53+ 14
MA (mm) 64 +7 63+11
TMA (min) 31+6 32+6
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Obriazek 15 - TEG kitivky ziskané ze vzorkl krve po znehodnoceni 1-10 ml krve. Ktivky byly
konstruovany z primérnych hodnot R, a thlu, MA a TMA od 10 subjektt.
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a thel (°)

1ml 2ml 3ml 4ml 5ml 10mi 1ml 2ml 3ml 4ml 5ml 10ml
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Obriazek 16 — Koagulac¢ni parametry zaznamenané TEG po znehodnoceni 1 — 10 ml krve.
Zvyseni koagulacni aktivity se zvySujicim se objemem znehodnocené krve (az do 4 ml) byla
zfejma. Po znehodnoceni 5 a 10 ml krve jiz nebyly pozorovany zddné dalsi zmény.

R - reakéni Cas, thel a - rychlost tvorby srazeniny, MA - maximalni pevnost srazeniny, TMA -
¢as do MA. Symboly ukazuji hodnoty signifikantné odlisné od téch, které byly zaznamenany po
znehodnoceni 1 ml (*), 1 a2 ml (#) a 1 — 3 ml () krve (p < 0,05; t-testy s Tukey HSD korekci).
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4.3. Heparinaza miiZe u pacientii se sepsi zpusobit hyperretrakci koagula

Dvé odlisné metodiky TEG vedly k rozdilnym TEG vysledkim. Nativni TEG zaznamenal
hypokoagulaéni typ kiivky (obrazek 17) a heparinazou-modifikovany TEG zaznamenal obraz
vyznamné fibrinolyzy (obrazek 18). Piekvapenim pro nas bylo, kdyz jsme pii kontrole
heparinazové kyvetky nalezli srazeninu adherujici k trnu (horni ¢ast kyvetky) (obrazek 19) a
tento nalez svédci spise pro retrakci koagula.

Ve vzorku s pfidanou streptdzou ptistroj rovnéZz zaznamenal kiivku fibrinolyzy (obrazek 20),
v kyvetce jsme ale nenasli vytvofenou srazeninu, nybrZ krev v tekutém stavu (obrazek 21), tedy
fenomén zplisobeny skutecnou fibrinolyzou.

Kanlr
Sample tims: 28 & 200207 27:48 4M - 08 28 13 AM

: [ L L3 m limeters
H L R 1 [ 1
7
| ',4‘\
Lt \ I N TR N | I N TR N | L
[E8 I Ands [GEY Fi12 o] C=L & ol L2
min Tir dzg mn diec S I rm 3
14,7 40 232 au,4 (AN EXE i au,] RS n
4—8 L—4 47 —74 3Z—73 G0k — L3 00— 12 -3—3 0—3

Obrazek 17 — Hypokoagula¢ni TEG kfivka, nativni-kaolinem aktivovana metodika

7 Kaol i w i Fepar nase
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Obrazek 18 — Fibrinolyticka-hyperretrakéni TEG kiivka, heparindzova-kaolinem aktivovana
metodika
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Obrazek 19 — Navzdory pfitomnosti fibrinolytické kiivky mtizeme vidét koagulum adherujici k
trnu (vrchni ¢ast kyvetky), co sved¢i spiSe pro hyperretrakcei koagula, nez pro pfitomnost
fibrinolyzy.
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Obrazek 21 — V kyvetce se streptdzou jsme nenasli vytvofenou sraZeninu, ale krev v tekutém
stavu.
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5 Diskuse

5.1. U pacienti se sepsi jsou piitomné arterio-ven6zni rozdily v laboratornich vysledcich

Lidsky organizmus reaguje na infekci vzajemnou interakci imunitnitho a koagula¢niho
systému. Organizmus se primarné snazi infekéni noxu vzajemnou interakci téchto dvou
systéml lokalizovat tvorbou fibrinové sit¢ a pak zneSkodnit a eliminovat fagocytarnim
systémem. Vyznamnou roli v lokalizaci infekce a zanétu ma fibrinogen. Konstitutivné se tvoti
v jatrech, které odpovidaji za jeho cirkulujici hladinu v krvi. Extrahepatalni produkce byla
induktorem syntézy fibrinogenu je IL-6 (Interleukin-6). Zdrojem IL-6 mohou byt jak
monocyty, tak endotelové burky.

