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aspartataminotransferdza
clotting time, Cas srazeni
clot formation time, ¢as tvorby koagula
cerstvd mrazena plazma
diseminovand intravaskuldrni koagulace
aktivovany (obsahuje aktivator vnéjsi cesty) typ rotacni tromboelastometrie
vySetieni funkéniho fibrinogenu pomoci rota¢ni tromboelastometrie
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kinetics, rychlost vzniku koagula
lyza koagula (lysis index)
maximalni amplituda
maximum clot firmness
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prothrombin complex concentrate, koncentrat protrombinového komplexu
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1. Uvod

Viskoelastické metody tromboelastografie (TEG) a rotacni tromboelastometrie (ROTEM) jsou
hemokoagulacni metody, které mefi mechanické vlastnosti koagula (viskoelastické vlastnosti
trombu) v pribchu jeho tvorby, stabilizace a lyzy. Na rozdil od béznych hemokoagulacnich
testl, jako jsou protrombinovy ¢as (PT) ¢i aktivovany parcidlni tromboplastinovy ¢as (APTT),
které vySetfuji srdzeni krevni plazmy (centrifugovanim trombocytd, erytrocytd atd.), pro
vySetieni TEG/ROTEM se pouZiva plnd krev.

Metoda tromboelastografie byla poprvé zminéna jejim vyndlezcem némeckym hematologem
profesorem Helmutem Hartertem (1918-1993) v roce 1948 [1], ktery ¢ast studii absolvoval
iv Praze (obrazek 1). Touto metodou bylo poprvé v historii mozné kvantitativné odliSit
jednotlivé faze krevniho srdZeni. Vyhodou testi TEG/ROTEM je moZnost vysetfovat sraZeni
krve ihned po odbéru krve pfimo u luzka pacienta (point of care, POC), tudiZ jsou oznacovany
i jako ,bedside* testy. Na pfistrojich TEG/ROTEM je mozné nastavit libovolnou teplotu
meéfeni, coZ umoziuje méfit sraZzeni krve pii pacientové teploté, napt. pti 32°C . Toho Ize vyuzit
pfi zjiStovani vlivu hypotermické koagulopatie u krvéacejictho hypotermického pacienta
(porovnanim vysledkd vySetieni ziskanych z méfeni pii 32°C a 37°C). K vySetfeni se pouziva
minimalni mnoZstvi krve: 0,3 ml pro zdkladni vysetteni ROTEM a 0,36 ml pro zakladni
vySetieni TEG. Nejcennéjsi vyhodou TEG/ROTEM je rychld dostupnost vysledkti. Zakladni
prehled o koagula¢nim profilu ziskdme do cca 10 minut od zacatku méfeni, cehoZ se vyuziva u
krvacejiciho pacienta. V takovém piipadé vySetfovani srdzeni krve pomoci standardnich
hemokoagulacnich testit PT/APTT nelze prakticky vyuzit, jelikoz dostupnost téchto vysledk je

az za cca 45 minut, kdy jiZ muze byt situace u krvécejiciho pacienta zcela jina.

Obrazek 1. Profesor Helmut Hartert (1918-1993). Ocenéni
Poiseuille zlat¢ medaile na 5. mezindrodnim kongresu
bioreologie v roce 1983 Baden-Baden (Némecko).




Od roku 1948 az do roku 1996 byl nizev tromboelastografie pouZivan obecné. Nicméné v roce
1996 se stal registrovanou ochrannou znamkou firmy Hemoscope Corporation (Niles, IL, USA)
a od té doby ndzev tromboelastografie (TEG) znaci, Ze vySetfeni bylo provddéno na piistroji od
firmy Hemoscope. Podobné firma Pentapharm GmbH (Mnichov, Némecko) modifikovala jak
piistroj, tak 1 nazev na rotacni tromboelastometrii (ROTEM). V roce 2010 byla metoda
ROTEM schvdlena pro klinické pouZziti americkou FDA (Food and Drug Administration,
www.fda.gov).

Oba pfistroje TEG (obriazek 2) a ROTEM (obrdzek 3) vyuZivaji podobny princip méteni

mechanickych vlastnosti koagula.

Obrazek 2. Tromboelastograf (TEG)

Obrazek 3. Rotac¢ni tromboelastometr (ROTEM)



1.1. Princip TEG

Zéakladem pftistroje je kyveta obsahujici vzorek krve o definovaném objemu (0,36 ml). Do
vzorku je ponofen méfici trn zavéSeny na torznim draté. Pohonnd jednotka vykondva oscilacni
rotacni pohyb kyvety se vzorkem s thlovou amplitudou 4°45°. Kazd4 rotace trvda 10 sekund
a mezi jednotlivymi rotacemi je jednosekundova pauza. Pohyb trnu, ktery visi na torznim drétu
a je volné ponotfeny v krvi, je monitorovan (obrazek 4). Jakmile se zacnou vytvaiet prvni
fibrinova vldkna, zaCne se pohyb kyvety pfendset na méfici trn (tahd ho za sebou). S nartistem
fibrinové sité, za kterou odpovidd sila a rychlost interakce fibrinu a trombocyt,, se méni
amplituda vykyvu trnu a jeho zpoZdéni za pohonnou jednotkou. Mechanicko-elektrickym
pfevodnikem jsou zmény pohybu trnu pfeménény na elektricky signdl: elektromagneticky
snimac registruje zmény elektromagnetického pole vyvolané pohybem torzniho dratu, na némz
je zavéSen méfici trn. Vysledkem je graficky zdznam zmén smykového napéti (elasticity)
v redlném cCase v podobé tromboelastografické kiivky. Bé&hem fibrinolyzy dochazi
k rozpousténi trombu a vazeb mezi fibrinem a trombocyty, a tim se sniZuje i velikost pohybu
trnu. Fibrinolyzu je ale potieba odliSit od retrakce koagula, kdy dochédzi k odtrzeni fibrinovych
vldken od stény kyvety, coz je pak pfistrojem detekovano jako fibrinolyza. Popsanym

.....

koagula (fibrin - trombocytovou interakci) a kone¢nou lyzu koagula.

-
r Trn
Kyveta 0,36 ml pIné krve
fv -
(157,
Obrazek 4. Princip TEG



1.2. Princip ROTEM

Princip ROTEM je podobny TEG, ale kyveta o definovaném objemu 0,3 ml je staticka
a oscilacni rotacni pohyb vykondva trn (obrdzek 5). Trn je pevné fixovéan, aby se zabrénilo
vlivu otfesii z okoli piistroje. To umoziiuje provadét vySetfeni i v pribéhu transportu piistroje
(na rozdil od TEG, kde je trn volné visici a velice citlivy k jakémukoli otiesu z okoli). Jakmile
se zaCnou vytvaret v kyveté fibrinova vldkna, dochazi k brzdéni pohybu trnu (zvySuje se odpor
proti fibrinovym vldkniim) a tyto zmény pohybu - amplitudy jsou pfes opticky systém
(zrcadélko na trnu odrdzi opticky paprsek pod zménénym uhlem) transformovdny do
elektrického signélu. Vysledkem je pak opét vznik tromboelastografické kiivky, ktera je téméf
identickd s kiivkou TEG.

Pohyb
4,75°

Cl|2

—tm

Fibrinova

e — Kyveta

Obrazek 5. Princip ROTEM

1.3. Parametry TEG

TEG ktivka ma charakteristicky tvar a je definovana péti zdkladnimi parametry (obrazek 6)
(nejCasteji se pouziva aktivace kaolinem, ktery aktivuje vnitini cestu srazeni):

R - reakéni ¢as — doba od zahdjeni méteni do okamziku tvorby zjistitelného koagula
(amplituda 2 mm). Tento interval pfedstavuje pocatecni formovéni fibrinu a odrazi pfitomnost
koagulac¢nich faktorti a jejich inhibitord. ProdluZuje se pfi deficitu koagulac¢nich faktorti nebo

.....

fazi sraZeni.



K - ¢as od R do doby dosazeni amplitudy 20 mm. Proto je K ukazatelem rychlosti
tvorby silného koagula. Zkracuje se pii zvySené hladin€ fibrinogenu a vyS$Sim poctu
trombocytt, prodluzuje se antikoagulacni 1é¢bou nebo deficitem téchto faktort.

Uhel o (alfa) — je dany odklonem TEG kiivky od horizontdlni linie v &ase R. Podobné
jako K informuje o rychlosti tvorby koagula. V piipadé hypokoagula¢niho stavu, kdy

Vv s

K. Piedstavuje propagacni fazi srazeni.

MA — maximalni amplituda (mm) — je nejvyssi odchylka TEG kfivky, odrdzi absolutni
pevnost koagula, kterd zavisi na interakci desticek a fibrinu vazbou na receptory IIb/Illa.

TMA - cas do dosaZeni maximdlni amplitudy.

G - parametr momentalni sily koagula (shear elastic modulus strength nebo SEMS), je

meéfen v dynech na centimetr ¢tverecni. Je vypocten z MA ndsledujicim postupem:
G = 5000 MA/(100 — MA). Amplituda o velikosti 50 mm (normdlni hodnota plné krve)
koresponduje se SEMS 5000 dyne/cm?. ZvySeni MA z 50 na 67 mm je ekvivalentem
dvojndsobného zvySeni SEMS. Proto je tento parametr citlivéj$i na malé zmény sily koagula
nebo rozpadu koagula v porovnani s MA, kterd je méfend v mm.

Koagulacni index (CI) - parametr, ktery popisuje celkovy koagula¢ni stav pacienta, je
odvozen od predeslych parametrti R, K, MA a sihlu a v nativni plné krvi. Normdlni hodnoty
se pohybuji v rozmezi od -3,0do + 3,0. Pozitivni hodnoty (CI > 3) poukazuji na
hyperkoagulacni stav, negativni hodnoty (CI < -3) poukazuji na hypokoagula¢ni stav.

Parametry LY30 a LY60 méii procento lyzy koagula 30 a 60 minut po dosazeni

hodnoty maximdlni amplitudy. KdyZ jsou hodnoty téchto parametri vysoké, svédci to

o zvySené fibrinolytické aktivité.

14. Parametry ROTEM

Podle aktivacni reagencie se pouZzivaji testy EXTEM, INTEM, NATEM, FIBTEM - viz niZe.
Popisujeme a hodnotime nésledujici parametry (obrazek 6):

CT - clotting time — Cas pocateniho srdzeni, ktery predstavuje Cas od iniciace vySetfeni
Jeho prodlouzend hodnota svéd¢i predevSim o deficitu srdzecich faktorti nebo o inhibici

srdZeni heparinovymi substancemi v zdvislosti na pouzitém testu (viz nizZe).



CFT - clot formation time - je doba od CT do amplitudy 20 mm a ptedstavuje spolu
s tihlem o (thel te¢ny mezi CT a kiivkou) rychlost formovani koagula, je odrazem propagacni
faze srazeni. Tyto parametry jsou patologicky hypokoagulacni (maly @hel a a dlouhy CFT) pii
poruse desti¢ek nebo fibrinogenu a k diferencidlni diagnostice je nutné provést vysetieni
funkéniho fibrinogenu (viz nize).

MCF - maximum clot firmness — ptedstavuje maximdlni silu koagula a je vysledkem
interakce fibrinogenu, trombocytii a koagulaéniho faktoru XIII. Iv pfipad€ nizké hodnoty
MCF je k diagnostice nutné vySetfit hladinu funk&niho fibrinogenu.

A5, A10 - amplituda 5 a 10 minut od CT - ptedstavuje silu koagula 5 a 10 minut od
CT. Protoze koreluje s MCF, je mozné se ji fidit jeSt¢ pred dosaZzenim MCF (v naléhavych
ptipadech nahrazuje MCF), a tak rychleji terapeuticky zasdhnout.

LI 30, LI 60, ML - lysis index 30 a 60 minut od CT, ML (maximdlni lyza) —
pfedstavuji parametry fibrinolyzy, tj. procento 1yzy koagula z hodnoty MCF a vypovidaji

o stabilit€ koagula.

¢as srazeni

-«
@\ sila koagula
49\ stabilita koagula
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¢ -—rl @ kinetika srazeni
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+—— tvorba koagula =|= fibrinolyza >
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Obrazek 6. Parametry TEG/ROTEM
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Parametry TEG a ROTEM a normalni hodnoty nejcastéji pouzivanych testu -

(TEG aktivovan kaolinem - aktivuje vnitini cestu sraZzeni, ROTEM aktivovan tkanovym
faktorem, ktery aktivuje vnéjsi cestu - EXTEM).

