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Diagnostika vrodenych krvdcavych porich
sekunddrnej hemostadzy: jednoduchy sprievodca
pre bezné klinické laboratoria
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Diagnostika vrodenych krvacavych poruch sekundarnej hemostazy zostava vzdy velkou vyzvou pre vaésinu klinickych laboratérii. Krva-
canie moze byt sposobené bud'ziskanymi, alebo vrodenymi pri¢inami, ktoré vedu k poruche primarnej alebo sekundarnej hemostazy.
V praxi neexistuju vSeobecne platné laboratérne postupy pre diagnostiku krvacavych poruch, preto sme vytvorili jednoduchy navod
pre rutinné klinické laboratdria. Tento pragmaticky pristup k identifikacii a diagnostike vrodenych krvacavych poruch sekundarnej
hemostazy so sebou nesie urcitu stratégiu zalozent na zhromazdovani idajov osobnej a rodinnej anamnézy a vysledkoch prvej linie
testov, na ktoru nasledne nadvazuju analyzy druhej, ale aj tretej linie, ktoré rozhodnu o zavaznosti krvacania konkrétneho fenotypu.
Casta pritomnost krvacani do hibokych truktur, skor nez mukokutannych krvacani, poukazuje na poruchu sekundarnej hemostazy. Aj
ked'pozitivna rodinnd anamnéza je ¢asta u pacientov s vrodenymi poruchami, nedostatok klinicky vyznamnych symptémov u pribuznych
pacientov méze sveddit o ziskanej poruche hemostazy. Dalsi krok v diagnostike zahffia vyhodnotenie koagulaénych testov prvej linie
(protrombinovy cas, aktivovany parcialny tromboplastinovy cas a vysetrenie fibrinogénu), ¢o ma vyznam najma v pripade negativnej
rodinnej anamnézy, pri ktorej nie je podozrenie na konkrétny nedostatok faktora. Pritomnost abnormalnych tdajov z tychto testov
a variabilna kombindcia ich vysledkov je potom uzito¢na pre vySetrenie druhou liniou testov, najma vysetrenia jednotlivych koagu-
la¢nych faktorov, ktoré potom poskytuju zaklad pre predbeznu diagnézu. Na definitivne potvrdenie diagnoézy je potrebna tretia linia
testov (imunologické testy koagula¢nych faktorov a geneticko-molekulova analyza), ktora je sustredena do Specializovanych centier.
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Diagnostics of inherited bleeding disorders of secondary hemostasis: an easy guide for routine clinical laboratories

The investigation of inherited bleeding disorders of secondary hemostasis remains a great challenge for most clinical laboratories. Bleeding can
be essentially caused by a variety of acquired or congenital conditions which impair either primary or secondary hemostasis. Since a universa-
lly agreed approach for the diagnostics of hemorrhagic disorders is still unavailable, this article aims to provide an easy guidance for routine
clinical laboratories. This pragmatic approach to identifying and diagnosing inherited bleeding disorders of secondary hemostasis entails
amultifaceted strategy based on a collection of personal and family history, the results of first-line tests which can then be followed by second-
or third-line analyses to definitely establish the specific nature and the severity of the bleeding phenotype. Briefly, the presence of profound
hemorrhages rather than mucocutaneous bleeding is suggestive of a disorder of secondary hemostasis. Although a positive family history is
frequently reported in patients with congenital conditions, the lack of clinically meaningful symptoms in patient’s relatives is not absolutely
indicative of an acquired disorder. The next step encompasses the assessment of first-line coagulation tests (i.e., prothrombin time, activated
partial thromboplastin time, and fibrinogen), if family history is not suggestive of a specific factor deficiency. The emergence of abnormal
data of these assays and the variable combination of their results is then helpful to guide the performance of second-line tests, in particular
specific factor assays which will then provide a reasonable basis for a preliminary diagnosis. Third-line tests (immunoassays coagulation factors
and genetic and molecular analysis) which is concentrated in the specialized centers is necessary for the final confirmation of the diagnosis.
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Klinicka anamnéza Aj ked vsetky vrodené poruchy zrazania krvi sa vyznacuju spolo¢nym