Fibrinogen je dulezitou molekulou pro vznik trombu. Jeho defekt je spojen s krvacivym stavem.
Je esencidlnim substratem pii tvorb¢ fibrinové zatky. Kromé hemostatického U€inku ma
fibrinogen 1 prozanétlivy ucinek, kdy pfimo stimuluje chemotaxi leukocytii a jejich kumulaci
v misté zanctu. V rdmci pozitivni zpétné vazby stimuluje tvorbu IL-6 v monocytech [82].
Jednim z faktort, které se snazi zabranit pfehnané reakci organizmu, je antitrombin.

vytvofenim vazby s jejich aktivnim mistem. Kromé& toho mé i protizanétlivé ucinky. Blokuje
prozanétlivy Gcinek trombinu a blokuje produkci zanétlivych cytokini TNF (Tumor necrosis
factor), IL-6 a IL-8 v monocytech a endotelovych bunikach. Konstitutivné se tvofi v jatrech a
béhem reakce akutni fdze zanétu se jeho syntéza snizuje ¢inkem IL-1 a IL-6 (negativni protein
akutni faze) [83].

DalSim systémem, ktery se v organizmu snaZzi zabranit nadmérnému hyperkoagula¢nimu stavu,
je fibrinolyticky systém. Fibrinolyza je antitromboticky systém a zajiStuje ho enzym plazmin,
ktery vznikd zplazminogenu. Aktivace plazminogenu je zahdjena soucasné s aktivaci
koagulace. Na aktivaci se podili pfedev§im tkanovy aktivator plazminogenu (tPA) a blokuje ho
inhibitor aktivatoru plazminogenu (PAI-1), ktery se ve zvySené mife tvoii pod vlivem TNF-a a
IL-6 [8].

Tkanovy aktivator plazminogenu je serinova proteaza, kterd je uvolilovana ze zdravych
endotelialnich bunék pod vlivem trombinu nebo aktivovaného proteinu C. Fibrin a fibrinogen

jsou pfirozené substraty plazminu. Jsou proteolyticky Stépeny a pii tomto procesu vznikaji
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Stépné produkty, zvané fibrin-fibrinogen degradacni produkty (FDP). Pfi §tépeni fibrinogenu
vznikaji fragmenty X, které jsou $tépeny na Y a D, fragment Y potom na D a E. Fragmenty X a
Y jsou také nazyvany casné, D a E jsou pozdni fragmenty. FDP mohou ptsobit jako
antitrombin. Stépeni fibrinu probihd obdobné. Vzhledem ke stabilizaci fibrinu faktorem XIII je
vsak fibrin proti plazminu relativné odolny a Sté€peni trva déle. Jsou odStépovéany fragmenty X
s Y, které se ale vzhledem k pti€nym vazbam (vliv faktoru XIII) od sebe neuvoliuji. Kone¢nym
produktem jsou fragmenty D a E a tzv. D-dimery. Jsou soucasti molekuly fibrinu vcéetné
pticnych vazeb a jejich prikaz je pfimym dikazem Sté€peni fibrinu. Za situace, kdy se porusi
vzéjemna rovnovaha mezi prokoagulaénimi a antikoagulacnimi faktory ve prospéch
prokoagula¢nich, dochazi k celkovému prokoagulaénimu stavu v celém organizmu a néasledné
k tvorbé mikrotrombti v mikrocirkulaci [9, 10]. Tento stav vyvoladva dysfunkci organii a je ve
hlavni mife odpovédny za vznik multiorgdnové dysfunkce organizmu a multiorganového
selhani.