TEG a 38 — 79 s pro EXTEM;

K (kinetics), CFT (clot formation time), thel o — pfedstavuji propagacni fazi srdZeni, normalni
hodnoty pro K jsou 1 —4 min a pro CFT 34-159 s, normdlni hodnoty pro thel a TEG jsou
50-70° a pro EXTEM 63- 83%;

MA (maximélni amplituda), MCF (maximum clot firmness) — ptfedstavuji maximdlni pevnost -
silu koagula, normalni hodnota pro TEG je 50-70 mm a pro EXTEM je 50-72 mm;

LY a ML - parametry fibrinolyzy (procento lyzy z MA/MCF), normdlni hodnota je lyza
koagula v 30. minut€¢ < 8 % a v 60. minuté < 15 % pro TEG a < 6 % v 30. minuté¢ a < 15 %
v 60. minuté¢ pro ROTEM.

1.5. Typy vySetifeni ROTEM a jejich obecna interpretace

V zésadé¢ se pro vySetieni ROTEM pouZivd nesrdZlivd krev antikoagulovana citratem
a k aktivaci vzorku se pfiddva kalcium (vySetfeni je vhodné provést do 2 hodin od odbéru,
jelikoZz v tomto Casovém okné je vzorek nejstabilnéjsi). Pokud by se do vzorku neptiddvala
dalsi aktivacni reagencie, ziskali bychom globdlni hemokoagula¢ni profil nativni krve,
tzv. NATEM. Tento test v§ak neni rutinné pouZivén, jelikoZ €as do iniciace srdZeni je relativné
dlouhy (cca 10 - 15 minut) a v 16&bé Zivot ohrozujiciho krvaceni (ZOK) je z &asového ditvodu
nevyhovujici. Nicmén¢ je nejcitlivéjsi a dokdaZe detekovat i jemné koagulopatie, coZ bude
blize komentovdno v dalSim textu. Ve snaze ziskat vysledky koagulace co nejrychleji,
predeviim v piipadé ZOK, piiddvaji se do krevniho vzorku aktivaéni reagencie. K iniciaci
srdZzeni pak dochdzi jiz do 80 s — 240 s (dle typu testu) a do 10 minut ziskdme zdkladni
informace o koagulacnim profilu, coz ndm umoZznuje zéhy terapeuticky intervenovat.

Vs oz

K vySetfeni vnitini cesty se pouziva test INTEM (obsahuje aktivator vnitini cesty - ellagova

e 74

deficitu faktorti vnitini cesty (napt. hemofilie) nebo v diisledku piisobeni heparinu. Jelikoz je

tento test citlivy k uc¢inku vysokych davek heparinu, spolu s testem HEPTEM (obsahuje
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heparindzu k neutralizaci heparinu) se pouZivd piedev§Sim v kardiochirurgii k monitorovani
ucinku heparinu.

K vySetfeni vnéjsi cesty srazeni se pouziva test EXTEM (obsahuje aktivator vné&jsi cesty -
tromboplastin, obsahuje také inhibitor heparinu, a proto neni ovlivnén heparinem). Tento test je

Vv s [ 4

zakladnim testem, ponévadZz v organizmu hraje vnéjsi cesta aktivace srdzeni (dle bunécného
modelu hemostdzy) hlavni roli. Parametr CT byva prodlouZen v piipadé deficitu faktordt vné&jsi
cesty. Parametry CFT, tihel @ a MCF jsou ovlivnény jak po¢tem trombocytt, tak i hladinou
fibrinogenu. Proto pfi hypokoagulacnich hodnotach CFT (prodlouzena hodnota), #thlu a (nizka
hodnota) a MCF (nizkd hodnota) je nutné odliSit, zda se jednd o deficit fibrinogenu nebo
o poruchu/deficit trombocytl. K tomu pouZivime dalS$i typ testu na vySetieni funkcniho
fibrinogenu - FIBTEM (obsahuje ireverzibilni blokitor trombocyti - cytochalasin D)
a posuzuje se jeho MCF. V piipadé¢ nizké hladiny fibrinogenu je primarné nutnd jeho
substituce do normy. V pfipadé normdlnich hodnot fibrinogenu je ale potfeba substituovat
trombocyty.

Pokud je na EXTEM patrna fibrinolyza (vysoké procento LI30 a LI60), k jejimu potvrzeni se
pouzivdi APTEM /T -APTEM (obsahuje antifibrinolytikum aprotinin/tranexamova kyselina).
Jednd se o pfipady, kdy obraz fibrinolyzy mulze byt zplsoben retrakci koagula pii
hyperkoagulacnich stavech (dochdzi k utrZeni fibrinovych vldken od stény kyvety a pfistroj to
detekuje jako fibrinolyzu) a tyto stavy je nutné odliSit. Porovndvaji se kiivky EXTEM versus
APTEM/T -APTEM. Pokud se fibrinolyticka kiivka upravi, jednd se o fibrinolyzu (poddvame

pacientovi antifibrinolytika) a pokud ne, jedna se o retrakci koagula.

1.6. Limity TEG/ROTEM

Na rozdil od situace in vivo, kyveta neobsahuje endotel a postrdda stiizné sily vznikajici
proudem krve pifi povrchu endotelu. Proto tyto testy nejsou citlivé na poruchu primérni
hemostdzy, kde vysledkem je vznik destickového trombu (napf. von Willenbrandova nemoc,
Bernard-Soulieriv syndrom, Glanzmannova trombasténie, Hefmanského-Pudldktiv syndrom),
a neni citlivd ani na vliv antiagregancii v primdrni hemostdze (procesy adheze a agregace).
V soucasnosti je jiz vSak k dispozici ROTEM platelet — analyzétor funkce krevnich desticek
na principu impedancni agregometrie. K vysSetieni se pouzivaji specidlni kyvety, které slouzi

k métfeni agregace krevnich desticek na povrchu, po aktivaci béznymi induktory desti¢ek
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(kyselina arachidonovd, ADP, TRAP). Pouziti riznych aktivitori agregace umoZiiuje nejen
detekovat celkovy stav primdrni hemostdzy, ale také rozliSit, ktery mechanismus aktivace
desticek je pfipadné¢ zablokovédn, a selektivné tak vyhodnotit ucinek jednotlivych typi
antiagregancii. Pfistroj ROTEM platelet se implementuje jako pifidavny modul
k tromboelastometru ROTEM delta.

Prestoze ob& metodiky (pfistroje) jsou si velice podobné, nelze vysledky obou vySetfeni
srovnavat a nelze vysledky TEG alternovat s vysledky ROTEM a obracené¢ [2-4]. PfiCinou je
pouzivani jinych aktivacnich reagencii, lidsky faktor (ROTEM ma automatické pipetovani
a TEG manudlni) a odliSné technické parametry. Je doporucovano pouZivat k monitoraci
hemokoagulace u jednoho pacienta jeden typ pfistroje a do budoucna je nutné pracovat na

standardizaci metodologie.
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2. Cile a popis rozclenéni prace

Cilem této habilitacni prace bylo piinést vice svétla do problematiky vysetfovani srazeni krve

pomoci metody TEG a ROTEM u pacientd na jednotce intenzivni péce (JIP). Samotny

komentért je roz¢lenén do Sesti Casti dle problematiky.

L.

IL

I1I.

IV.

VL

Prvni ¢ast se vénuje problematice metodologie, jelikoz doposud trvd diskuse, kterd
metodika je presnéjsi (TEG/ROTEM) a jak docilit toho, aby bylo mozné srovnévat
vysledky vySetieni riiznych pracovist'.

Dalsi ¢ast je vénovand vyuziti TEG a ROTEM v oblasti Zivot ohroZujiciho krvaceni
(ZOK). Zde jsou prezentovany algoritmy, jak poskytovat cilenou 1é&bu koagulopatie
u pacienta s ZOK a jak postupovat v diagnostice a terapii ZOK za pomoci obou
metod.

Tteti oblasti je problematika sepse, kdy pii vySetieni srdZeni krve nalézdme neshody
mezi standardnimi testy PT/APTT a pacientovym klinickym stavem. U téchto pacientii

vidime patologicky prodlouzené hodnoty PT/APTT navzdory pfitomnosti

N<

multiorgdnové dysfunkce, kterd je spojena s hyperkoagulaénim stavem. Zda se, Ze
tromboelastografie 1épe odpovidd pacientovu stavu, jelikoZ ve vétSing pripadd svédéi
o hyperkoagula¢nim stavu i pfi prodlouzenych hodnotach PT/APTT.

Diseminovana intravaskularni koagulace (DIK) je stav, ktery je nesmirné téZko
monitorovany jenom za pomoci standardnich laboratornich testti. Zd4 se, Ze metoda
rotaéni tromboelastometrie mlze byt ndpomocnd v terapii DIK u pacientek na
gynekologicko-porodnickém JIP.

ROTEM muZe byt pouzivian dsp&$né nejenom v 1é&b& ZOK, ale i pii hodnoceni
hemokoagula¢niho profilu pred invazivnim vykonem ¢i chirurgickou operaci.
Rutinni vySetfovani srdZeni plné krve pomoci ROTEM vede k znacnému sniZeni
aplikaci mrazené krevni plazmy pacientim na JIP (adopce nového paradigmatu

YV 2

v hodnoceni hemokoagulace plné krve-bunééného modelu hemostazy).
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3. Problematika metodologie

Metoda tromboelastografie je pouzivand od roku 1948. Nicméné az do doby rozvoje pocitacové
technologie byla pouzivand pouze v laboratofi a jeji vyuziti se velmi pravdépodobné
nerozsifilo déle proto, Ze vysledky byly zpracovdvidny manudlné a jejich hodnoceni bylo
slozité. Po nastupu pocitacové éry byly sestrojeny 2 pfistroje - TEG a ROTEM, které jiz byly
propojeny s pocitaem a samotné vySetfeni a vyhodnocovéni vysledkli bylo automatizovano.
Price se timto zplsobem znacné zjednoduSila a bylo mozné vyuZivat tromboelastografii
i u luzka pacienta jako tzv. ,,bedside” metodu. To bylo druhym hlavnim diivodem pro renesanci
této metody. Nicméné zlstaly nedofeSené problémy metodologie tromboelastografie.
TEG/ROTEM je moZné vysetfovat nativné¢ (bez piidani aktivatorii), ale prvni vysledky jsou
k dispozici az za cca 10-15 minut, coZ nevyhovuje situacim u kriticky krvacejiciho pacienta.
Proto se zacaly pouZivat aktiva¢ni reagencie jako kaolin, celit, tkdniovy faktor (TEG) a ellagova
kyselina ¢i tromboplastin (ROTEM). Tim se vyieSil problém tykajici se rychlosti dostupnosti
vysledku, jelikoZ po pfidani aktiviatoru jsou prvni vysledky k dispozici do 80 sekund
(ROTEM-EXTEM) a zékladni ptehled o hemokoagula¢nim profilu ziskdme cca za 10 minut
od zacatku vySetteni.

Problémem ale naddle ztistalo uskladnéni a transport vzorku na misto, kde se pfistroj nachazi
(vedlejsi operacni sal, hematologicka laboratot atd.). Proto se zacaly krevni vzorky odebirat do
zkumavek s obsahem citratu, coZ umoziuje analyzu vzorku do 2 hodin od odbéru (ROTEM).

To byl dalsi dspésny krok v procesu standardizace preanalytické faze vySetieni.
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3.1.
Prvni prezentovana prace se tyka metodologie TEG a ma nazev ,Arferiovenous
differences of hematological and coagulation parameters in patients with sepsis‘.
V této praci jsme zkoumali, zda je rozdil ve srdzeni arteridlni a vendzni krve u septickych
pacientli na JIP. Ne&ktefi autofi popisuji rozdily ve srdZeni krve metodou TEG mezi arteridlni
a vendzni krvi [5], jini autofi popisuji rozdily v hladin¢ fibrinogenu a TAT (trombin-
antitrombin komplexy), ale i dal$ich parametrech [6-8].
U 44 pacienti s tézkou sepsi jsme porovnavali srazeni Zilni krve ziskané z centrdlniho Zilniho
katétru zavedeného cestou via vena subclavia a z arteridlniho katétru zavedeného via arteria
radialis. K proplachu cévnich setli jsme pouZivali heparin, a proto jsme k vylouceni vlivu
heparinového proplachu pouZzivali kyvety s heparindzou. K aktivaci vzorku byl pouzit kaolin
a vzorek byl vySetfen do 4 minut od odbéru (bez citratové antikoagulace). V naSem piipadé
jsme nenasli Zddné rozdily v parametrech TEG mezi arteridlni a vendzni krvi, ale zjistili jsme
statisticky vyznamny rozdil v hlading antitrombinu a D-dimert.
Zaveérem jsme konstatovali, Ze pro TEG vysSetieni krve je mozné pouzivat jak arteridlni, tak
i vendzni krev, ale ke sledovani dynamiky zmén (opakované vysetfovani) doporucujeme misto

odbéru nezaménovat.