Hemostdza je povaZovana za komplikovany mechanizmus v organizme,  klinickym symptdmom — krvdcanim, charakter, lokalizacia a intenzita
ktorého ciefom je zabranit nadmernému krvacaniu v mieste poranenia cievy ~ krvacania sa zvycajne pri jednotlivych poruchdch hemostédzy zna¢ne
(1). Proces zastavania krvéacania zacina v mieste poskodenia endotelu, coma  1isi. V tabulke 1 s uvedené charakteristické klinické prejavy pri jed-
za nasledok spustenie procesu primarnej hemostdazy, ktory v nasledujicom  notlivych vrodenych poruchéach sekundarnej hemostazy. Deficity FVIII
kroku vedie k spusteniu aktivacie sekundarnej hemostdzy (obrazok 1). a FIX (hemofilia A a B) maju tendenciu vykazovat rézne klinické prejavy
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Obrdzok 1. Model hemostazy in vivo (Prerusovana Ciara zahffia preka-
likrefn, kalikrein a FXIl vo ,vnutornej ceste”, poukazuje, ako je tato cast
hemostatickej drdhy in vivo vyznamna.)

Vnitorna cesta

Spolofna cesta

Vonkajsia cesta

Vysvetlivky: A — aktivovany, F — faktor, Fbg - fibrinogén

inych deficitov faktorov, avsak kedze su X-viazané recesivne ochorenia,
maju vacsinovy podiel v muzskej populdcii. Zriedka u symptomatickych
Zien méze byt diagnostikovany deficit FVIII alebo FIX, ak v3ak sa tieto
deficity diagnostikuju, zvycajne tieto pacientky definujeme ako ,sym-
ptomatické nosicky” (2). Dalie vzacne krvécavé ochorenia sekundarnej
hemostdzy su vacsinou dedené autozomalne recesivne, a preto su zeny
a muzi postihnuti s rovnakou frekvenciou (3). Najtypickejsim klinickym
priznakom deficitu faktora byva pritomnost podkoznych krvacani, kr-
védcaniz nosa, Ust a u zien menoragie. Najzavaznejsie deficity FVIIl a FIX
mozu mat pritomné zivot ohrozujice krvdcanie po poraneni, traume,
menoragie, krvacania po rozsiahlych chirurgickych zdkrokoch alebo aj
po mensich invazivnych zakrokoch, ako je extrakcia zuba. Okrem tychto
klinickych prejavov sa u pacientov s tazkou formou hemofilie ¢asto
objavuju opakované sponténne krvéacania do kibov, ktoré moézu viest az
k rozvoju hemofilickej artropatie. ZniZenie tychto spontadnnych krvacanf
a rozvoja artropatie mézeme docielit adekvatnou profylaktickou lie¢bou
(1). Charakteristickymi klinickym prejavmi portch trombocytov a niek-
torych foriem vWCH st mukokutanne krvacania. Avsak, tieto prejavy su
zriedkavé u pacientov s vrodenou poruchou sekundarnej hemostazy.
DoéleZitd je podrobna rodinnd anamnéza krvacania, v tomto pripade
sU u pribuznych pritomné casté krvacavé prejavy, aviak treba mysliet
aj nato, ze nepritomnostou krvacavych prejavov v rodinnej anamnéze
nemozeme jednoznacne vylicit vrodent poruchu hemostazy, pretoze
de novo mutacie su zodpovedné az za jednu tretinu vietkych pripadov
(4). Okrem toho v diferencidlnej diagnostike by sme mali mysliet aj
na poruchy, ktoré su charakterizované pritomnostou protilatok proti
koagula¢nym faktorom (napriklad ziskand hemofilia) (5). DoleZity je aj
vek nastupu klinickych priznakov, pretoze vrodené poruchy, najma tie
najzavaznejsie (hemofilia A a B, ktord sa vyznacuje aktivitou koagulac-
ného faktora < 5 %) sa zvycajne objavuju uz pri narodenf alebo pocas
raného detstva.