V nasi studii jsme u pacientli v té¢zké sepsi nalezli v celém organizmu (tzn. jak v arterialni, tak 1
ve vendzni krvi) zvySenou hladinu fibrinogenu a D-dimert a sniZenou hladinu antitrombinu
oproti normdlni hladiné. To dosvédcuje, ze sepse je v disledku vzajemné interakce a
koagula¢niho a imunitniho systému provazena hyperkoagula¢nim stavem, na ktery organizmus
reaguje zvysenou fibrinolyzou.

Rovnéz jsme zjistili, Ze u pacientil s téZkou sepsi se plazmatické hladiny AT a D-dimert 1isi
mezi arteridlni a vendzni krvi. Nalezli jsme nizsi aktivitu AT a zvySenou hladinu D-dimera ve
vendzni krvi. Tento nalez podporuje teorii probihajicitho procesu mikrovaskularni trombdzy,
ktera je zplisobena hyperkoagulacnim stavem s néslednou reaktivni hyperfibrinolyzou. Pokles
aktivity AT v Zilni krvi odrazi jeho zvySenou spottebu v mikrocirkulaci ptfi hyperkoagulaci a
zvySend hladina D-dimert je disledkem vysSiho stupné fibrinolyzy jako reakci na
hyperkoagulac¢ni stav.

Objektivizace hyperkoagula¢niho stavu pomoci dalSich béZnych laboratornich vysledki je
velice obtizné a nespolehlivé, jelikoZ INR a aPTT jsou spiSe parametry iniciace srazeni. Collins
se svymi kolegy hodnotil hladinu jednotlivych faktorii sraZeni u pacientl v tézké sepsi a zjistil
snizenou hladinu faktort II, V, VII, X, XI a XII, AT a protein C a naopak zvysenou hladinu
faktord VIII, IX a fibrinogenu [84]. Snizend hladina prokoagulacnich faktord vedla
k prodlouzeni ¢asu srdzeni jak standardnich laboratornich vysetfeni INR a aPTT, tak i rotacni

.....

faze srdzeni u septickych pacientil je opozdénd (zpomalend). Nicméné diky zvySené hladiné
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hlavnich komponentt vnitini cesty srazeni faktort VIII a IX, jakmile dojde k dostate¢né tvorbé
trombinu schopného aktivovat tyto faktory, dal§i-propagacni faze probihd mnohem intenzivnéji.
O tomto procesu nas jiz bézné vysetfeni srazeni neinformuji a na tromboelastografu miizeme
vidét zvySenou rychlost tvorby koagula (zkraceni CFT, clot formation time-podobny parametru
K a vétsi uhel o). ZvySena hladina fibrinogenu se projevi rovnéz na parametrech
tromboelastografie, a to zvySenou silou koagula (zvySena hodnota MCF, maximum clot
formation, podobné MA) [84]. Na zdklad¢ zjiSténi téchto autori mizeme konstatovat, Zze u
septickych pacientii je iniciace sraZeni opozdénd, ale jakmile dojde k vytvofeni dostatecného
mnozstvi trombinu ke spusténi propagacni fdze srdzeni, pak propagace probihd mnohem
intenzivngji a diky zvySené hladin€ fibrinogenu v kone¢né fazi dochazi k vytvotreni velkého
mnozstvi fibrinu, a tedy krevni sraZeniny. I pfes prodlouzené standardni koagulacni testy
muizeme z tromboelastografie jako globalniho koagula¢niho testu usuzovat o hyperkoagula¢nim
stavu krve.