16



3.2
DalSi prace nese nazev ,Heparinase-modified thromboelastometry can result in
a fibrinolytic pattern‘ a popisujeme v ni riziko spojené s pouzivanim heparinazovych
kyvet.
Arteridlni a vendzni sety jsou k udrZeni prichodnosti katétru proplachovany heparinovym
roztokem (4 IU heparinu/ml, 3ml/hod). K eliminaci vlivu heparinu na srdZeni krve je
doporu¢eno pouzivat kyvety s heparindzovym povrchem. Opakované jsme ale ve vzorku
vySetfeném v kyveté s heparindzou nasli obraz suspektni fibrinolyzy, ktery se ale odliSoval od

pravé fibrinolyzy vyvolané pfidanim fibrinolytika in vitro (streptaza) (obrazek 7).
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Obrazek 7

Makroskopicky nélez koagula odtrzeného od stény kyvety svéd¢i o retrakcei koagula, v kyveté
se streptizou koagulum nebylo pfitomné (tekutd krev). Podobny fenomén fibrinolyzy
v heparindzové kyveté byl nezdvisle na naSem pozorovani popsan asi o Ctyii mésice pozd¢ji
autory Moreland a spol. [9] .

Zavérem této prace je, Ze pokud je to mozné, je 1épe vyhnout se pouZivdni heparinizovych
kyvet za ucelem eliminace efektu heparinového proplachu, anebo vysledky hodnotit obezietné.
Alternativou je pouzit jiny zpiasob eliminace heparinu ze setu napf. odtdhnutim
a znehodnocenim dostatecného objemu krve pied samotnym odbérem krevniho vzorku pro

vySetteni TEG. To bylo také nasim dalSim ukolem.
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3.3.

Prace s nazvem ,,Discard volume necessary for elimination of heparin flush effect on
thromboelastography*.

V této praci jsme si dali za dkol najit alternativni zptsob eliminace heparinového proplachu
v arteridlnich setech, tj. jiny neZ pouZivani heparindzovych kyvet, které jsou dulezité
v diagnostice pfitomnosti endogennich heparinoidd €i jinych heparint. Zjistovali jsme, jaky
minimdlni objem krve je nutné odtdhnout z arteridlniho setu pied samotnym odbérem krevniho
vzorku pro vysetteni TEG. Jinymi slovy, zjisStovali jsme, jaké mnoZstvi krve je nutné odtadhnout
k dostatecné eliminaci heparinu z arteridlniho setu.

Provadéli jsme TEG vySetifeni postupné po piedeslém odtihnuti 1, 2,3, 4, 5 a 10 ml krve.
Zjistili jsme, Ze po odtahnuti 4 ml krve, tj. pétindsobku objemu arteridlniho setu, jiZ neni patrny

efekt heparinu na parametry TEG (obrazek 8).
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Obrazek 8 : TEG kiivky ziskané po odtdhnuti 1 — 10 ml krve. Ktivky byly rekonstruovany
pouzitim prumérnych hodnot R, a dhlu, MA a TMA od 10 pacienti.

Zaveérem jsme tak mohli konstatovat, Ze jako alternativni zpiisob eliminace heparinového efektu
lze misto heparindzovych kyvet pouzit metodu eliminace pomoci odtdhnuti dostatecného

objemu krve, tj. pétindsobku mrtvého prostoru arteridlniho setu.
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34.

Prace s nazvem ,,Hypocoagulation state in severe systematic inflammatory response
syndrome/sepsis is consistent with endogenous heparinoid effect as detected by
thromboelastography*.

Popisujeme v ni piipad pacienta po chirurgické cystektomii, u kterého se perioperacni priitbch
zkomplikoval vznikem infarktu myokardu. V takovém ptipadé by pacient mél byt
antikoagulovéan kvtli infarktu, na druhé strané¢ vSak antikoagulace po rozsdhlém opera¢nim
vykonu neni Zddouci. Po odtdhnuti dostatecného objemu krve pied samotnym odbérem
krevniho vzorku pro vySetieni TEG (postup dle vysledku nas$i vySe zminéné prace €. 3) jsme
odebrali krevni vzorek pro vySetfeni TEG. Na zaklad¢ vysledku jsme vyslovili podezieni na
vliv endogennich heparinoidii (obrazek 9), jejichZ pfitomnost je €asto popisovand piedevsim
v souvislosti s operaci jater [10] a jejichz ucinek je v ptipad¢ krvaceni mozné antagonizovat
adekvétni davkou protamin sulfatu [11] (obrdzek 9). Pokud ale dojde k predavkovani
protaminem, efekt je hypokoagulaéni [12] (obrazek 9). V nasem piipad¢ pacient nekrvacel
a na zdkladé¢ vysledku TEG jsme nemuseli Zddnym zpiisobem zasahovat do bezprostfedni

pooperacni péce.

10 millimeters %

Obrazek 9 1- nativni TEG (kaolin a bez heparindzy), 2 - heparindizovy TEG (kaolin
a kyveta s heparinidzou), 3 - nativni TEG po ptidani 0,5 U protamin sulfatu, 4 - nativni TEG
po piidani 20 U protamin sulfatu

Zavérem chceme upozornit, Ze pomoci TEG vySetfeni je mozZné zachytit piitomnost
endogennich heparinoidii, které mohou ohrozit pacienta v pooperacnim obdobi zvySenym
krvacenim. Adekvatnost uvaZzované terapie lze ovéfit in vitro pred samotnym podanim 1éku

pacientovi.
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3.5.

Prace s nazvem ,,Kaolin activated thromboelastography can result in false positive
fibrinolytic trace*.

V této praci poukazujeme na limity aktivovanych metod, konkrétné zde pti aktivaci kaolinem.
Na jedné strané tyto metody urychluji dostupnost vysledku TEG, mohou ale také tyto vysledky
zkreslovat. Prezentujeme piipad, kde kaolinem aktivovany vzorek poukazuje na ptitomnost
fibrinolyzy a nativni vzorek tento obraz postradd (obrazek 10). Jelikoz hladina D-dimerti byla
nizka (94 ng/ml), nativni vzorek 1épe koreloval s laboratorni hodnotou i s klinickym stavem
pacienta (pacient nejevil zndmky krvdceni). Tento fenomén vysvétlujeme tim, Ze kaolin ma
komplexni efekt na trombocyty a muze je aktivovat [13]. Hyperfunkce trombocytil je spojena

se vznikem hyperretrakce koagula [14].

Obrazek 10. TEG kiivka kaolinem aktivovaného vzorku (Cernd) a nativniho vzorku bez

pfidani kaolinu (Sedd)
Zavérem je, ze nativni metoda TEG se oproti kaolinem aktivované metod¢ jevi jako

hodnovérnéjsi a 1épe koreluje s klinickym stavem pacienta. Vysledky kaolinem aktivovaného

TEG musime proto hodnotit obezfetn¢.
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3.6.

V dalSi praci s nazvem ,,Time impact on non-activated and kaolin-activated blood samples
in thromboelastography‘“ jsme zjist'ovali, zda je mozné vyuzit ¢as k aktivaci citratového
vzorku, jelikoZ jsme v predeSlé praci poukazali na nevyhody kaolinu. Cilem bylo zjistit,
zda je mozné nahradit aktivovani vzorku kaolinem prostym ¢ekdnim po urcitou dobu (inkubace
vzorku citrdtové krve po urcitou dobu pii pokojové teploté pred samotnym vySetienim). Mnoho
autorti popisuje fenomén autoaktivace citraitového vzorku a shoduji se na tom, Ze citritovy
vzorek krve je nestabilni v Case a s plynoucim Casem dochézi k hyperkoagula¢nimu trendu
[15-19]. PriCina tohoto jevu neni jasnd. Jedna z teorii tvrdi, Ze citrdt neni schopen uplné
zabranit aktivaci srdZeni krve. VétSina autorti proto doporucuje ponechat citratovy vzorek pii
pokojové teplot¢ minimaln¢ 30 minut a pak iniciovat vySetfeni (bud’ nativni, nebo aktivované
kaolinem). Zadny z autorti ale nesledoval vliv ¢asu na vzorek po 0., 15. a30. minuté
a neporovndval rozdily mezi nativnim a aktivovanym vzorkem (aktivace kaolinem) v téchto
casovych bodech. V nasi studii jsme dospéli k zavéru, Zze casem dochdzi k aktivaci vzorki
obou skupin (nativnich i aktivovanych), nicméné po 15. minut¢ jiz nejsou rozdily v Case mezi
15. a 30. minutou statisticky signifikantni (p > 0,05) (obrazek 11 a 12).

V dal§im kroku jsme porovnali hodnoty obou skupin (nativnich a kaolinem aktivovanych
vzorkll) a po 15. minuté¢ jsme jiz statisticky signifikantni rozdily mezi parametry TEG
nezaznamenali (obrazek 13).

Zaveérem tedy muzeme shrnout, Ze citratové krevni vzorky nativni ¢i kaolinem aktivované jsou
nestabilni v ¢ase, nicmén¢ jiZz po 15 minutdch dochédzi k jejich stabilizaci. Pokud se nejednd o
urgentni situaci, je vhodnéjSi pouZzit nativni metodu (bez kaolinu) a vyuZzit tento fenomén

,-aktivace Casem‘ u citrdtového vzorku a vySetfeni provést za 15-30 minut od odbéru.
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stupné (°)

Obrazek 11. Rozdily v parametrech ve skupiné vzorkl nativni citratové krve (CN) po 0, 15,
30 minutich. Malé znacky signalizuji signifikantni rozdily achybové usecky predstavuji
smérodatnou odchylku. * znaci signifikantni rozdily mezi CN 0 min vs. CN 15 min a mezi CN
0 min. vs. CN 30 min, p < 0.05; # znaci signifikantni rozdily mezi CN 0 min vs. CN 30 min,
p <0.05; x znadf signifikantn€ nevyznamny rozdil mezi CN 15 min vs CN 30 min, p > 0.05.

22



minuty
—

Q@° h&’" &
&+ 8 &
Cv+ C|+
*+ + &
&0
X
Ly T
E 4
20
U m
& ,ﬂé‘“ &
) o P
G [« e

Obrazek 12. Rozdily v parametrech ve skupiné vzorku citratové kaolinem aktivované krve
(CK) po 0, 15, 30 minutidch. * znaci signifikantni rozdily mezi CK 0 min vs. CK 15 min
a mezi CK 0 min. vs. CK 30 min, p < 0.05; # znadf signifikantni rozdily mezi CK 0 min vs.
CK 30 min, p < 0.05; x znaci signifikantné nevyznamny rozdil mezi CK 15 min vs CK 30
min, p > 0.05.
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Obrazek 13. Rozdily mezi citratovou nativni metodou (CN) a citrdtovou kaolinem
aktivovanou metodou (CK) v jednotlivych parametrech po 0, 15, 30 minutidch. Malé znacky
signalizuji statisticky vyznamné rozdily mezi metodami v rdmci stejné casové skupiny
a chybové usecky predstavuji smérodatnou odchylku. * znac¢i rozdil p < 0.05; ** znaci rozdil
p <0.01; *** zna¢i rozdil p < 0.001.
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3.7.
Prace s nazvem ,,Stability of non-activated rotational thromboelastometry assay in time of
citrated blood (appropriate time interval for analysis)* navazuje na piedeslou praci (3 .6)
tykajici se stability citratového vzorku pii vysetireni TEG.
Jelikoz nativni vySetfeni bez priddvanych aktivacnich reagencii je nejcitlivéj$i na jemné
koagulopatie (v dalSich pracich budeme prezentovat pfipady, kdy pacient krvéacel i navzdory
normdlnim hodnotdm INTEM/EXTEM a NATEM odhalil koagulopatii), rozhodli jsme se
provést podobnou praci i s pouzitim ROTEM. Pii metod¢ ROTEM se pouzivd vylucné
citrdtem antikoagulovand krev, coZ je dalSim krokem ke standardizaci metodiky mezi
jednotlivymi pracovisti.
Provadéli jsme vySetieni NATEM (aktivace citratové krve se provede pfidanim kalcia) v Case
0, 5, 10, 15, 20, 30 a 60 minut od odbéru. Vzorek stal po tuto dobu pii pokojové teploté a pét
minut pfed samotnou analyzou byl zahfat na nastavenou teplotu piistroje v zahiivaci ¢ésti
pristroje. Zjistili jsme, Ze mezi 20. — 60. minutou jiZ nejsou patrné statisticky vyznamné rozdily
v parametrech ROTEM, i kdyZ mezi 30. a 60. minutou jsou rozdily nejmensi (obrdzek 14).
Zaveérem prace konstatujeme, Ze citratovy nativni vzorek je v Case nestabilni, nicméné po 20
minutéch jiz dochazi ke stabilizaci vzorku. JelikoZ nejstabilnéjSi parametry NATEM jsou mezi
30. a 60. minutou, doporucujeme provadét vySetfeni v tomto casovém okné, které je velice

praktické pro béZnou praxi (odpovidd Casu transportu krevniho vzorku na misto analyzy).

