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Streszczenie

Rozpoznawanie skaz krwotocznych jest procesem zlozonym, na ktory skladajq sie precyzyjnie zebra-
ny wywiady od chorego oraz od jego rodziny, skrupulatnie przeprowadzone badanie przedmiotowe
oraz wilasciwy dobor 1 wykonanie testow laboratoryjnych w celu ustalenia ostatecznego rozpoznania.
W niniejszym artykule przedstawiono obowigzujgce zasady rozpoznawania skaz krwotocznych, ze
zwroceniem bacznej uwagi na interpretacje wynikow badan laboratoryjnych. W kosicowej czesci
pracy zamieszczono algorytmy postepowania diagnostycznego integrujgce wywiad krwotoczny pa-
cjenta z wynikami testow laboratoryjnych oceniajgcych sprawnosc hemostazy.

Stowa kluczowe: hemostaza, wrodzone/nabyte skazy krwotoczne, testy laboratoryjne
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Abstract

Recognising haemorrhagic disorders is a complex process which entails using an accurate personal
medical or family history, meticulous physical examination and selecting the appropriate laboratory
tests for making a final diagnosis. This paper describes currently applicable principles for diagnosis
of bleeding disorders, specially emphasising how laboratory findings are interpreted. In the last part
of the paper we present diagnostic algorithms that integrate the patient’s history of bleeding with

laboratory results regarding hemostasis.
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Wprowadzenie

Samoistne krwawienie jest zawsze odchyle-
niem od stanu prawidlowego, a jedynym wyjatkiem
od tej reguly pozostaje krwawienie miesigczkowe,
o ile nie wigze sie z nadmierng utrata krwi. Nawet
po duzym urazie, prowadzacym do przerwania cia-
glosci lozyska naczyniowego, sprawne elementy
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hemostazy zapewniaja zwykle szybkie zatrzymanie
krwawienia. OczywiScie zdarzaja sie sytuacje, w kto-
rych w pelni efektywna hemostaza nie jest w stanie
zapobiec nadmiernemu wyplywowi krwi. Tak dzieje
sie w przypadku uszkodzenia wiekszych tetnic lub
zyt, na przykiad wskutek zranienia chirurgicznego.

Waznymi elementami procesu diagnostycz-
nego w rozpoznawaniu zaburzen hemostazy
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Tabela 1. Wrodzone i nabyte skazy krwotoczne

Table 1. Inherited and acquired bleeding disorders

Typ skazy krwotocznej

Choroba/stan kliniczny

Przyktady

Wrodzone Dziedziczne niedobory Hemofilia A (niedobdr FVIII), hemofilia B (niedobdr FIX), niedobor
czynnikow krzepniecia czynnikow I, V, VII, X, XI, XllI, choroba von Willebranda, ztozony
niedobdr FV i FVIII, ztozony niedobér czynnikéw zespotu
protrombiny (Il, VII, IX i X)
Trombocytopatie Trombastenia Glanzmanna, zesp6t Bernarda-Souliera i in.
Skazy naczyniowe Wrodzona naczyniakowatos$¢ krwotoczna, zespét Ehlersa-Danlosa,
zespot Marfana i in.
Zaburzenia fibrynolizy Niedobor a,-antyplazminy, niedobér inhibitora aktywatora
plazminogenu typu 1 iin.
Nabyte Matoptytkowosci Auto- i alloimmunologiczne, hipersplenizm, polekowe, hipoplazja
szpiku, zespot rozsianego krzepniecia wewnatrznaczyniowego
Choroby watroby Marskos¢, przeszczepienie watroby, ostra niewydolnos¢ watroby

Zespot rozsianego
krzepniecia
wewnatrznaczyniowego

Ostry lub przewlekty, np. w przebiegu posocznicy, powiktan cigzy
i porodu, rozlegtych urazéw

W przebiegu choréb
hematologicznych

Ostre biataczki, zespdt mielodysplastyczny, nowotwory
mieloproliferacyjne, szpiczak plazmocytowy

Niedobor witaminy K

Zespot ztego wehtaniania, choroba krwotoczna noworodkow,
przewlekfa antybiotykoterapia, zéttaczka mechaniczna

Immunokoagulopatie

Nabyta hemofilia A, nabyty zesp6t von Willebranda, inhibitory
wobec innych czynnikéw krzepniecia

Skazy naczyniowe

Plamica Henocha-Schénleina, plamica starcza, plamica
posteroidowa i in.