V naSi studii jsme u pacientd naSli prodlouzeny ¢as INR a parametr R (reakéni cas
tromboelastografie). Parametry MA a uhel a mély hodnoty na horni hranici normy, coz
faze srazeni prodlouZena, ale jakmile byla spusténa propagacni faze srazeni, pozorovali jsme
tvorbu silného koagula. Také hladina fibrinogenu byla v krvi naSich pacientll zvySena. Lze fici,
ze v nasi praci jsme dospéli k podobnym zavérim jako ptedesli autofi. Navic jsme sledovali
hodnoty parametrtit LY 30 a LY 60, které¢ byly nalezeny v mezich normy, coZ znamena, ze
proces fibrinolyzy byl pravdépodobné inhibovan ptitomnosti zvysené hladiny PAI-1, zpisobené
zvysenou hladinou cytokinti [8]. Mlzeme tedy konstatovat, Ze metoda tromboelastografie je
vhodnégjsi ke sledovani koagulacnich zmén u pacientll se sepsi a Ze poskytuje detailn&jsi
informace o procesu srazeni, které ndm muizou pomoci pfi rozhodovani v 1é€bé koagulopatie.
konzumpci a soucasné jaterni dysfunkci, ktera je pfitomna u kriticky nemocnych pacientt.
Zajimavé je, Ze zvySena hladina D-dimert nekoreluje s normalnimi hodnotami LY 30 a LY 60.
Miuzeme spekulovat, ze pri¢inou jevu je takovy stav koagulace, kdy i pfes zvySenou fibrinolyzu
je stabilita koagula zabezpecend vysokou hladinou fibrinogenu a jeho vzijemnou intereakci
s trombocyty. Jako alternativni vysvétleni se nabizi pouZiti kyvetek s heparindzou. V literatuie
byl popsan kromé antikoagula¢niho Uc€inku heparinit i jeho profibrinolyticky ucinek [85].

Jelikoz nelze vylou¢it kontaminace vzorku heparinem ¢i rezidudlni pfitomnost
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nizkomolekuldrnich heparinti event. endogennich heparinoidii, d4 se piredpokladat ze
heparinaza pouzitd in vitro eliminuje jejich profibrinolyticky ti¢inek.

I kdyz jsme zjistili hyperkogalu¢ni tendenci u naSich pacientli, nenasli jsme statisticky
signifikantni rozdily mezi vysledky TEG ziskanymi z arteridlni a ven6zni krve a rozdily jsme
nenasli ani v ostatnich nejcastéji vysetfovanych hematologickych a koagula¢nich parametrech
(leukocyty, trombocyty, erytrocyty). Podobné vysledky jiz dfive publikoval Blann [22], ktery
nenasSel Zadné rozdily mezi arteridlni a vendzni krvi pro parametry INR, APTT, hladinu
fibrinogenu, leukocyty, erytrocyty, krevni desticky a koncentraci hemoglobinu ve skupiné
pacientl s arteridlnim onemocnénim. Na rozdil od nasi studie autor nepopisuje arteriovendzni
rozdily v hladin¢ D-dimerQ. V jiné studii ve skupiné zdravych pacienti Ozsoylu [25] zjistil
nizsi koncentraci fibrinogenu v Zilni krvi, ale nepopisuje zddné vyznamné rozdily v INR, APTT
a v poctu krevnich desticek. Tyto diskrepance by mohly byt vysvétleny rozdilnym klinickym
stavem pacientil. Zatimco v nasi studii jsme zatadili do souboru pacienty v t€zké sepsi, citované
studie jsou zamétené na populaci zdravych pacientii nebo pacientll s chronickym onemocnénim.
Moznou slabou strankou studie je heterogenni pficina sepse u sledovanych pacient. VSichni
pacienti ale splnili kriteria pro tézkou sepsi, coz piedpokladd podobné patofyziologické

procesy.

5.2 Hypokoagulaéni efekt heparinu na hemokoagulaci klesa se zmensujicim se mnoZstvim
rezidualniho heparinu ve vzorku krve