Véiime, Ze tato prace prispéje ke standardizaci NATEM metody.
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Obrazek 14. Parametry ROTEM s pouzitim citratu v zavislosti od ¢asu uplynulého od odbéru
vzorku. Parametry ziskané analyzou krve po 0, 5, 10, 15, 20, 30 a 60 minutidch od odbéru
vzorku. Data predstavuji = smérodatnou odchylku; n.s. = nesignifikantni rozdily hodnot mezi

jednotlivymi ¢asovymi body (p > 0.05) pro kazdy parametr.

26



3.8.
V praci ,,Evaluation of fibrinogen concentrates and prothrombin complex concentrates on
coagulation changes in a hypothermic in vitro model using thromboelastometry and
thromboelastography‘ pojednavame o problematice spravné teploty méreni.
Mnohokrét byla diskutovana otdzka, zda je spravnéjsi provadét vysetieni TEG a ROTEM pii
teploté 37°C nebo pii aktudlni teploté pacienta, napi. pii 30°C pfi podchlazeni atd. Obecné
prevlada nazor, Ze teplota 37°C, pii které se provadéji bézné testy PT/APTT, neni vyhovujici
a Ze by se vysetieni mélo provadét pii pacientoveé aktudlni teploté. Idedlnim feSenim je provést
vySetfeni souCasné pifi pacientové teplot¢ napi. 30°C a pii standardni teploté¢ 37°C.
Porovndanim téchto dvou TEG/ROTEM kiivek bychom mohli zjistit nebo vyloucit vliv
hypotermické koagulopatie. To je mozné realizovat na pfistroji TEG, ale piistroj ROTEM toto
paraleln¢ neumoziiuje. Museli bychom dokoncit vySetfeni, prestavit teplotu piistroje a meéteni
opakovat. To je ale v akutnim stavu nepraktické. Proto je v bézné praxi obecné preferovédna
standardni teplota méfeni 37°C a rovnéZ tak i v naSi praxi. Argumenty pro tento postup jsou
nasledujici: hypotermického pacienta musime vzdy co nejdiive zahtivat ve snaze dosdhnout co
nejrychleji normotermii a zajima nds, zda v pacientové krvi neni pfitomnd koagulopatie, ktera
bude pretrvavat i po zahiati pacienta na 37°C (tuto koagulopatii bychom mohli 1écit jiz
v prub¢hu zahiivani).
Teoreticky bychom mohli hypotermickou koagulopatii 1é¢it 1 podavanim (tj. zvySenim
koncentrace) samotnych srdzecich faktort jako napf. preparaty fibrinogenu ¢i faktory
protrombinového komplexu (faktory II, VII, IX, X) atd. Sporné je, zda tyto faktory budou
funkéni i pfi hypotermii. Co se stane, kdyZ pacient po aplikaci srdZecich faktori dosdhne
normotermii a v jeho krvi bude vysoka hladina sraZecich faktori? Nebude pacient ohroZen
vznikem hyperkoagula¢niho stavu a rizikem tromboembolickych komplikaci? S cilem najit
odpovédi na tyto otazky jsme realizovali nasledujici studii in vitro.
V prvnim kroku jsme krevni vzorek vySetfili pomoci TEG a ROTEM soucasné pii teploté
37°C a 30°C. V druhém kroku jsme do hypotermickych vzorkll (zkumavek) ptidali
fibrinogen (ddvka pfepoctend na hmotnost dospélého jedince) a separdtné i faktory
protrombinového komplexu. V poslednim kroku jsme vzorky s pfidanymi faktory zahtali opét
na 37°C.
Zjistili jsme, Ze pti 30°C skute¢né dochdzi k hypotermické hypokoagulaci. Tu bylo mozné
korigovat podanim fibrinogenu, ale ne poddnim faktorti protrombinového komplexu

(koagulopatie se zhorsila). Autoii Honickel a spol. popisuji u€innost faktori protrombinového
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komplexu az pii teplot¢ 33°C [20]. Po zahtati vzorkli s pfidanym fibrinogenem jsme
pozorovali trend k hyperkoagulaci, nicméné pii pouziti doporucovanych davek nedoslo
k statisticky signifikantnim rozdilim mezi vstupnimi vysledky pii 37°C a po zahiati vzorku
na 37°C. Nicméné¢ pokud by se podavaly davky nestandardné vysSi ve snaze obejit
hypotermickou koagulopatii podavanim vysokych ddvek fibrinogenu, musime pfipustit riziko
vzniku hyperkoagulacniho stavu a tromboembolickych komplikaci.

Zaverem prace je, Ze hypotermickou koagulopatii 1ze efektivné korigovat poddanim fibrinogenu,
nicméné po zahtati vzorku do normotermie dochazi k hyperkoagula¢nimu trendu. Pokud neni
mozné soucasné¢ provadét vySetfeni TEG/ROTEM pii obou teplotach, tj. piti 37°C,

Vv s

teploté 37°C .
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4. Problematika TEG/ROTEM u Zivot ohroZujiciho krvaceni

Zivot ohrozujici krvdceni (ZOK) pii traumatickych drazech je vedouci pifi¢inou dmrti, kterym
by bylo mozné ptedejit adekvatni a rychlou terapii [21]. Rozvoj koagulopatie je jednim ze ti{
faktorti smrtelné triddy (hypotermie, hypokoagulace, acidéza), kterd musi byt adekvatné Iécena.
A pravé tromboelastografie se jevi jako metoda vhodna pro monitoraci sraZeni krve u ZOK.
Oproti béZnym hemokoagula¢nim testim ma dvé nesmirné vyhody:

a. jedna se o ,bedside* metodu, kterd umoznuje ziskat informace o koagula¢nim profilu
hned u lazka pacienta, a to do cca 10 minut;

b. hodnocenim srazlivosti plné krve poskytuje informace o jednotlivych fazich srazeni,
tj. o iniciaCni fazi, propagacni fazi, poskytuje informace o pevnosti koagula a nakonec
i informace o fibrinolyze, kterd je v piipadé ZOK velice Gasta.

Diky t€émto dvéma pfednostem tromboelastografie mizeme do cca 10 minut cilen¢ zasdhnout
do poskozené ¢4sti hemostdzy. Pokud jsou vysledky v norm¢ a pacient krvici, je podezfeni na
chirurgicky zdroj krvaceni nebo se jednd o poruchu primarni hemostazy.

V soucasné dobé v 16¢bé ZOK celosvétové existuji dvé paradigmata:

1. casné zahdjeni transfizniho protokolu, tj. podavani krevni plazmy, erytrocytarni masy
a trombocyti v poméru 1:1:1;

2. casnd cilend terapie koagulopatie pomoci tromboelastografie (prevazné ROTEM). Tato
viskoelastickd metoda je zakomponovédna v soucasnych multioborovych Evropskych
doporuCenich pro 1écbu traumatického krvaceni (sila doporuceni 1C) [22]
a v doporucenich Evropské anesteziologické spole€nosti pro 1é€bu perioperacniho
krvaceni [23].
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4.1.
V na§i prvni praci  tykajici se problematiky ZOK s nizvem ,Rotational
thromboelastometry along with thromboelastography plays a critical role in the management
of traumatic bleeding‘ popisujeme lécbu tézkého traumatického krvaceni. U pacientky se
vstupni koagula¢ni poruchou dle ROTEM jsme se ji rozhodli korigovat poddvdnim krevni
plazmy (obrazek 15A). Nicméné pii kontrole cca za 1 hodinu jsme zjistili, Ze 1 navzdory
kontinudlnimu podavani krevni plazmy krvéaceni pokracuje a rovnéz progreduje koagulopatie
dle ROTEM (obrazek 15B). V tomto piipad¢ jsme jiz dle ROTEM pfistoupili k substituci
koagulacnich faktori formou fibrinogenového piipravku a pfipravku obsahujici faktory

protrombinového komplexu (obrazek 15D).

EXTEM 2013-04-21 03:59 | 2: 805421001 EXTEM 2013-04-21 05:04 | 2: 805421001

Gl Ll2s CFT: 122s o 68° CT: 114s CFT: 482s a: 36°
Al0:  44mm A20: S5lmm MCF: 53mm Al0: 22mm A20: 3lmm MCF: 35mm

_______________________________________

_______________________________________

FIBTEM 2013-04-21 05:20 | 2: BO5421001X EXTEM 2013-04-21 06:38 | 2: 805421001X

CT: 363s CFT: -5 o: -* CT: 53s CE: 123s a: 70°

AlO: 4mm A20: 4mm MCF : Smm AlO0: 45mm A20: 52mm MCF: 56mm

Obrazek 15. Vysetreni ROTEM. A - EXTEM pied chirurgickou intervenci, po kterém
nésledovalo podani CMP. EXTEM (B) a FIBTEM (C) za 1 hodinu po kontinudlnim podavan{
CMP, po kterém nasledovala agresivngj§i terapie. D — EXTEM po adekvitni terapii. Referenéni
hodnoty pro EXTEM: CT = 38-79 s, CFT = 34-159 s, a uhel = 63°-83°, MCF = 50-72 mm.

Referen¢ni hodnoty pro FIBTEM: MCF =9 -25 mm.
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JelikoZ teplota pacientky klesla na 33°C a anemizace pokraCovala, provedli jsme vySetieni
TEG pfi teplot¢ 33°C a 37°C. Nalez vyloucil pfitomnost téZké hypotermické koagulopatie
(obrazek 16) a bylo vysloveno podezieni na ptfitomnost chirurgického zdroje krvaceni, které se

posléze potvrdilo.

1 Citrated native
Sample: 21, 4, 2013 09:544M-11:224M

10 milli metars I

R K Angle MA =P G EFL A a L¥30
min min deg mm dfsc kS mm k)
6,7 2,0 638 58,7 0,0 7,1K 0,0 55,8 16 00

9—27 2—9 22—58 44 —64 IEK —B85K 0—15 -3—3 0—5

Obrizek 16. Vysetieni tromboelastografie (TEG). Cernd kiivka ziskana méfenim pii teploté
37°C a zelena kfivka ziskand méfenim pfii teploté 33°C. Témet identické vysledné kiivky
vylucuji hypotermickou koagulopatii jako pfi¢inu krvéaceni.

Zaveérem poukazujeme na skutecnost, zZe u tézkého traumatického krvaceni neni mozné ispésné
korigovat vznikajici koagulopatii jenom pomoci transfuznich ptfipravkli a je nutné cilené
substituovat fibrinogen a faktory protrombinového komplexu. Tromboelastografické vySetieni
Ize pouzit i k vylouceni té¢zké hypotermické koagulopatie o teploté pacienta 33°C. Normalni
vysledky tromboelastografie u krvacejiciho pacienta spravné poukazovaly na pravdépodobny
chirurgicky zdroj krvéaceni, ktery se posléze potvrdil. Bézné laboratorni hemokoagulacni testy

u ZOK nelze z praktickych divodu pouZivat.
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4.2.

Prace ,,Vyznam rotaénej tromboelastometrie (ROTEM) v perioperaénom obdobi

u warfarinizovaného pacienta* dokumentuje, Ze i predavkovani warfarinem Ize
piredoperacné ridit pomoci ROTEM.

U pacienta, ktery chronicky uZival warfarin pro fibrilaci sini, se objevily bolesti bficha
a rozvinula se hemateméza pii koagulani poruse ve smyslu neméfitelnych hodnot INR
a APTT. Provedeny ROTEM vsSak poskytnul lepsi informace o hemokoagulaénim profilu
pacienta a vyloucil deficit fibrinogenu, fibrinolyzu a potvrdil pfeddvkovani warfarinem pfi

znacné prodlouzenych hodnotach CT INTEM 1 EXTEM (obrazek 17).