Polekowe

Leki przeciwptytkowe, leki przeciwkrzepliwe, leki mielosupresyjne,

niesteroidowe leki przeciwzapalne

F (factor) — czynnik krzepniecia

prowadzacych do wystgpienia krwawien sg: 1)
wywiad od chorego, 2) wywiad rodzinny (wywiady
te pozwalaja wstepnie odroznic¢ chorobe wrodzong
od nabytej), 3) skrupulatne badanie przedmiotowe,
4) wiasciwy dobor badan laboratoryjnych w celu
ustalenia prawidiowego rozpoznania.

W niniejszym artykule przedstawiono zasady
rozpoznawania skaz krwotocznych, z uwzglednie-
niem charakterystycznych objawow podmiotowych
1 przedmiotowych oraz omoéwiono zasady interpre-
tacji wynikow testow laboratoryjnych wykorzysty-
wanych w diagnostyce tej grupy chorob.

Definicja i klasyfikacja
skaz krwotocznych

Mianem skazy krwotocznej okresla sie skion-
no$¢ do nadmiernych krwawien wywolang zabu-
rzeniami w ukladzie hemostazy. Skazy krwotocz-
ne mozna dzieli¢ wedle r6znych kryteriow [1].
Najczesciej podziat dotyczy elementu hemostazy,
ktorego funkcja ulegla zaburzeniu. Wyrdznia sie
wowczas skazy krwotoczne naczyniowe, plytko-
we (wynikajace z zaburzen liczby plytek krwi lub

304

z upo$ledzenia ich funkcji), osoczowe (wynikajace
z niedoboréw czynnikow krzepniecia), wywolane
wzmozong aktywno§cig fibrynolizy i zlozone,
w ktorych wiecej niz jeden element hemostazy
jest uposledzony.

Innym kryterium podzialu moze by¢ wrodzony
lub nabyty charakter skazy krwotocznej (tab. 1).
O ile wrodzone skazy krwotoczne s3 najczesSciej
powodowane pojedynczym defektem hemostazy,
o tyle nabyte s3 zwykle wynikiem uposledzenia
funkgji kilku elementéw hemostazy.

Objawy podmiotowe i przedmiotowe

Wystepowanie od wczesnego dziecinstwa
sktonnos$ci do nadmiernych krwawien powinno
nasuwac podejrzenie wrodzonej skazy krwotocz-
nej. Uwarunkowany genetycznie brak czynnika
(F, factor) XIII 1 wrodzona afibrynogenemia obja-
wiaja sie zaraz po urodzeniu krwawieniami z kikuta
pepowiny. Dla braku FXIII patognomonicznym
objawem jest samoistne krwawienie rodmoézgowe
[2]. Inne wrodzone skazy krwotoczne maja tagod-
niejszy przebieg 1 pierwsze objawy obserwuje sie
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zwykle w poZniejszym okresie zycia. Podejrzenie
dziedzicznej skazy krwotocznej staje sie jeszcze
bardziej zasadne, gdy u innych czlonkéw rodziny juz
wykryto skaze krwotoczng. Sposrod wrodzonych
skaz krwotocznych tylko hemofilie A 1 B dziedziczy
sie w sposob sprzezony z picig (choruja mezczyzni,
za$ kobiety sa nosicielkami) [3]. Pozostale wro-
dzone skazy krwotoczne dziedziczg sie w sposob
autosomalny, zatem kobiety choruja na nie tak samo
czesto jak mezczyzni.