Tato studie je prvni, kterd sleduje vliv heparinu pouzivaného k proplachu katétrii na
vysledky koagulacnich vySetfeni pomoci metody TEG.
Heparin je latka s mnohocetnymi antikoagula¢nimi vlastnostmi, kterd vazbou na plazmaticky
protein nazvany antitrombin blokuje enzymatickou aktivitu koagula¢nich faktort II, XII, XI, IX
a X a po subkutdnnim podéani zvySuje hladinu aktivatoru plazminogenu, a tim zasahuje i do
procesu fibrinolyzy [85]. Kromé toho pisobi i na retrakci koagula, a tim negativné ovlivituje
maximalni silu krevniho koagula [77].
Ptedchozi studie zjistily, Ze uUC€inek heparinu na vysledky TEG analyzy zavisi na jeho
koncentraci ve vySetfovanych vzorcich krve [50, 51, 86]. Stanoveni pfimé koncentrace heparinu
v krvi pacienta je v naSich laboratornich podminkéch technicky nerealizovatelné, a proto jsme
se o pfitomném mnozstvi heparinu v krevnim vzorku ptfesvédcovali neptimo, a to intenzitou

vlivu hypokoagula¢niho efektu na koagulaci méfenou metodou TEG.
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Ptedpokladali jsme, ze ¢im vétsi objem krve se odebere a znehodnoti pred samotnym
odbérem krevniho vzorku na vySetteni TEG, tim mensi mnoZstvi rezidualniho heparinu ztstane
v cévnim setu, a tim men$i bude jeho vliv na samotné vySetfeni. Tento pfedpoklad jsme
potvrdili zjisténim, Ze se zvySujicim se objemem znehodnocené krve se snizoval vliv
heparinového rezidua na ndmi sledované parametry TEG.

Z vysledkil je patrné, Ze heparin ovliviiuje rizné parametry TEG. Zjistili jsme prodlouZeni
Rovnéz jsme pozorovali prodlouzeni casu do dosazeni maximdlni sily koagula - TMA a
zmenSeni uhlu a. Tyto dva parametry reprezentuji rychlost tvorby silného koagula - propagacni
fazi srdzeni. Ovlivnéni uvedenych parametri TEG a zasah heparinu do obou fazi sraZeni
muzeme vysvétlit jeho inhibi¢nimi vlastnostmi na faktory srazeni IX, X, XI, ale hlavné
Z dalSich parametri TEG jsme zaznamenali ucinek heparinu na maximalni silu koagula — MA.
Tento parametr, a tedy pevnost koagula, je ovlivnén jak hladinou a funkeci fibrinogenu a fibrinu,
tak poCtem a funkci trombocytli a vzajemnou interakci téchto tii sloZzek v procesu agregace a
retrakce koagula. Heparin svym ucinkem na trombin negativné€ ovliviluje hladinu fibrinogenu a
fibrinu a rovnéz i aktivitu trombocytii. V kone¢ném diisledku tedy negativné zasahuje do
pevnosti a sily koagula, a tim do velikosti MA.

Utinek heparinu na sledované parametry se snizoval se zvysujicim se objemem znehodnocené
krve az do objemu 4 ml, coz neptimo svéd¢i o jeho snizujicim se obsahu v krevnim vzorku. Ve
vzorcich odebranych po znehodnoceni vice nez 4 ml krve (tj. 5 a 10 ml) jsme jiZ nezaznamenali
dalsi signifikantni rozdily ve sledovanych parametrech a miZeme tak fici, Ze vzorek jiz
neobsahoval Zadny residudlni heparin, resp. byl pfitomen v tak malém mnoZstvi, Ze neovlivnil
proces srazeni hodnoceny metodou TEG.

Z nasSich pozorovani vyplyva, ze minimalni objem, ktery je nutné znehodnotit pfed odbérem
krevniho vzorku pro vysetieni TEG s cilem zruSit G¢inek heparinového proplachu je 4 ml.
Tento objem predstavuje asi pétindsobek objemu katétru (5 x mrtvy prostor). Ve svém dusledku
mohou byt tyto zavéry uzite¢né napfi. pro vyrobce cévnich setl.