Standard Patient 3
Multi-TEM Screenshot overlay overlay Help Quit
mm
FIBTEM
Chir Il Warfarin hematormeza
60
5T 14:21:50 RT: 00:25:22
40
T 285 5
%
o CFT: ~
5 AlD: 14 mm [0007 -- 0023] —
A20: 17 mm [0008 -- 0024]
A R P R S R T T A A T T A A P T G R M A R T A T A TP T P T -
MCF: * 17 mm [0009 — 0025]
&0 ML: * 0% 7
Fatient data Print Stop channel 1 |
10 20 30 40 50
FIBTEM INTEM
5T 14:21:50 RT:  00:25:22 | 5T 14:34:28 RT:  00:12:46 | ST 14:16:39 RT:  00:30:32 | ST 14:24:33 RT:  00:22:38
T 285 5 er 420 5 [0100 - 0240] | cT; 2735 [0038 - 0078] | cT: 343 5
CFT CFT: 102 5 [0030-- 01101 || gFT: 270 5 [0034 -- 0159] | T 395
o - o S e [0070 -- 0083] | gy 46 ° [0063 -- 0083] | o 4"
A0 14 mm  [0007 - 0023] | at0: = AT0: 40 mm  [0043 - 0085] | a1 36 mm

| 2014-04-06T14:47:12 | v2.4.1 | User: admin | Temperature: 37.0°C | Pre L|_2|_3|i||

Obrazek 17. ROTEM pii neméfitelnych hodnotich PT-INR a APTT a ptfed podanim 2 TU
CMP a 1200 TU PCC. Cervené jsou zvyraznéné patologické hodnoty. Nejvice je poskozend
iniciaéni faze koagulace obou cest (zevni i vnitini), kterd svéd¢i pro nedostatek srazecich
faktorti. Hladina fibrinogenu je v normé a fibrinolyza neni pfitomna.
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Na zédklad¢ vysledku ROTEM jsme pacientovi podali 1200 IU faktorti protrombinového
komplexu (2 krevni plazmy byly podané oSetfujicim lékafem pred vySetftenim ROTEM),
pacient nasledné prestal krvacet, kontrolni vysledek ROTEM byl v normé& (obrazek 18)
a kontrolni INR mélo hodnotu 1,8. Pii nasledném gastroskopickém vySetieni Zaludku byla
zjiSténa hemoragickd gastropatie v posthemoragickém stddiu. Pacient byl pii téchto
hemokoagulaénich hodnotidch operovdn pro zndmky peritonitidy a ileu bez krvacivych

komplikaci.

EXTEM 2014-04-06 18:34 INTEM 2014-04-06 1835

CT: 67s CFT: 63s o: T CT: 187s CFT: 6ls o: 78°

AlO: 66mm A20: 70mm MCF : 71mm Al0: 61mm A20: 66mm MCF : 67mm

Obrazek 18. ROTEM po terapii pii INR 1,8. VSechny parametry EXTEM a INTEM jsou
v normé.

Zaveérem miiZeme fici, Ze i v predoperacni piipravé pacienta predavkovaného warfarinem je
mozné vyuZzit ROTEM a Ze i ptes vysoké INR 1,8 je moZné provést operacni vykon bez

krvacivych komplikaci za podminky normalnich hodnot ROTEM.
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4.3.
,,Nonactivated thromboelastometry able to detect fibrinolysis in contrast to activated methods
(EXTEM/INTEM) in a bleeding patient*
Tato priace vyzdvihuje postaveni nativni metody, tj. bez pfidani aktivacnich reagencii,
(NATEM) u krvécejicitho pacienta. Popisujeme ptipad pacienta v té¢Zké sepsi (pneumonie po
aspiraci nafty) s multiorgdnovym selhdnim (dialyza s heparinovou antikoagulaci pro anurii,
um¢éla plicni ventilace pro respiracni selhdni), ktery zacal krvéacet z dychacich cest a diftizné

kolem zavedenych invazi (centrdlni Zilni katétr, dialyzacni katétr, arteridlni katétr, dutina ustni

(obrazek 19a), piestoZe u pacienta se jednalo o ZOK (krvéceni do dychacich cest). Jeliko? je
NATEM nejcitlivejsi metodou na identifikaci veSkerych koagulopatii, rozhodli jsme se provést
toto vySetfeni. Nalezli jsme tézkou primdrni fibrinolyzu, kterd byla potvrzena piidanim
antifibrinolytika do kyvety (kfivka se nasledné upravila) (obrazek 19c, d). Dle vysledku

NATEM jsme pacientovi podali antifibrinolytika a krvaceni se nasledné zastavilo.

(a) (b)

(67 82s CFT: 50s (08 81" Gl 86s CET: 46s o 81"

Ab5:  70mm A10:  77mm MCF: 81mm A5 69mm A10:  76mm MCF: 80mm

(c) (d)

ML:  100% NATEM s kys. tranexamovou
(&1 464s CFT: -8 o i il 349s CEik: 59s o 78"
Ab5: 2mm A10: -mm MCF: 7mm A5 58mm A10:  68mm MCF: 74mm

Obrazek 19 ROTEM ktivky pro EXTEM, APTEM a NATEM (bez a s pfidanim
tranexamové kyseliny).

Zavérem chceme upozornit, Ze v piipadech, kdy pacient krvaci, pfestoZze testy

EXTEM/INTEM jsou normdlni, je vhodné provést i NATEM vySetfeni, které ndm miiZe

pomoci odhalit raritni koagula¢ni poruchu.
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44.
,,Endogenous Heparinoids May Cause Bleeding in Mucor Infection and can be Detected by
Nonactivated Thromboelastometry and Treated by Recombinant Activated Factor VII
Prace rovnéz poukazuje na vyznam vysetieni NATEM u krvacejici détské pacientky.
Mukormykoéza je houbovité onemocnéni, pro které je charakteristické napadeni a proristani
cévniho endotelu [24]. Pti destrukci endotelu dochézi k uvoliovani endogennich heparinoidd,
které mohou byt detekovany pomoci tromboelastografie [25] a jejichz pfitomnost mize vést
k zavaznému krvaceni [26].
Popisujeme pripad 12leté pacientky s mukormykozou, u které po drendzi fluidotoraxu a ascitu
doSlo k nedimyslnému poranéni sleziny. Stav byl komplikovan krvdcenim a néslednou
splenektomii, ale krvaceni pokraCovalo i pies opakované revize dutiny bfisni, kdy jednoznacny
zdroj krvaceni nebyl nalezen. Jednalo se o difizni krvaceni. Laboratorni hemokoagula¢ni testy
ani aktivovany ROTEM - EXTEM, INTEM nevysvétlovaly pfi¢inu krvaceni (obrazek 20a).
Provedli jsme vysetfeni NATEM, kde byl detekovédn efekt heparinoidd, ktery jsme potvrdili
heparindzovym testem (HEPTEM zlepsil tvar kiivky) (obrdazek 20c, d). Terapie faktory
protrombinového komplexu a protamin sulfitem byla neispéSna (jak in vitro v kyveté tak in
vivo), a proto se na doporuceni hematologa pfistoupilo k poddvédni rekombinantniho
aktivovaného faktoru VII (Novoseven®). Po této terapii pacientka prestala krvicet a ndlez
NATEM se upravil (obrazek 20f). Terapie rekombinantnim aktivovanym faktorem VII byla
nutnd po dobu 3 tydni spolu s antimykotickou terapii. Domnivdme se, Ze toto obdobi bylo
nutné pro reparaci cév a cévniho endotelu.
Zavérem chceme znovu upozornit na vyznam nativniho vySetteni ROTEM-NATEM v pripadé,

Ze pacient krvaci navzdory na prvni pohled normalnim vysledkiim EXTEM/INTEM.
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A5: 44mm Al0: S54mm MCF : 63mm A5: 8mm Al0: 16mm MCF* 31mm

INTEM plus HEPTEM NATEM plus HEPTEM

ET: 107s CFT: 55s o: 82° CT: 804s CFT: 310s o: 44=
AS5: 48mm Al0: 58mm MCF * &5mm A5: 19mm Al0: 37mm MCF * 48mm

NATEM po Novoseven

INTEM po Novoseven

CT: 157s CFT: 76s o 77° Ll 375s CFT: 90s o: 12"

AS5: 46mm Al0: 57mm MCF : 65mm A5: 44mm Al0: 54mm MCF : 62mm

Obrazek 20. ROTEM kiivky za pfitomnosti endogennich heparinoidit a po 1écbé rFVIla
(Novoseven®). (A) INTEM; (B) HEPTEM; (C) NATEM; (D) INTEM s piidanim HEPTEM -
reagencie obsahujici heparindzu do kyvety béhem vySetfeni kontrolniho vzorku, NATEM
s pridanim HEPTEM; (E) INTEM po 1écbé Novoseven®; (F) NATEM po 1é¢bé Novoseven®.
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4.5.
Ptehledovy clanek ,,Role of prothrombin complex concentrate in perioperative coagulation
therapy“ pojedndivdi o vyznamu protrombinového komplexu (prothrombin complex
concentrate, PCC) v terapii krvaceni zptisobeného predavkovanim warfarinem, ale i v jinych
situacich ZOK, jako je kraniotrauma, polytrauma, perioperaéni krvéceni atd. Byl citovan
v soucasnych Evropskych doporucenych postupech pro 1é¢bu traumatického krvéceni (citace
583) [22]. Clanek diskutuje otdzku pouZzivani krevni plazmy versus PCC ke korekci
koagulopatie, jelikoz se v poslednim obdobi kumuluji dikazy o rizicich spojenych
s podavanim krevni plazmy (TACO - transfusion-associated circulatory overload, TRALI -
transfusion related acute lung injury) [27]. V zdvéru Clanku je konstatovano, Ze podavéni
prokoagula¢nich i antikoagula¢nich faktort. Jakmile je nalezen a téméft oSetfen zdroj krvéacent,

muzeme dle ROTEM pfistoupit k aplikaci PCC ke zlepSeni tvorby trombinu a fibrinu.

4.6.

Ptehledovy c¢lanek ,,Vyznam rotacnej tromboelastometrie (ROTEM) v manaZmente
perioperacného krvdcania“ ma edukacni charakter pro zdravotniky v  postgradudlnim
vzdélavani. Vysvétluje obecné 1 na piikladech vyuziti ROTEM v 1éEbé perioperacniho
krvéaceni. Popisuje vyhody i nevyhody metodiky, zabyva se otdzkou, pfi jaké teplot€ ma byt
méfeni provadéno a nabizi pfehlednym zptisobem rozmezi normadlnich hodnot parametrii
ROTEM pro razné vékové kategorie: normalni hodnoty obecn€, normélni rozmezi pro t¢hotné
Zeny ve tfetim trimestru, normdlni hodnoty pro déti 0 - 3 mésict, 4 - 12 mésici, 13 - 24 mésicu,
2-5let, 6- 10 let a 11 - 16 let. Dile poskytuje jednoduché schéma pro 1é¢bu ZOK (obrazek
21).
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VySetieni ROTEM pii ZOK
EXTEM-FIBTEM (piip.INTEM, T-APTEM, NATEM)

R P RO P PP PPy LTyt ik ol bl il s i g ety e iy P P i P

£ N 3 ~

EXTEM CT =80s Patol. EXTEM a norma APTEM

Th: Prothromplex
.CT: 81s - 100s = 7.5)/kg, (600j)
CT: 101-1208 = 15j/kg (1200 j)
'CT: >120s =22.5 j/kg (1800 )

Th: Tranexamova kyselina 20 mg/kg

B P TEPIT o E T ILITeIm e eelmeeisiaes et e e e e e

s R N

EXTEMMCF < 20 mm a FIBTEM MCF < 10 nunm EXTEM MCF = 50 min a FIBTEM MCF?10mm
Th: Fibiinogen do MCF FIBTEM 10 mn Th: trombocyty (s cilem trombocyti min.
Diavka fibrinogenu = SOtisic/ﬁl)

poiadovand MCF — aktudlni MCF x 6,25ing/'kg
{(napr. 10 —4 x (6,25 x 80 kg) = 3000 mg

( ccana 1 mm piidame 0,5 g fibrinogenu)

EXTEM A10<30-35 mm:
Th: podame viechno (tranexamova kyselina, fibrinogen, trombocyty, prothromplex)

Pokud je vie v normé a pacient krvaci, vy$etfime INTEM a NATEM .

Pii ZOK vysetiujeme z ¢asovych diivodi souc¢asné EXTEM, FIBTEM, INTEM (ale pokud mame situaci
"pod kontrolou", zakladnim testem je EXTEM a dalsi testy dovysetiime podle jeho vysledku).