Wykrycie pewnych choréb moze ukierunko-
wac poszukiwanie okreSlonej skazy krwotoczne;.
Na przyklad angiodysplazja przewodu pokarmo-
wego nierzadko wspolistnieje z choroba von Wille-
branda (VWD, von Willebrand disease) 1 prowadzi do
czestych i ciezkich krwawien z przewodu pokarmo-
wego. U pacjentéw z wrodzong skazg naczyniowa
wtorna do zaburzen tkanki facznej (zespot Ehlersa-
-Danlosa) obserwuje sie bardzo charakterystyczne
objawy — nadmiernie rozciagliwa skore i sktonno$¢
do podwichnie¢ stawow. Z kolei w przebiegu no-
wotworow mieloproliferacyjnych (nadpiytkowoSci
samoistnej 1 czerwienicy prawdziwej) moze sie roz-
wing¢ nabyty zespo6t von Willebranda, objawiajacy
sie miedzy innymi intensywnymi krwawieniami
Sluzowkowymi.

Zabiegi inwazyjne, w tym ekstrakcje zebow
oraz operacje chirurgiczne, sa czulym testem
sprawno$ci uktadu hemostazy. O nadmiernym
krwawieniu mozna méwi¢ wtedy, gdy objetosé
utraconej krwi jest wieksza od przecietnej objetosci
krwi traconej przez pacjentow poddawanych ok-
reS§lonemu zabiegowi lub operacji. Obiektywnymi
wskaznikami utraconej krwi moga by¢ stezenia
hemoglobiny sprzed i po operacji, liczba jednostek
krwi przetoczonych w okresie okolooperacyjnym,
objetoS¢ krwi ewakuowanej z rany operacyjnej
przez dreny. Nie mozna jednak zapominac, ze naj-
czestsza przyczyna utrzymujacego sie krwawienia
z rany operacyjnej nie jest skaza krwotoczna, lecz
brak miejscowej hemostazy, czyli skaleczone chi-
rurgicznie naczynie krwionos$ne.

Przyczyna wystapienia nadmiernych krwawien
u pacjenta stosujacego leki przeciwzakrzepowe
moze by¢ ich przedawkowanie. Skionnos¢ do krwa-
wien moze wystapié u osoby stosujacej leki prze-
ciwzakrzepowe takze wowczas, gdy wspolistnieje
fagodna, uprzednio nierozpoznana, skaza krwo-
toczna, na przyklad wrodzona trombocytopatia,
ktora objawia sie z chwilg jatrogennego poglebienia
defektu hemostazy. Niesteroidowe leki przeciw-
zapalne upos$ledzaja funkcje ptytek krwiimogg by¢
przyczyna nadmiernych krwawien, zwlaszcza u pa-
cjentow z dodatkowymi, nawet niezbyt nasilonymi,

Edyta Odnoczko 1 wsp., Diagnostyka skaz krwotocznych

defektami hemostazy, jak chociazby nieznaczna ma-
toptytkowos§¢. U pacjentdéw z podejrzeniem skazy
krwotocznej nalezy unikac lekéw uposledzajacych
hemostaze (np. kwasu acetylosalicylowego) oraz
procedur inwazyjnych grozacych powikianiami
krwotocznymi, w tym iniekcji domie$niowych.

Objawy skazy krwotocznej wynikajace;j
z zaburzen pierwotnej hemostazy (Sciana naczyn
1 plytki krwi) roznia sie od objawow skazy krwo-
tocznej na tle zaburzen hemostazy wtornej (czynni-
ki krzepniecia 1 ukiad fibrynolizy) [3]. O ile defekt
budowy $ciany naczyn krwiono$nych i liczby badz
funkcji plytek krwi prowadza przede wszystkim
do krwawien w obrebie bton §luzowych 1 skory,
o tyle niedobry czynnikéw krzepniecia krwi objawiajg
sie formowaniem krwiakow w obrebie r6znych
narzadéw. Typowym objawem maloptytkowoSci
sg petocje na skorze konczyn dolnych i1 gérnych
oraz krwawienia z nosa i dziasel. Z kolei charak-
terystycznym objawem ciezkich hemofilii AiB sg
samoistne krwawienia do stawoéw i mie$ni. Nad-
mierne krwawienia miesigczkowe moga wynikaé
zarowno z zaburzen hemostazy pierwotnej, jak
1 wtorne;j.