Tabulka 1. Najcastejsie klinické priznaky vrodenych krvécavych porich
sekundarnej hemostazy

hematémy, krvacanie z nosa a dutiny Ustnej,

Deficit fibrinogénu L
menoragie

hematdmy, krvacanie z nosa alebo po chirurgickom

Deficit faktorovilaV -
zakroku, menoragie

hematomy, krvacanie do podkozia, z nosa, dutiny

Deficit faktora VI Ustnej, urogenitalneho traktu alebo po chirurgickom
zakroku, menoragie

Deficit faktorov VIII krvéacanie do kibov a svalov, krvacanie po poraneni,

a FIX chirurgickom zékroku alebo po extrakcii zubov

hematémy, krvdcanie z nosa a dutiny Ustnej, po

Deficit faktora X poraneni alebo chirurgickych zékrokoch, menoragie

krvacanie z nosa, po extrakcii zubov (oneskorené), po

Deficit faktora XI ;o ) , (.
poraneni, chirurgickom zakroku, menoragie

Deficit faktora Xl asymptomatické

Kombinovany deficit
FV + FVIIl

krvacanie z nosa, z dasien, po poraneni, chirurgickom
zakroku, drobné hematémy, menoragie

hematdmy, krvacanie z nosa a dutiny Ustnej, po

Deficit faktora X chirurgickych zakrokoch, menoragie

Prva linia hemokoagula¢nych testov

Pévodny model koaguldcie, ktory pozostava z vonkajsej, vnutornej
a spolo¢nej cesty, uz dlho reprezentuje spolo¢ny zaklad prvej linie testov
a bol vyvinuty na skrining pacientov s podozrenim na krvacavé ochorenia.
Tieto testy zahffaju protrombinovy ¢as (PT), aktivovany parcidlny trom-
boplastinovy ¢as (@PTT), trombinovy cas (TT) a vysetrenie fibrinogénu
(FBG) (1) PT, povodne vyvinuté Quickom v roku 1935, ktoré je zékladnym
koagulagnym testom, zaloZzenym na citratovej plazme a aktivacii vonkajsej
drahy zrézania krvi (F VII) pomocou kalciového tromboplastinu (6). Tento
test je preto vacsinou citlivy na poruchu FVII a dalsich faktorov spolo¢nej
cesty koagulécie (FX, protrombinu a FBG) (obrdzok 1). PT mo&ze byt vyja-
dreny v sekundéch alebo ako pomer medzi pacientovou a referen¢nou
plazmou v medzindrodnom normalizovanom pomere (INR), v ktorom
je pomer upraveny indexom porovnania aktiva¢nych vlastnosti trom-
boplastinu s medzindrodnym referen¢nym tromboplastinom (7). Hoci
hodnoty vyjadrenia v INR sa bezne pouzivaju na monitorovanie peroralnej
antikoagulacnej terapie antagonistom vitaminu K, vysledky INR moézu
byt spolahlivo pouzité u vysetrovanych pacientov s vrodenymi alebo
ziskanymi (ochorenia pecene) poruchami koagula¢nych faktorov (8).
Pri¢cinami predizeného PT méze byt nespravny odber a preprava vzorky,
malabsorpcia (¢o vedie k nedostatku vitaminu K), ochorenia pecene,
afibrinogenémia, diseminovand intravaskuldrna koaguldcia (DIC), inhibicia
koagula¢nych faktorov pri uzivani priamych antikoagulancii, najma liekov
inhibujucich FXa (apixaban a rivaroxaban) (9, 10). aPTT bol pévodne vy-
vinuty Langdellom et al. v roku 1953. Test je zaloZeny na rekalcifikovanej
citrdtovej plazme, do ktorej je pridany parcidlny tromboplastin spolo¢ne
s jednym z aktivatorov vnutornej cesty koaguldcie (kaolin, oxid kremicity,
kyselina eldagova) (1). Tento test je citlivy na poruchy faktorov vnutornej
cesty koagulacie (FVIII, FIX, FXI, FXII, prekalikrein) a taktieZ aj FX, protrom-
binu a FBG (obrazok 1). Podobne ako PT, m&ze byt vyjadreny v sekundéach
alebo ako pomer (7). Je zaujimavé, Ze deficit FXII je naj¢astejsou pricinou
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abnormalne predizeného aPTT (30 a2 50 % vietkych pripadov), ¢o je pova-
Yované za benigny stav. Pred?ené aPTT byva pri deficitoch faktorov FVIII,
FIX, FXI, FXII, ale aj pri nespravnom odbere a preprave, pri tazkej VWCH,
inhibitoroch koagula¢nych faktorov, DIC, lupus antikoagulans, pri liecbe
heparinom (najma s nefrakcionovanym heparinom), kumarinom, alebo
aj pri uzivani priamych peroralnych antikoagulancif (9, 10). Vysetrenie FBG
prebieha pomocou dvoch zakladnych metdd — funkeéna a imunologicka
(3). Funk¢na metéda podla Claussa bola pévodne opisana v roku 1957, je
zaloZena na zriedenej citratovej plazme (1 : 10) a premene FBG na fibrin
pridanim vysokej koncentracie (100 U/ml) trombinu. Riedenie plazmy ma
za ciel obmedzit potencialny inhibi¢ny vplyv heparinu alebo fibrin/FBG
degrada¢nych produktov vratane D-dimérov. Cas potrebny na vytvorenie
zrazeniny sa potom prenesie na kalibra¢nu krivku, z ktorej sa vypocita
konec¢na koncentracia FBG (11). Metéda podla Claussa je najviac pouziva-
nou metédou v klinickych laboratériach, pricom imunologické testy FBG
(elektroimunodifuzia alebo metdda LIA - liquid immuno assay) sa pouzi-
vaju ako sekunddarne testy pri diagnostike dysfibrinogenémie, pri ktorej
je diskrepancia vysledkov medzi koncentraciou antigénu a funk¢énou
aktivitou FBG (3, 4).