Obrazek 21. Schéma terapie koagulopatie pomoci ROTEM.
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5. Problematika sepse/SIRS (systemic inflammatory response syndrome)

Sepse je syndrom dysregulované systémové zanétlivé odpovedi organizmu na infek¢ni agens.
Jde o zavazny stav a nemocni¢ni mortalita se pohybuje mezi 28,3 az 41,1 % v Severni
Americe a v Evropé [28, 29]. SIRS je syndrom systémové zanétlivé odpovédi na neinfekéni
inzult. Oba tyto stavy mohou vést k multiorgdnovému selhdni a smrti pacienta, pokud neni
vCas poskytnuta adekvatni terapie, tj. odstranéni inzultu - v pfipad¢ sepse antibiotickd terapie
a symptomatickd terapie k udrZeni rovnovahy mezi doddvkou a spottebou kysliku v tkanich.
Zanctliva reakce organizmu je uzce propojena s hemostdzou. Primarnim cilem zdnétlivé
odpovédi je lokalizace infekce vytvofenim fibrinové sité. Piehnand a nekontrolovand zanétliva
reakce organizmu vede k hyperkoagulacnimu stavu, charakterizovanému tvorbou fibrinovych
depoziti obturujicich mikrocirkulaci, coz vede k poruSe perfuze orgdnii andsledné
k multiorgdnové dysfunkci (MODS) az selhani [30, 31]. Tento stav je charakterizovin
rozvojem diseminované intravaskuldrni koagulace (DIK), kdy na jedné stran¢ dochazi k tvorbé
trombilt a na druhé stran¢ ke spotiebé sraZecich faktor a ndslednému krviaceni [32]. Na
zdklad¢ beéZznych laboratornich hemokoagulacnich testi (PT/APTT) je velice tézké spravné
zhodnotit stav hemostdzy v piipadech sepse ¢i SIRS. Jejich hodnoty byvaji ¢asto prodlouzené
i pfes vysoké hladiny fibrinogenu a D-dimera, které spolu s klinickym stavem pacienta sveéd¢i
spiSe o hyperkoagula¢nim stavu. Na druhé stran¢ v urcitém stadiu se muze skutecn¢ jednat
o hypokoagulacni stav [33, 34]. Miiller se svymi spolupracovniky v pifehledovém clanku
o vyuZiti tromboelastografie v sepsi zdlraziuje, Ze koagulopatie v sepsi je dynamicky proces
a vybizi védce k sekvennimu monitorovani hemostazy v pribchu sepse [35]. B€Znymi testy
PT/APTT nelze zachytit hyperkoagulaci, jelikoZ odrazeji jenom cast srdZeni krve vySetfenim
srazlivosti krevni plazmy ane plné krve. Metoda tromboelastografie je jedna z madla
hematologickych metod, které dokdZou diagnostikovat hyperkoagulani stav i v téchto
piipadech [36-38].

Z. vySe uvedenych divodi jsme se rozhodli sledovat dynamické zmény hemokoagula¢niho
profilu v poopera¢nim obdobi u pacient podstupujicich rozsahly chirurgicky vykon - resekce
jicnu (pro tumor) pomoci tromboelastografie a rovnéz profil dalSich hematologickych
a biochemickych vySetfeni. Sledovali jsme rozdily v parametrech mezi skupinami pacientii se

SIRS a septickou komplikaci.
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5.1.
V prici s ndzvem ,,Early diagnostic markers of sepsis after oesophagectomy (including
thromboelastography)“ jsme u pacienti po chirurgické resekci jicnu sledovali dynamiku
vyvoje zanétlivych parametrii a hemokoagula¢nich parametri véetné TEG po dobu
6 pooperac¢nich dntll, a to u pacientli s pooperaénim SIRS a septickou komplikaci (komplikace
ve smyslu pneumonie, rozpad anastomézy jicnu atd).
Zjistili jsme, Ze zanétlivé parametry jsou signifikantné vyssi ve skupiné septickych pacientt jiz
1. pooperacni den. RovnéZ i hemokoagulacni parametry se skutecné méni jiz od 1. dne po
operaci. Hodnota PT-INR (international normalised ratio) vyrazné€ stoupd u obou skupin od
1. dne a 4. pooperacni den je signifikantn¢ vyssi v septické skupiné pacientli (obrazek 22).
Hladina D-dimert prudce stoupd 1. pooperacni den a od 2. poopera¢niho dne je signifikantné
niz8i ve skupiné€ septickych pacientd, i kdyZ rozdily nejsou statisticky vyznamné (obrazek 22).
Pocet trombocytll v podstaté¢ napodobuje zmény antitrombinu a fibrinogen znacné stoupa
u obou skupin stejné¢ (obrdazek 23). Tromboelastografické vySetfeni neprokézalo
hypokoagulacni tendenci ve smyslu prodlouzenych hodnot iniciace srdzeni (R a K parametry),
jak jsme zjistili u PT-INR, spiSe naopak, hodnoty R a K byly zkriaceny (data nebyla
publikovana v tomto ¢lanku ale v dalSim, viz niZe). Nebyly pfitomné ani vyznamné rozdily
mezi obéma skupinami. Zajimavé bylo zjiSténi tykajici se probihajici fibrinolyzy. Fibrinolyza je
od 3. pooperacniho dne nizsi ve skupiné septickych pacientii, a to piedevSim 6. pooperacni
den, kdy dosahuje staticky vyznamnych rozdili (obrazek 22).
Tyto ndlezy jsou ve shod¢ s pracemi dalSich autor [37, 39-41], ktefi popisuji prodlouzené
hodnoty PT-INR u septickych pacientii a soucasné pozoruji spiSe hyperkoagulacni stav ve
vysledcich TEG, ktery je navic charakterizovdn sniZenou aktivitou fibrinolyzy u téchto
pacientl. Prodlouzenou hodnotu PT-INR vysvétluji autofi Li a spol. snizenou aktivitou FVII
u septickych pacientii [40] a autoii Kuiper a spol. vysvétluji oslabeni fibrinolyzy zvySenou
hladinou PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1) [41].
Tento ndlez oslabené hypofibrinolyzy ale nekoreluje se zvySenou hladinou D-dimert, nicméné
TEG ndm poskytuje informace jenom o stavu hemokoagulace v systémové krvi a to nevylucuje

tvorbu fibrinovych depozitli a jejich ndslednou fibrinolyzu na tdrovni mikrocirkulace.
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Obrazek 22. Primérné pooperacni hodnoty sérovych D-dimerd (A); ATII (B); INR (C);
LY-30 (D); a leukocytt (E). Zmény v koncentraci hematologickych a koagulacnich faktort ve
skupin¢ septickych (S) a neseptickych (NS) pacientli ode dne chirurgického zakroku (D0) do
6. pooperacniho dne (D6). Prekvapivé TEG neni ¢asnym prediktorem rozvoje sepse. * znaci
signifikantni rozdily p <0.05.
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Obrazek 23. Vyvoj zmén v poctu trombocytlii a hladiny fibrinogenu v prubéhu casu ve
skupiné septickych (S) a neseptickych (NS) pacientd ode dne chirurgického zdkroku (DO) do
6. pooperacniho dne (D6). Nejsou pfitomné signifikantni rozdily. * je znacka nasobeni.

Zavérem této prace je, Ze sekvencni méfeni biochemickych parametri ALT, AST, PCT a IL-6
muze pomoci v ¢asné diferencidlni diagnostice SIRS/Sepse. SIRS i septicky stav ovliviiuje
hemokoagula¢ni profil podobné¢ a TEG nelze pouZit jako Casny prediktor rozvoje sepse. I pies
prodlouzené hodnoty PT-INR se u obou skupin v bezprosttednim pooperacnim obdobi jedna
spiSe o hyperkoagula¢ni stav. Signifikantn€ vys$si hladina D-dimerti byla zjiSténa u pacientii se

sepsi od druhého pooperacniho dne a od patého dne je signifikantné nizsi fibrinolyza, ¢ehoz by

bylo mozné vyuzit v diferencidlni diagnostice septického stavu.
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5.2.
V navazujici praci ,,Coagulation profile after esophagectomy in SIRS and sepsis evaluated
by thromboelastography and relationship with organ dysfunction development‘ jsme hledali
vzajemny vztah mezi zménou hemokoagulacniho profilu u SIRS a septickych pacienti
a rozvojem organové dysfunkce.
V parametrech TEG jsme nalezli hyperkoagulacni stav v obou skupinidch reprezentovany
zkracenim parametrii R a K, které ptedstavuji iniciacni fazi srdzeni, az do 5. pooperac¢niho dne,
kdy doslo k jejich normalizaci. Nicméné ve skupiné septickych pacienti byly hodnoty téchto
parametri oproti SIRS skupiné signifikantn¢ prodlouzené (p< 0,05) a parametry TPI
(thrombotic potential index) a LY 60 byly signifikantné niz§i. To znamend, Ze u septickych
pacientl se objevil hypokoagulac¢ni trend.
Pfi zkoumani vzdjemnych vztahi mezi hemokoagulacnimi parametry a organovou dysfunkci
jsme zjistili statisticky vyznamnou negativni korelaci mezi hladinou antitrombinu a SOFA
skére (Sequentional/Sepsis Organ Dysfunction Score) u obou skupin pacientii, i kdyZz ve
skupin¢ septickych pacientl byla tato korelace vyraznéj$i (obrazek 24). Navic v septické
skupin¢ jsme pozorovali signifikantné¢ pozitivni korelaci SOFA skoére s D-dimery
a parametrem R a negativni korelaci s parametrem LY 60, i kdyZ v poslednich dvou pfipadech
nebyly signifikantn€ vyznamné (obrazek 24).
Tyto ndlezy u septickych pacienti mohou byt disledkem probihajici diseminované
intravaskularni koagulace (DIK), kterd dynamicky pfechdzi z pocatecniho hyperkoagula¢niho
stavu do pozdéjsiho  hypokoagulacniho stavu (diky spotfebé prokoagulacnich
a antikoagulacnich faktor). Ostrowski rovnéZz popisuje vySsi SOFA a DIK skoére
u hypokoagulacnich pacientii se sepsi [38].
Ve skupiné pacientli se SIRS jsme nasli signifikantni negativni korelaci mezi R parametrem
a SOFA skore (obrazek 24), coZ znamenad, Ze tito pacienti jsou vystaveni vys$imu riziku vzniku

trombdzy.
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Obrazek 24. Vztah mezi SOFA skére a TEG/laboratornimi parametry ode dne chirurgického
zékroku (D0O) do 6. pooperacniho dne (D6) ve skupiné neseptickych (NS, modrd barva)
a septickych (S, Cervena barva) pacientl. Ve skupiné¢ NS pro AT r = — 0.78, r2 = 0.60,
p < 0.05; pro D-dim (D-dimery) r= +0.3, r2 = 0.09, p > 0.05; pro R parametr (reakni cas)
r=-0.76, 12 = 0.58, p < 0.05; pro LY60 (% fibrinolyzy) r = +0.4, 12 = 0.16, p > 0.05. Ve
skupin€ S pro AT r=— 0.94, r2 = 0.88, p < 0.05; pro D-dim (D-dimery) r = +0.90, r2 = 0.81,
p < 0.05; pro R parametr (reak¢ni ¢as) r = +0.16, r2 = 0.03, p > 0.05; pro LY60 (% fibrinolyzy)
r=-0.5,12=0.22,p >0.05; * znaci p <0.05.

Zaveérem bychom mohli shrnout, Ze hemokoagulaéni profil jak pacientl se SIRS, tak i pacientil
spojena s rozvojem orgianové dysfunkce. Z toho vyplyvd, Ze udrZeni normdlni hladiny
antitrombinu by mohlo zabranit rozvoji orgdnové dysfunkce. Charakter hemokoagulac¢nich
zmén se v case meéni a v sepsi progreduje do hypokoagulacniho stavu, pravdépodobné jako
dasledek DIK, ktery je spojen se zhorSenim SOFA. Pacienti se SIRS jsou na druhou stranu vice

vystaveni riziku vzniku trombdzy.

44



6. Oblast diseminované intravaskularni koagulace (DIK)

Diseminovand intravaskuldrni koagulace ptedstavuje v mediciné nelehky problém jak pii
diagnostice, tak i pfi terapii tohoto stavu. I v této oblasti miZe byt metoda tromboelastometrie

napomocnd.