Pomocny w uporzadkowaniu zbierania in-
formacji na temat skionno$ci do krwawien jest
punktowy kwestionariusz rekomendowany przez
International Society on Thrombosis and Haemo-
stasis ISTH) (www.isth.org).

Diagnostyka laboratoryjna
skaz krwotocznych

Waznym aspektem rozpoznawania skaz krwo-
tocznych jest wlaSciwe postepowanie przed-
analityczne, na ktore sktadaja sie czynnoSci
wykonywane przez personel medyczny przed
przystapieniem do analizy laboratoryjnej, a mia-
nowicie: przygotowanie pacjenta do badan, pobra-
nie probek krwi, przygotowanie probek osocza
cytrynianowego i ich przechowywanie, transport
materiatu do laboratorium [4]. Warto podkresli¢,
ze etap przedanalityczny 1gczy sie z najwyzszym
ryzykiem wystapienia bledu w calym procesie
diagnostyki laboratoryjnej [5]. Dlatego poprawne
wykonywanie czynno§ci etapu przedanalityczne-
go warunkuje otrzymanie wiarygodnego wyniku
badania laboratoryjnego.

Testy laboratoryjne hemostazy pierwotnej
Panel badan laboratoryjnych, wykorzysty-
wanych do oceny sprawno$ci hemostazy pierwot-
nej, obejmuje test globalny hemostazy pierwot-
nej, czyli pomiar czasu okluzji (CT, closure time)
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w analizatorze PFA-100 (lub PFA-200) (platelet
function analyser, Siemens, Niemcy), a takze
testy swoiste — cytometryczng ocene gestosci
glikoprotein (GP, glicoprotein), blonowych plytek,
badanie zdolnoSci plytek do agregacji pod wpltywem
czynnikéw agregujacych (agonistow), okreslenie
stezenia roznych bialek wewnatrzptytkowych iich
metabolitow oraz badania genetyczne [6]. Do pod-
stawowych testow pierwotnej hemostazy zalicza
sie takze automatyczny pomiar liczby i objeto$ci
plytek krwi (MPYV, mean platelet volume), ktory
rutynowo jest oznaczany w analizatorach hema-
tologicznych.

Jeszcze kilka czy kilkana$cie lat temu to
pomiar czasu krwawienia (BT, bleeding time) byt
badaniem rutynowo wykorzystywanym do oceny
hemostazy pierwotnej. Dzi§ w wiekszo§ci laborato-
riow hemostazy pomiar CT w PFA-100/200 z powo-
dzeniem zastapil BT. Zasada testu PFA CT polega
na tym, ze w analizatorze PFA-100/200 peina krew
cytrynianowa jest pobierana pod wplywem pod-
ci$nienia przez kapilare imitujgca naczynie krwio-
no$ne o wysokim module $cinania (5000-6000/s).
W jednorazowych kasetkach testowych ptytki krwi
napotykaja na swej drodze membrane powleczona
kolagenem i epinefryng (Coll/EPI) lub kolagenem
1 difosforanem adenozyny (ADP, adenosine dipho-
sphate) (Coll/ADP), w ktorej znajduje sie szczelina.
Kontakt ptytek krwi z tymi agonistami sprawia, ze
za poSrednictwem czynnika von Willebranda (vVWE
von Willebrand factor) dochodzi do adhezji ptytek
do kolagenu na membranie, w wyniku czego po-
wstaje czop plytkowy zamykajacy Swiatlo szczeliny
(okluzja). Czas potrzebny do zamkniecia otworu
w membranie to CT, ktory stanowi wyrazany
w sekundach wynik testu. Uzyskanie prawidiowego
wyniku CT w teScie Coll/EPI i Coll/ADP pozwala
na wykluczenie ciezkiej postaci vWD, gtebokiej
maloptytkowosSci oraz ciezkich trombocytopatii
[7]. Test PFA-100/200 cechuje jednak mata czuto$¢
w diagnostyce tagodnych zaburzen hemostazy
pierwotnej.