Druha a tretia linia hemokoagula¢nych testov

Abnormalita testov prvej linie méze byt pri¢inou jednej alebo via-
cerych vrodenych poruich sekunddrnej hemostédzy, avsak neumoznuje
presne charakterizovat poruchu, preto ani jednoznacne urcit sposob liec-
by. V3etky rutinné klinické laboratéria moézu lahko vykondvat testy PT, aPTT
a testy FBG (12, 13). Avsak vyznamné technologické pokroky, ku ktorym
doslo v priebehu poslednych desatroci, umoznili okrem rutinnych testov
hemostazy vykonavanie dalsich Specifickych testov, ktoré umozniuju zlep-
Sit a identifikovat danu poruchu, a tym klasifikovat zavaznost ochorenia.
Tieto testy su vacsinou zaloZené na vysetreni jednotlivych koagulacnych
faktorov. Medzinarodna spoloc¢nost pre trombdzu a hemostézu (ISTH)
uvadza klasifikaciu vrodenych poruch sekundarnej hemostazy podla
funkcnej aktivity koagulacného faktora na tazku, stredne tazku a lahku
formu. Z tohto dévodu su zavazné deficity charakterizované zvyskovou
aktivitou FlIl, FV, FVIII, FIX < 1 %; FVII, FX, FXIa FXII 5-10%, a FBG < 0,1 g.I
(14,15, 16). Hoci tato klasifikdcia méze byt uzito¢nd pre manazment liecby,
je pozoruhodné, Ze klinicky fenotyp je tiez zavisly od dalsich faktorov, ako
je vek, pricina krvacania (diéta, trauma, peceriové a oblickové funkcie),
funkcia primarnej hemostézy (funkcia a pocet krvnych dosticiek, Uroven
aktivity a VWEF), aktivita inych koagula¢nych faktorov a fibrinolytického
potencidlu (15).

Medzi dalsie testy druhej linie, ktoré sa mozu realizovat v rutinnych
klinickych laboratéridch, patria test na diferencidlnu diagnostiku medzi vro-
denym deficitom koagulacného faktora, pritomnostou inhibitorov alebo
antikoagulancif (17), testy na diagnostiku vVWCH (vWF antigén a aktivita,
napriklad ristocetinovy kofaktor, test vazby kolagénu - colagen binding
assay — CBA (1) a trombinovy ¢as (TT). TT je zaloZzeny na rekalcifikovanej
citrdtovej plazme a aktivdcii tvorby fibrinu pridanim trombinu do testo-
vanej vzorky. Tento test sa pouziva hlavne na detekciu portich FBG a na
identifikdciu kontaminovanej vzorky s inhibitorom trombinu, najma liekmi
inhibujucimi Flla, ako je napriklad dabigatran. Aj ked tento test bol pou-
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Obrdzok 2. Z3akladny algoritmus skriningu pacientov s vrodenymi poru-
chami sekundarnej hemostazy
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Vysvetlivky: APTT — aktivovany parcidlny tromboplastinovy cas, FBG - fibrinogén,
PT - protrombinovy ¢as

Zivany v minulosti ako test prvej linie, jeho vyuZzitie na skrining pacientov
s podozrenim na vrodené poruchy sekundarnej hemostazy je do znacnej
miery irelevantné, vzhladom na to, ze kombindcia testov PT, aPTT a FBG,
ktoru vacsina laboratorif vykondva, je dostatocna (18). Samozrejmostou
je, ze TT mdZe byt uZitocny ako sucast rutinnej diagnostiky na odlisenie
lie¢by heparinom a priamymi inhibitormi anti-Xa (10).