6.1.
Préce ,,Uloha antitrombinu a tromboelastometrie v manaimente pocinajiicej diseminovanej
intravaskuldrnej koagulopatie po peripartdlnej hysterektomii* popisuje piipad rodicky,
u které se peripartdlni priab¢h zkomplikoval zdvaznym krvidcenim a nutnou hysterektomii.
Rodi¢ka podstoupila porod, ktery byl komplikovdn rozvojem ZOK, a bylo nutné piistoupit
k hysterektomii v rdmci zdchrany jejtho Zivota. Pooperaéni pribéh ale nepokracoval
standardné bez komplikaci a byl zaznamenin pokles hemoglobinu, hladiny antitrombinu na
52%, trombocytii na 62x10°/1 a fibrinogenu na 2,51 g/1. Kontrolni vysetfeni ROTEM potvrdilo
laboratorni ndlez (obrazek 25a). Jelikoz pacientka jiz nekrvacela a vypocitané DIK skére mélo
hodnotu 4 a vedlo k podezienim na pocinajici DIK, bylo pacientce poddano 500 jednotek
antitrombinu. Kontrolni ROTEM se ndasledn¢ upravil do normy (obriazek 25b), hladina
antitrombinu stoupla na 97% a hodnota trombocytti spontdnné vzrostla na 84x10”1, rovnéZ se

zvySilai hladina fibrinogenu na 3,28 g/l a dalsi pokles hemoglobinu jiZ nenastal.

rerev

ET: +48 CFT: 371s LH 46" ET: sls CFT: 51288 a: i

A5:  17am Alo:  Efam MCF: dimm RS5: Eom Ald: Exm HCF:  llam

Obrazek 25a. ROTEM kiivky pfed podanim a po podéani antitrombinu pfi non-overt DIK. Na
EXTEM kiivce vidime zkrdceni Casu srdzeni (CT), reprezentujici iniciani fézi srdzeni
a zhorSeni propagacni fiaze (CFT). Pfitomny je pokles trombocytli v laboratofi na 62x10%/1
a antitrombinu na 52%. Hladina funkéniho fibrinogenu (FIBTEM) MCF je 11 mm.
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Obrazek 25b. ROTEM kiivky pfed poddnim a po podani antitrombinu pfi non-overt DIK.
Normalni ROTEM kiivka po terapii 500 jednotek antitrombinu. Oproti obrazku 25a vidime
zlepSeni propagacni faze, sily koagula a funkc¢niho fibrinogenu (FIBTEM MCF 14 mm).
Hladina antitrombinu je 97%.

Zaverem lze fici, ze opakované vysetteni ROTEM a vysetieni hladiny antitrombinu muze byt

s 2w

napomocné pii ¢asném zachytu DIK a pfi monitorovéani Gcinku terapie.
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6.2.

Price ,,Management septickej diseminovanej intravaskuldrnej koagulopatie pomocou
antitrombinu a heparinu a vyznam tromboelastometrie v diagnostike heparinovej
rezistencie* popisuje podobny piipad DIK, tentokrat u pacientky po gynekologickém vysetfeni
komplikovaném sepsi.

Pacientka podstoupila bézné gynekologické vySetteni, po kterém doSlo ke komplikacim ve
smyslu rozvoje t€Zké sepse s nutnosti podpory ob¢hu katecholaminy. Sepse byla potvrzena
laboratorné¢  vysokymi hladinami  zénétlivych parametri a v hematologickém
a hemokoagula¢nim vysetfeni progredoval pokles hemoglobinu (77 g/1), trombocytii (80x10°/1),
fibrinogenu (1,46 g/1), antitrombinu (44%), doslo k prodlouZeni PT-ratio na 2,59 a vzestupu
D-dimertt nad 15000 ng/ml, a to i pifi podavani preventivni didvky nizkomolekuldrniho
heparinu a substituci antitrombinem (s cilem 80%). Vypocitané DIK skére mélo hodnotu 6.
Vzhledem na neudcinnost nizkomolekuldrniho heparinu a podanych ddvek antitrombinu jsme se
rozhodli postupovat razantnéji a pfistoupili jsme ke kontinudlnimu intravenéznimu podavéni
heparinu a substituci antitrombinu jsme cilili na 100%. Vysetieni ROTEM (NATEM) potvrdilo
dostate¢nou heparinovou antikoagulaci (obrazek 26a) a pacientka nejevila zndmky krvéceni.
Nicméné po né€kolika hodindch doslo k poklesu trombocyti a antitrombinu a zddlo se, Ze
1 pres kontinudlni poddvani heparinu DIK progreduje. Na kontrolnim vySetieni NATEM jsme
JiZ nevidéli efekt heparinu (obrdzek 26b), a proto jsme vyslovili podezfeni na vznik heparinové
rezistence, kterd mize byt pfitomna u septického stavu. Zvysili jsme davku heparinu s cilem
dosazeni hodnoty anti Xa v rozmezi 0,5 - 0,6 a hladinu antitrombinu jsme udrzovali nad 90%.
Poté se NATEM vritil do plGvodniho stavu a vliv heparinu byl potvrzen vysetfenim

s heparinazou (HEPTEM) (obrédzek 26 cl, c2).
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Obrazek 26 ROTEM-NATEM krivky pri terapii heparinem

a - vliv heparinu na zacatku terapie, nedochézi k sraZeni krve

b - neni pfitomny vliv heparinu i pies jeho kontinudlni i.v. poddvani, je podezieni na vznik
heparinové rezistence

cl - opét je patrny efekt heparinu

c2 - efekt heparinu je potvrzeny heparinizou (HEPTEM)

Zaveérem chceme opét konstatovat, Ze ROTEM (NATEM) mitiZe byt nipomocny v terapii DIK
(diagnostika heparinové rezistence) a Ze v naSem piipadé jsme byli schopni zastavit
pokracoviani DIK kombinaci nefrakcionovaného heparinu (anti Xa 0,5) audrZovanim

dostate¢né hladiny antitrombinu (hladina antitrombinu > 90%).
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7. Rutinni vySetfovani sraZeni plné krve pomoci ROTEM vede
k zna¢nému sniZeni aplikaci mraZené krevni plazmy pacientim na JIP
(adopce nového paradigmatu hodnoceni hemostiazy - bunécného

modelu hemostazy).

Na naSem oddéleni Kliniky anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny je metoda
ROTEM s oblibou denné vyuZivand k diagnostice, monitoraci a terapii koagulopatie nejen
u traumatického krvaceni, ale i v perioperacnim obdobi. V piipad¢ té€zkého traumatického
krvaceni metoda tromboelastografie umoZiuje zintenzivnit prokoagulacni terapii a sniZuje
mortalitu pacientli ve srovnani s 1écbou na zdklad¢ standardnich hemokoagulacnich testi [42,
43]. Jeji béZné pouzivani v perioperaénim obdobi u kardiochirurgickych pacientll vyznamné
snizuje krvéaceni, aplikaci transfuznich piipravkti a morbiditu pacientii [44, 45]. Pouzivani
tromboelastografie je spojeno s méné intenzivnim krvacenim a niZ$i spotiebou transfuznich
piipravkd i v oboru spondylochirurgie [46] a v hepatotransplantologii [47]. Dalsi autofi
uvadgji, Ze pomoci ROTEM byli schopni predikovat intenzitu krvdceni v perioperacnim
obdobi u détskych kardiochirurgickych pacientli [48], ale i u traumatickych pacientii [49].
Zjisténi a zkuSenosti téchto autordl jsou ve shod¢ s naSimi ndlezy a zejména diky metodé

ROTEM se na naSem odd¢leni podafilo vyznamné sniZit spotiebu krevni plazmy.

7.1.

Préce ,,Rutinné pouZivanie tromboelastometrie (ROTEM) k hodnoteniu koaguldcie (adopcia
,»hovej“ paradigmy hodnotenia koaguldcie) na jednotke intenzivnej starostlivosti vedie
k znacnému zniZeniu poddvania krvnej plazmy“ popisuje, jakym zpiisobem se diky ROTEM
zménil n4s pohled na hodnoceni srdZeni krve a jaky to mé€lo prakticky dopad v klinické praxi.

Standardni hemokoagulacni testy PT/APTT casto nekoreluji s klinickym stavem pacienta
v periopera¢nim obdobi, a to velmi pravdépodobné kviili tomu, Ze nehodnoti srazlivost plné
krve, ale pouze krevni plazmy. Tuto vyhodu, krom¢ jinych, poskytuje metoda ROTEM.
V mnoha piipadech i ptes prodlouZené hodnoty PT/APTT nachdzime u téchto pacientl spiSe
hyperkoagulacni stav. Tato diskrepance je pro lékate JIP casto nepfijemnd a nuti lékate
rozhodovat se spiSe na zdklad¢ jejich dlouholetych zkuSenosti. Nicméné souc¢asna medicina je,

a ma byt zaloZend na dukazech! Proto jsme provedli studii, pii které jsme porovndvali
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koagulacni profil pacientd na JIP ziskany pomoci standardnich test a pomoci ROTEM pied
chirurgickym provedenim tracheostomie, a sledovali jsme vyskyt krvacivych komplikaci (viz
dalsi prace niZe). Zjistili jsme, Ze navzdory prodlouzenym hodnotdm standardnich testd pii
dobrém vysledku ROTEM nedochdzi ke krvacivym komplikacim. Podobné jsme postupovali
iu jinych typl vykoni (zavedeni centrdlniho Zilniho katétru, hrudni drendz, chirurgické vykony
jako laparotomie, torakotomie atd.), pfiCemZ vykony probéhly bez krvacivych komplikaci.
Uvedend data zatim nebyla publikovana. Toto zjiSténi zménilo n4S pohled na hodnoceni
hemokoagulace a vedlo k rutinnimu pouziviani ROTEM v periopera¢nim obdobi. Vysledkem
je vyrazné sniZeni aplikaci krevni plazmy u naSich pacientl. Spotieba krevni plazmy se diky
tomuto novému paradigmatu hodnoceni hemokoagulace (hodnoceni plné krve - bunéény model
hemostdzy) sniZila na naSem oddéleni o 66% (tabulka 1), coz nepiimo znamend i sniZeni rizik

pro pacienta, kterd souviseji s aplikaci plazmy, jakoz i znac¢nou dsporu finan¢nich prosttedki.

Obdobi spoti‘eba CMP cena za CMP pocet pacientt
2009 6097 jednotek 4 924 800 K¢ 774
2010 7809 jednotek 6 357 334 K¢ 724
2011 6138 jednotek 4926 769 K¢ 809
2012 6331 jednotek 5153 183 K¢ 794
2013 4028 jednotek 3357 866 K¢ 821
2014 2990 jednotek 2492 556 K¢ 723
2015 2173 jednotek 1811479 K¢ 736

Tabulka 1. Piehled spotieby CMP za obdobi bez pouzivani ROTEM (2009-2012) a po
implementaci ROTEM do denni praxe (2013-2015)

Zaveérem prace lze fici, Ze rutinni pouzivani metody ROTEM k hodnoceni hemokoagulace
u pacienti na JIP v perioperacnim obdobi ¢i obdobi pfed invazivnim vykonem zménilo
dosavadni pohled na hodnoceni sraZeni krve. Toto nové paradigma hodnoceni srdZeni plné krve

vedlo k vyraznému sniZzeni podavani krevni plazmy az o 66%.
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8. ROTEM miiZe byt pouZivan dsp&né nejenom v 1é&bé ZOK, ale
i pri hodnoceni hemokoagula¢niho profilu pied invazivnim vykonem

¢i chirurgickou operaci.

Tato Cast prace pojedndva o vyznamu ROTEM pii hodnoceni srdZeni krve pifed invazivnim
vykonem u pacientll na JIP. Jak jiZ bylo naznaceno v pfedchozim odstavci, v soucasnosti
piibyvaji prace, které konfrontuji roli standardnich koagulac¢nich testi (PT/APTT)
s tromboelastografii v hodnoceni hemokoagula¢niho stavu pied invazivnim vykonem
(zavedeni centrdlnitho Zilniho katétru, hrudni drendZz, chirurgickd laparotomie ¢i torakotomie
atd.). Obecné neni doporuovdno preventivné pied invazivhim vykonem Kkorigovat
PT-INR < 1,5 napft. poddvanim krevni plazmy (¢i PCC) a ukazuje se, Ze ani u vys$ich hodnot
PT-INR > 1,5 neni rozdil v intenzit¢ krviaceni v prabéhu vykonu v zdvislosti na tom, zda
krevni plazma byla nebo nebyla preventivné aplikovana [50]. Autorka Muller navic popisuje
jenom margindlni prokoagulacni vliv na trombin generacni ¢as a parametry ROTEM [51].
Nicmén¢ v praxi je i pifes tyto studie snaha preventivné korigovat hodnoty PT/APTT
podavanim krevni plazmy z obavy vyskytu krvacivych komplikaci z mnoha divoda, véetné

téch forenznich.