Testy agregacji plytek krwi zalicza sie do swo-
istych testow hemostazy pierwotnej. Badanie to
mozna przeprowadzi¢ w osoczu bogatoplytkowym
(PRP, platelet rich plasma) metoda agregometrii
optycznej (LTA, light transmission aggregometry),
uwazanej za ,,zloty standard” w diagnostyce za-
burzen funkcji plytek krwi, badZz w krwi pelnej
— metoda agregometrii impedancyjnej [8]. Istota
LTA jest pomiar zmian przepuszczalno$ci (trans-
mitancji) Swiatla przechodzacego przez probke
PRP podczas agregacji ptytek indukowanej agoni-
stami. Standardowy panel agonistow tworza: ADP,

epinefryna, kolagen typu I, kwas arachidonowy,
rystocetyna. Zmierzona warto§¢ transmitancji
jest wyrazana w % agregacji (w odniesieniu do
wynikow agregacji prawidlowego PRP). Wartosci
referencyjne zwykle zawieraja sie w przedziale
60-90%. Krzywa agregacji jest graficzng ilustracja
tempa tworzeniai,,jakoSci” agregatow plytkowych.
Do ograniczen LTA naleza: ztozono$§é procedury
wykonania, znaczna objeto$¢é krwi potrzebnej do
wykonania badania (nawet 20-25 ml), konieczno§¢
przeprowadzenia oznaczenia w ciggu 4 godzin
od pobrania krwi, wplyw licznych czynnikow
przedanalitycznych 1 analitycznych, trudnoSci
w standaryzacji metody (co rowniez wyklucza moz-
liwo$¢ porownania wynikow miedzy laboratoriami).
Interpretacja wynikow testow agregacji pltytek krwi
moze sprawia¢ wiele trudnoSci, dlatego niezbed-
ne jest doSwiadczenie osoby analizujacej krzywe
agregacyjne. Druga metoda pozwalajaca na ocene
funkcji plytek krwi jest agregometria impedancyj-
na prowadzona w probce krwi pelnej. Zasada tej
metody jest przyleganie zaktywowanych agonista
plytek krwi do powierzchni elektrod, co prowadzi
do wzrostu oporu elektrycznego (impedancji)
miedzy elektrodami w naczyniu pomiarowym. Do
stymulacji krwinek plytkowych wykorzystuje sie
podstawowy panel czynnikdéw agregujacych, choé
w odmiennych stezeniach. Warto podkreslic, ze od-
powiedz plytek krwi na te zwigzki w przypadku LTA
1agregometrii impedancyjnej jest rézna, zwlaszcza
w obecnos$ci ADP i epinefryny. Wynik pomiaru
wyrazony w omach (Q) moze by¢ konwertowany
na arbitralne jednostki agregacji. Ograniczeniami
tej techniki sa wplyw warto§ci hematokrytu, liczby
plytek krwi, liczby leukocytow, za$ zaletami —
chociazby mniejsza objeto$é krwi potrzebnej do
wykonania badania czy mozliwo$¢ wykluczenia
wplywu czynnikow zwigzanych z przygotowaniem
osocza. Jednak, mimo to, metoda impedancyjna
jest rzadziej stosowana w laboratoriach hemostazy
niz LTA. Obecnie w literaturze brakuje szerzej
zakrojonych badan poréwnawczych LTA z metoda
impedancyjng oraz, tym bardziej, brakuje doswiad-
czen klinicznych opisujacych ich przydatnosé
w diagnostyce zaburzen funkcji ptytek krwi.
Cytometria przeplywowa (FCM, flow cytome-
try) jest powszechnie znang technika umozliwiajaca
ocene ekspresji (stezenia) GP powierzchniowych
krwinek plytkowych. Badanie cytometryczne
GP plytkowych wykonuje sie u pacjentéw z od-
chyleniami w wynikach testow agregacji i/lub
istotnym wywiadem klinicznym wskazujacym na
trombocytopatie. Dlatego FCM odgrywa wazng
role w diagnostyce miedzy innymi trombastenii
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Rycina 1. Schemat kaskady krzepniecia krwi i zasieg
testoéw przesiewowych; APTT — czas cze$ciowej trom-
boplastyny po aktywacji; F — czynnik krzepniecia; PK —
prekalikreina; HMWK — wielkoczgsteczkowy kininogen;
PL — fosfolipidy; TF — czynnik tkankowy; PT — czas
protrombinowy; TT — czas trombinowy