Testy tretej linie zahffaju imunologické metddy na odlisenie kvantita-
tivnych poruch od kvalitativnych porich koagula¢nych faktorov a taktiez
k nim zaradujeme aj genetické analyzy, ktorych cielom je identifikacia
specifickych mutacii v géne kédujucom prislusny koagula¢ny faktor.
Tymito testami doddvame jasny obraz o tejto skupine ochorenf (1). Za
zmienku stoji, Ze testy tretej linie nie st bezne dostupné a ¢asto su financ¢ne
narocnejsie a zéroven vyzaduju Specializované technické vybavenie
a spravnu interpretaciu vysledkov. Tato diagnostika je sustredena do
$pecializovanych centier (3).

Pragmaticky diagnosticky pristup u pacienta
s neobjasnenym krvacanim

Vzhladom na zloZitost primérnej a sekundarnej hemostazy by mala
presna diagnostika vrodenych krvécavych porich sekundarne hemostazy
zahfiat zhromazdovanie Udajov osobnej a rodinnej anamnézy, vysledky
prvej linie testov (skriningovych testov), ktoré st doplnené vysetreniami
druhej alebo aj tretej linie testov. Tieto vy3etrenia definitivne stanovia
klinicky fenotyp pacienta (4). Pristup k diagnostike pacienta s vrodenou
krvécavou poruchou sekundarnej hemostazy mozno navrhnut niekolkymi
praktickymi odporucaniami, ktoré st uvedené na obrdzku 2. Pri poruchach
sekundarnej hemostazy je pritomny castejsi vyskyt hematémov do hibo-
kych Struktur (tabulka 1) ako mukokutannych krvacani, aj ked vytvorenie
hranice medzi poruchami primdarnej a sekundarnej hemostazy byva ¢asto
tazko stanovitelné (12). Pri podozreni na poruchu primdrnej hemostazy
(porucha funkcie alebo poctu trombocytov) je délezité doplnit Specifické
testy na VWCH (antigén a aktivita VWF), aby sa vylucila alebo potvrdila bud
pritomnost vVWCH, alebo inych portch trombocytov (19, 20). Ako uz bolo



spomenuté, pozitivna rodinna anamnéza krvacavého ochorenia je délezita
pre pritomnost vrodeného stavu. Aviak, nedostatok klinicky vyznamnych
symptémov u pribuznych pacienta nie vzdy svedci o ziskanej poruche (az
30 % deficitov koagula¢nych faktorov sa javi ako de novo). Ak bol nastup
prvych klinickych prejavov pri narodeni alebo v ranom detstve, zvdcsa
ide o vrodené poruchy oproti ziskanym porucham, ktoré mézu vzniknut
pocas celého zivota (DIC, ziskand hemofilia, inhibitory na iné koagula¢né
faktory, ochorenia pecene, antikoagulacna terapia) (1).

Zaver

Pritomnost krvdcani do hlbokych struktdr poukazuje na poruchu
sekunddrnej hemostéazy. U pacientov s vrodenymi poruchami je ¢asta
pozitivna rodinnd anamnéza, nedostatok klinicky vyznamnych sympto-
mov u pribuznych pacientov méze svedcit o ziskanej poruche hemostézy.
Doélezité v ramci diagnostiky krvacavych poruch sekundérnej hemostazy
je okrem vyhodnotenia koagulagnych testov prvej linie aj vysetrenie
testov druhej linie, najma vysetreni jednotlivych koagula¢nych faktorov,
ktoré ndm poskytuju zéklad pre predbeznu diagndzu. Na definitivne
stanovenie diagndzy je nutné doplnit aj testy tretej linie (imunologické
testy koagula¢nych faktorov a geneticko-molekulova analyza), ktoré
ndm potvrdzuju kone¢nu diagnodzu, pripadne konkrétny deficit faktora
(kvantitativne alebo funk¢né).
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