8.1.
V nasi prici s ndzvem ,,Tracheostomy in intensive care unit patients can be performed
without bleeding complications in case of normal thromboelastometry results (EXTEM CT)
despite increased PT-INR: a prospective pilot study‘ poukazujeme na to, Ze vykon, jako je
chirurgické provedeni tracheostomie, muze byt proveden bez krvacivych komplikaci i pii
hodnotach PT-INR 1,84, pokud je vysledek ROTEM normadlni. Do studie byli zahrnuti pacienti
jak septicti, tak 1 neseptiCti. Toto zjiSténi méni pohled na postaveni PT/APTT v hodnoceni
hemokoagulace pred invazivnim vykonem a zabraiuje zbytecnému podavani krevni plazmy,
piipadné i odloZzeni vykonu do doby korekce laboratornich testii. JelikoZ téméf polovina
pacientli podstupujicich tento vykon méla patologické hodnoty PT-INR > 1,2 (obrazek 27),

toto zjiSténi ma nepochybné velky prakticky vyznam.
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Obrazek 27. Frekvence pacientl s laboratorni koagulopatii reprezentovanou INR

Podobné zkuSenosti popisuji i jini autofi, napt. Pietri a spol. [5252], ktefi nezaznamenali
krvéacivé komplikace u pacientd se selhanim jater ani pti hodnoté¢ PT-INR nad 1,8.

Tento poznatek a z né& vyplyvajici novy pohled na hodnoceni hemokoagulace pomoci
ROTEM (hodnoceni sraZlivosti plné krve) vyuzZivdme iv piipravé pacienta na rizné typy
invazivnich vykonl (chirurgickd operace, zavedeni centrdlniho Zilniho katétru, drendZ atd.),
naSe data ale zatim nebyla publikovana.

Zaveérem prace chci konstatovat, Ze i pies patologicky prodlouzené hodnoty protrombinového
Casu lze provést vykon, jako je chirurgickd tracheostomie, bez krvacivych komplikaci, pokud

vysledky ROTEM jsou normdlni.
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9. Zavér

Tromboelastografické vySetfeni krve poskytuje na rozdil od béZnych hemokoagulacnich testa
informace o srdzeni plné krve v kratkém case. VySetfenim jednotlivych fazi srdZzeni (iniciacni
faze, propagacni, pevnost koagula, fibrinolyza) umoziuje cilené terapeuticky zasdhnout do
postizené Casti srdzeni. Ve srovnani s béznymi hemokoagula¢nimi testy PT, APTT ma tato
metoda fadu vyhod i nevyhod, které jsem se v této habilitacni praci snaZzil popsat, vysvétlit
a poukdzat na zptisob, jak vyhody této metody vyuzit v klinické praxi a nabidnout alespon

¢astecné feSeni problému souvisejicich s jejim pouZivanim.

V' prvni ¢dsti jsem se vénoval metodologii vySetieni.

Zjistil jsem, Ze pro vySetfeni TEG u septickych pacientil 1ze pouZit jak arteridlni, tak i vendzni
krev, jelikoZ mezi nimi nejsou statisticky vyznamné rozdily v parametrech TEG. Nicmén¢ ke
sledovani dynamiky zmén (opakované vysetfovani) doporucujeme misto odbéru nezaménovat.
Pouzivani heparindzovych kyvet muize byt piiinou obrazu falesné fibrinolyzy, a proto by
nem¢ély byt standardné pouZivany za tcelem neutralizace vlivu heparinového proplachu cévnich
setll. Alternativou je pouZiti jiného zplsobu eliminace heparinu ze setu, napf. odtdhnutim
a znehodnocenim dostatecného objemu krve (petindsobku mrtvého prostoru cévniho setu) pred
samotnym odbérem krevniho vzorku pro vySetieni TEG. Pomoci TEG je moZné zachytit
pfitomnost endogennich heparinoidii v perioperacnim obdobi, které mohou pacienta ohrozit
zvySenym krvicenim. Adekvatnost zvaZzované terapie lze pfed samotnym podanim Iéku
pacientovi ovéfit in vitro. Nativni metoda TEG se oproti kaolinem aktivované jevi jako
hodnovérnéjsi a 1épe koreluje s klinickym stavem pacienta. Vysledky kaolinem aktivovaného
TEG musime proto hodnotit obezietné. Citratové krevni vzorky nativntho TEG ¢i1 TEG
aktivovaného kaolinem jsou nestabilni v Case, nicméné jiz po 15 minutach dochézi k jejich
stabilizaci. Pokud se nejednd o urgentni situaci, je vhodnéjsi pouzit nativni metodu (bez
kaolinu), vyuzit fenoménu ,,aktivace casem* a vySetieni provést za 15-30 minut od odbéru.

I pii vySetieni ROTEM je citratovy nativni vzorek v Case nestabilni, nicméné po 20 minutach
1 zde dochdzi ke stabilizaci vzorku. JelikoZ nejstabilngjsi parametry NATEM jsou mezi 30.
a 60. minutou, doporuCujeme provadét ROTEM v tomto casovém okné, které je velice
praktické pro béZnou praxi (transport krevniho vzorku na misto analyzy). Hypotermickou

koagulopatii detekovanou pomoci TEG/ROTEM lze in vitro efektivné korigovat podanim

fibrinogenu. Nicméné¢ po zahtéti vzorku do normotermie lze pozorovat hyperkoagulacni trend.

53



Pokud neni mozné soucasné provadét vysetteni TEG/ROTEM pii standardni teploté 37°C a pfi
37°C.

Vé&iim, ze tyto prace ptisp¢ji ke standardizaci tromboelastografickych metod.

V druhé casti jsem se vénoval vyuZiti tromboelastografickych metod v lécbé Zivot
ohrozujiciho krvdceni (ZOK).
Ve svych pracich poukazuji na skuteCnost, Ze u tézkého traumatického krvaceni neni mozné

uspesné korigovat vznikajici koagulopatii jen pomoci transfuznich piipravki, a je nutné cilené
substituovat fibrinogen a faktory protrombinového komplexu. Tromboelastografické vySetieni
Ize pouzit k vylouceni tézké hypotermické koagulopatie pii teploté pacienta 33°C. Normalni
vysledky tromboelastografie u krvicejictho pacienta poukazuji na mozZnou piitomnost
chirurgického zdroje krviceni. Laboratorni hemokoagulaéni testy u ZOK nelze z praktickych
divodu pouzivat. I v ptipad¢ terapie koagulopatie a krvaceni zplisobeného pieddvkovanim
warfarinem je mozné vyuzit ROTEM, aipies vysoké INR lze operac¢ni vykon provést bez
krvéacivych komplikaci, pokud jsou hodnoty ROTEM vysetieni normalni.

V ptipadech, kdy pacient krvaci i navzdory normdlnim hodnotdim aktivovanych testl
ROTEM-EXTEM/INTEM, je vhodné provést nativni vySetteni ROTEM-NATEM, které ndm
muZze pomoci odhalit raritni koagulacni poruchu ve smyslu fibrinolyzy ¢i ptitomnosti
fazi k udrzeni rovnovéhy prokoagulacnich i antikoagulacnich faktorii. Jakmile je ale nalezen
atémer oSetfen zdroj krvaceni, muzeme dle ROTEM piistoupit k aplikovani PCC za
ucelem zlepSeni tvorby trombinu a fibrinu.

V prehledovém a edukacnim clanku vysvétluji obecné 1 na prikladech vyuziti ROTEM
v 1écbé perioperacniho krvaceni. Poskytuji piehled rozmezi normdlnich hodnot parametrii
ROTEM pro razné vékové kategorie: normalni hodnoty obecn¢, normélni rozmezi pro t¢hotné
Zeny v tietim trimestru, normdlni hodnoty pro déti O - 3 mésicd, 4 - 12 mésict, 13 - 24 mésic,

2-51let,6-101eta 11 - 16 let. Na zavér nabizim jednoduché schéma terapie ZOK.

V tieti cdsti se se vénuji problematice biochemické a hematologické diagnostiky sepse/SIRS
a postaveni tromboelastografie v hodnoceni dynamickych zmén hemokoagulace.
Zjistil jsem, Ze sekvencni méfeni biochemickych parametri ALT, AST, PCT alL-6 miuzZe

pomoci v casné diferencidlni diagnostice SIRS/Sepse. SIRS i septicky stav ovliviiuje
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hemokoagulaéni profil podobné, a TEG tedy nelze pouZit jako Casny prediktor rozvoje sepse.
U pacientli se sepsi byla zjiSténa signifikantné¢ vysS$i hladina D-dimerd od druhého
pooperacniho dne, od patého dne je signifikantné nizsi fibrinolyza, ¢ehoZ by bylo mozné vyuZzit
pii diferencidlni diagnostice septického stavu. Hemokoagula¢ni profil jak pacient se SIRS, tak
hodnotdm PT-INR a nalezend nizkd hladina antitrombinu je spojena s rozvojem orgdnové
dysfunkce. Z toho vyplyv4, Ze udrZeni normalni hladiny antitrombinu by mohlo zabrénit rozvoji
organové dysfunkce. Charakter hemokoagulacnich zmén se v ¢ase méni a v sepsi progreduje do
hypokoagula¢niho stavu, pravdépodobné jako dusledek DIK, ktery byl spojen se zhorSenim

SOFA skore. Pacienti se SIRS jsou na druhou stranu vice vystaveni riziku vzniku trombdzy.

Ve ctvrté casti poukazuji na vyznam ROTEM jako pomocného vySetieni v oblasti diagnostiky
a monitoraci ucinnosti terapie v pripadé diseminované intravaskuldarni koagulace (DIK).
Zjistil jsem, Ze pomoci ROTEM vySetteni 1ze zachytit hypokoagulacni stav pfi suspektnim DIK
(v peripartdlnim obdobi), ktery se po podani antitrombinu normalizoval, a i laboratorn¢ doslo
k zastaveni konzumpce koagulac¢nich faktori. Nativni ROTEM-NATEM muze byt nipomocny
v diagnostice heparinové rezistence vzniklé v prib¢hu terapie DIK u pacientky s tézkou sepsi.
Progresi DIK se podafilo zabranit kombinovanou terapii nefrakcionovaného heparinu
(anti Xa 0,5) a udrZovanim dostatecné hladiny antitrombinu (> 90%).

V pdté a Sesté cdsti této prdace popisuji klinicky dopad rutinniho pouZivini ROTEM za
ticelem hodnoceni hemokoagulace u pacientii na JIP a pouZivdni této metody i v obdobi
pied invazivnim zdkrokem v piipadé patologicky prodlouZenych hodnot standardnich
hemokoagulacnich testit PT/APTT.

Vysettovani srazlivosti plné krve pomoci ROTEM méni dosavadni pohled na hemokoagulace.
Ukazuje se, Ze vysledky ROTEM Iépe koresponduji s klinickym stavem pacienta v porovnéni
se standardnimi hemokoagula¢ni testy PT/APTT. V. mnoha pfipadech nachdzime u pacientli na
JIP i navzdory prodlouzenym hodnotim PT/APTT normokoagulatni nebo spise
hyperkoagulacni stav. LéCba perioperacniho krvaceni pomoci ROTEM je spojena s mensSim
mnozstvim podavéni transfuznich piipravkti a se sniZenim morbidity a mortality pacientd.
Jednoduchost metody ROTEM a rychlost dostupnosti vysledkii vedly u naSich Iékati
k oblibenosti tohoto vySetieni a k jeho rutinnimu vyuZivani nejenom uZOK, ale

i v perioperacnim obdobi. Adopce tohoto nového paradigmatu - hodnoceni srdzeni plné krve
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pomoci ROTEM vyaustila na naSem oddéleni k vyraznému sniZeni podavéni krevni plazmy,
a toaz o 66%, bez vzniku krvacivych komplikaci.

V posledni praci poukazuji na moznost vyuZziti ROTEM i pii hodnoceni srazeni krve pred
invazivnim vykonem. Zjistil jsem, Ze i v pfipad¢ patologicky prodlouzenych hodnot
protrombinového Casu lze provést vykon, jako je chirurgickd tracheostomie, bez krvacivych
komplikaci, pokud jsou vysledky ROTEM normalni. Tohoto poznatku vyuzZivame i pied jinymi
typy invazivnich vykoni (chirurgicka operace, zavedeni centrdlniho Zilnitho katétru, drendz
atd.), tato data vSak zatim nebyla publikovadna. Existuje jenom minimum prici, které by se
zabyvaly touto problematikou, a proto bude tato oblast i nadéle cilem naSeho dalSiho

vyzkumu.
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