Figure 1. Scheme of the blood coagulation cascade
and scope of screening tests; APTT — activated partial
thromboplastin time; F — factor; PK — prekallikrein;
HMWK — high molecular weight kininogen; PL — phos-
pholipids; TF — tissue factor; PT — prothrombin time;
TT — thrombin time

Glanzmanna (niedobor lub brak GPIIb/IIIa) i ze-
spolu Bernadarda-Souliera (deficyt GPIb/IX/V) [9].

Rozpoznanie niektorych bardzo rzadko wy-
stepujacych skaz ptytkowych wymaga zastoso-
wania wysokospecjalistycznych testow [10, 11].
Na przykiad w diagnostyce zaburzen uwalniania
substancji wewnatrzplytkowych wykorzystuje sie
pomiar luminescencji w ocenie procesu wydzielania
nukleotydow adeninowych (adenozytrifosforanu
[ATP, adenosine triphosphate] 1 ADP), analize ziarni-
stosci gestych w mikroskopie elektronowym, ozna-
czenia uwalniania serotoniny z ziarnistosci gestych,
oznaczenia stezenia markerow aktywacji plytek
(B-tromboglobuliny [-T'G] lub czynnika piytkowe-
go 4 [PF4, platelet factor 4]) w osoczu. Dodatkowo
mozna bada¢ produkty przemiany kwasu arachi-
donowego (oznaczajac stezenie tromboksanu B,

Edyta Odnoczko 1 wsp., Diagnostyka skaz krwotocznych

[TxB,, thromboxane B,) w osoczu), metabolity
tromboksanu (11-dehydro-TxB,) badz aktywnoSc
prokoagulacyjng plytek krwi (wykonujac test do-
stepnosci fosfolipidow ptytkowych) [12].

W celu potwierdzenia wrodzonego charakte-
ru trombocytopatii siega sie po techniki biologii
molekularnej, ktore umozliwiaja wykrycie mutacji
sprawczej. Wraz z postepem technik diagnostycz-
nych coraz czeSciej wykonuje sie badania gene-
tyczne w diagnostyce trombastenii Glanzmanna
1 zespole Bernarda-Souliera, a takze pseudo-
-vWD [13].

Testy laboratoryjne hemostazy wtornej

Na panel badan stuzacych ocenie wtornej
hemostazy skiadajg sie: 1) testy przesiewowe he-
mostazy, czyli pomiary czas6w krzepniecia osocza
pod wplywem roznych aktywator6w i pomiar ste-
zenia fibrynogenu oraz 2) testy swoiste hemostazy
obejmujace miedzy innymi oznaczanie aktywnosci
1/lub zawartoSci czynnikow krzepniecia, 3) testy
do oceny sprawnosci fibrynolizy oraz 4) testy do
oceny globalnego procesu krzepniecia osocza lub
pelnej krwi.

Testy przesiewowe krzepniecia osoczowego

Czas czeSciowej tromboplastyny po aktywa-
cji (APTT, activated partial thromboplastin time)
definiuje sie jako czas krzepniecia osocza po mak-
symalnej aktywacji FXI 1 FXII. W tym teScie do
osocza ubogoplytkowego jest dodawany aktywator
czynnika kontaktu oraz fosfolipidy. W kolejnym
etapie mieszanina jest inkubowana przez 3-5 mi-
nut w temperaturze 37°C, a nastepnie dodaje sie
chlorek wapnia 1 mierzy czas do powstania wiokien
fibryny (wynik prawidtowy zwykle wynosi ok. 30 s).
Czas czeSciowej tromboplastyny po aktywacji stuzy
do oceny sprawno$ci tak zwanego wewnatrzpo-
chodnego szlaku aktywacji krzepniecia i drogi
wspolnej (ryc. 1). Do przediuzenia APTT dochodzi
w sytuacji niedoboru czynnikow XII, XI, IX, VIII
oraz w mniejszym stopniu II, V, X i fibrynogenu.
Najwieksze wydiuzenie APTT (wynik trzycyfrowy)
obserwuje sie w niedoborze czynnikow kontaktu
— FXII, prekalikreiny oraz wielkoczasteczkowego
kininogenu [14].