Pouziti této metodiky k neutralizaci heparinového proplachu nabizi nckolik vyhod oproti
pouziti heparindzy. Heparindza neutralizuje kromé ucinku heparinu 1 G¢ineck LMWH a
endogennich heparinoidii na hemokoagulaci. To mlze vést k mylnému zhodnoceni
koagula¢niho stavu pacienta a nasledné k nesprdvnym terapeutickym intervencim u kriticky

nemocnych pacientll. Zjistény minimalni objem, ktery je nutno znehodnotit k neutralizaci
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heparinu je pomérné maly a pacienta nevystavuje zbytecnému riziku anemizace. Zpétny

proplach katétru krvi pacienta je i finanéné¢ méné ndro¢ny, nez pouziti kyvetek s heparinazou.

5.3. Heparinaza miiZe u pacienti se sepsi zpusobit hyperretrakci koagula

Retrakce koagula je proces, ve kterém hraje roli vzdjemna interakce trombocyti a fibrinu.
Fibrinova vldkna pevné adheruji na krevni desticky, a ty rozsiiuji své pseudopodia podél téchto
vldken. Ke vzijemné interakci fibrinovych vldken a pseudopodii jsou vyuzivané stejné
glykoproteinové IIb/Illa receptory jako pii vazb& trombocytd na fibrinogen pfi agregaci
krevnich desticek. Jakmile jsou pseudopodia rozsifena podé¢l fibrinu, jsou zpétnou vazbou
tazena k télu krevnich desti¢ek. Soucet ucinku tisici desticek zplisobuje pred¢asné narovnani
fibrinovych vldken a vznik napéti v celé siti. Vzniklé napéti dramaticky zvySuje strukturalni
integritu sité, coz vede ke zvySeni modulu pruznosti srazeniny. Tyto vlastnosti krve a tedy
retrakce koagula je potlacovéana riznymi typy heparinu a endogennimi hepariny [77, 79].

Utinky heparinu na retrakci mohou byt zvraceny déavkou protaminsulfatu [78]. MiiZzeme
tedy uvazovat, Ze i u¢inek endogennich heparinoidl (pfitomnych v krvi septickych pacientll) na
retrakci miZe byt zneutralizovan pouzitim heparindzy, jelikoz ta je schopna jejich neutralizace.
V prezentovaném piipad¢ jsme krevni vzorek septického pacienta analyzovali pomoci TEG
pouzitim heparinazové metodiky. Heparindzou-modifikovany TEG zaznamenal na monitoru
obraz imitujici fibrinolyzu. Tvar fibrinolytické kiivky neni vzdy zpiisoben skutecnou
fibrinolyzou, ale miZe napodobit retrakci nebo hyperretrakci krevniho koagula, jak jiz difive
popsal Katori a jeho kolegové. Pro odliSeni téchto procest tentyZ autor pouzil abciximab, ktery
inhibuje funkci trombocyth pii retrakci koagula [87]. V naSem piipadé jsme hodnotili
makroskopicky vzhled koagula pfitomného v kyvetce TEG po skonceni méfeni. V piipadé 1
jsme nalezli koagulum adherované k trnu kyvetky. V ptipadé 2 jsme s cilem vyvolat skutecnou
fibrinolyzu pfidali do kyvetky streptazu (aktivator fibrinolyzy) a nasli rozpusténé koagulum. To
potvrzuje teorii, ze v piipadé skutecné fibrinolyzy dochdzi k rozpusSténi krevni sraZeniny. V
pripadé¢ 1 vidime, Ze dvé rizné modifikace TEG mohou vyustit v naprosto odli§nou interpretaci
pacientova hemokoagula¢niho stavu. Prvni z nich, nativni kaolinem-aktivovany TEG nam dava
obraz hypokoagula¢niho stavu, coz lze vysvétlit nizkym poctem krevnich desticek a pfitomnosti
endogennich heparinoidi pfitomnych u pacientd se sepsi [52]. Druhy, kaolinem-aktivovany
heparinazou-modifikovany TEG ndm dava obraz silné fibrinolyzy, ktery je ve skutecnosti

obrazem hyperretrakce koagula, a takova interpretace vysledk by vedla k antifibrinolytické
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1écbe. Pro¢ k této retrakci koagula doSlo pouze v kyvetce s heparindzou neni jasné a tento jev
nebyl doposud v literatufe popsan. Nicméné je zndmo, Ze endogenni heparinoidy ovliviiuji
proces srazeni krve inhibici tvorby trombinu [53] a potlacuji retrakci koagula [79]. Podle
bunééného modelu hemostazy je produkce trombinu nezbytnd jak pro aktivaci mnoha
koagulacnich faktort, tak i1 pro aktivaci krevnich desticek [54]. Jelikoz je heparindza schopna
neutralizovat G¢inek téchto heparinoidd [55], miZeme se domnivat, Ze pouziti heparinazové
metodiky dokaze eliminovat u¢inek endogennich heparinoidii na krevni desticky a v kone¢ném
disledku zesilit jejich funkci. To mtize nasledné vést k hyperfunkénim stavu krevnich desticek
a hyperretrakci koagula. V soucasné dobé se objevila prace, kterd popisuje heparindzu jako
aktivator FXa s néaslednou zvySenou tvorbou trombinu. Tento poznatek podporuje nasi ivahu
tim, ze zvySené mnozstvi trombinu vede k zvySené aktivité trombocytl [88].

V préaci chceme také upozornit, Ze heparindzou-modifikovana metoda TEG muize za urcitych
okolnosti vést k obrazu falesné¢ pozitivni fibrinolyzy, a proto by méla byt pouzivana
s opatrnosti, pfedevS§im pifi monitorovani hemokoagula¢niho stavu u pacientli na jednotce

intenzivni péce, obzvlast’ u pacientid s tézkou sepsi.
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6 Zavéry

U pacientll v t€zkém septickém stavu byly zjiStény statisticky vyznamné rozdily mezi
hodnotami aktivity AT a hladiny D-dimert ziskanych z arteridlni a venézni krve. Tento zaveér
potvrzuje hypotézu tvorby mikrotrombli v mikrocirkulaci, kterd vede k multiorganovému
selhdani u septického pacienta. Pro spravnou interpretaci aktudln€¢ probihajicich
patofyziologickych procest v organizmu je proto podstatné provadét odbér ze stejného cévniho
vstupu. V parametrech TEG signifikatni rozdily nebyly zjistény.

Hypokoagula¢ni efekt heparinu a jeho roztoku pouzivany k proplachu cévniho setu jako
prevence uzavéru hodnoceny metodou tromboelastografie je pfimo umérny jeho rezidudlni
koncentraci ve vzorku. S naristajicim objemem krve, kterd se odtdhne a znehodnoti (pfi
zpétném proplachu katétru pacientovou krvi s cilem eliminace heparinu) pfed samotnym
odbérem krevniho vzorku pro vySetfeni TEG, je koncentrace heparinu ve vzorku mensi. Ve
vzorcich odebranych po znehodnoceni vice nez 4 ml krve (pétinasobek objemu katétru) jiz
nebyly zaznamenany signifikantni rozdily ve sledovanych parametrech. Vzorek tedy jiz
neobsahoval zadny rezidudlni heparin, resp. byl pfitomen v tak malém mnozstvi, Ze neovlivnil
proces srazeni hodnoceny metodou TEG. K ziskani validnich vysledkti proto doporucujeme
pted samotnym odbérem krevniho vzorku pro vysetfeni TEG znehodnotit objem krve o objemu
petinasobku objemu katétru.

Heparindza je schopna zneutralizovat potlacujici i¢inek endogennich heparinoidii na retrakci
koagula a zpisobit d&j zcela opac¢ny. U pacientii v t€zké sepsi mlze zpusobit hyperretrakci
koagula. Tromboelastografickd kiivka hyperretrakce koagula je ale velice podobna obrazu
fibrinolyzy. Abychom se vyhnuli Spatné interpretaci vysledki TEG, je vhodnéjsi u téchto
pacientll pouzivat nativni kyvetky bez heparinazy a jako metodu eliminace heparinového

proplachu pouzit vySe popsanou metodu znehodnoceni patficného objemu krve.
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