Czas protrombinowy (PT, prothrombin time)
jest testem, w ktérym rowne objetoSci osocza
ubogoplytkowego i odczynnika zawierajacego trom-
boplastyne tkankowa (tj. czynnik tkankowy (TE,
tissue factor) oraz chlorek wapnia sa inkubowane
przez minute w temperaturze 37°C. Wiazac sie
z FVII, TF inicjuje proces krzepniecia. Punktem
koncowym pomiaru PT jest powstanie fibryny,
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co w tym ukladzie testowym zwykle zajmuje 8-
-15 s. Z definicji PT jest zatem miarg zewnatrz-
pochodnego szlaku aktywacji protrombiny i drogi
wspolnej. Warto$¢ PT ulega wydiuzeniu w niedoborze
FVII i w poréwnaniu z APTT jest on bardziej czuly
na niedobory czynnikéw drogi wspolnej — II, V, X.
Czas protrombinowy jest natomiast znacznie mniej
wrazliwy od APTT na obecno$¢ heparyny w osoczu.

Czas trombinowy (TT, thrombin time) to test
obrazujacy reakcje zachodzace miedzy trombing
1 fibrynogenem, w ktéorym do osocza ubogoplyt-
kowego dodaje sie trombine, co powoduje bezpo-
Srednie wykrzepianie fibrynogenu z pominieciem
aktywacji pozostalych czynnikéw krzepniecia.
Prawidlowo do powstania skrzepu w tym ukladzie
testowym dochodzi w czasie 1621 s. Wynik TT jest
wydtuzony z powodu zmniejszonego stezenia lub
zaburzonej struktury fibrynogenu, zwiekszonego
stezenia produktow degradacji fibrynogenu i/lub fi-
bryny lub w obecno$ci heparyny niefrakcjonowane;.

Czas reptylazowy (RT, reptilase time) to czas
krzepniecia osocza po aktywacji enzymem (repty-
laza) uzyskanym z jadu weza Bothropsatrox (stad
inna nazwa tego testu — czas batroksobinowy).
Reptylaza wykazuje podobna aktywno$¢ jak trom-
bina, lecz w odrdéznieniu od niej nie poddaje sie
dziataniu heparyny i hirudyny. Prawidlowy wynik
RT iprzediuzony TT tej samej probki osocza wska-
zuja na obecno$¢ heparyny.

Test korekcji (test mieszania osocza) to badanie
wykonywane w sytuacji uzyskania istotnie przedtu-
zonego wyniku przesiewowego czasu Krzepniecia
osocza pacjenta. Test ten jest bardzo przydatny
w roznicowaniu przyczyn wydiuzenia APTT lub PT,
tj. niedoboru czynnikéw Krzepniecia zaleznego
od obecno$ci krazacego antykoagulantu [15, 16].
Polega on na wykonaniu ponownego pomiaru czasu
krzepniecia (APTT lub PT) w mieszaninie 1:1 oso-
cza pacjenta z osoczem prawidlowym, ktora podda-
no godzinnej inkubacji w 37°C. Uzyskanie korekcji,
tj. istotnego skrocenia (niekiedy normalizacji) czasu
krzepniecia mieszaniny w porownaniu z czasem
krzepniecia osocza pacjenta, wskazuje na niedo-
bor czynnika krzepniecia. Natomiast brak korekcji
(istotnego skrocenia) czasu krzepniecia mieszaniny
W porOwnaniu z czasem Krzepniecia osocza pacjen-
ta sugeruje obecno$¢ krazacego antykoagulantu.
W rutynowe;j diagnostyce skaz krwotocznych naj-
czesciej wykorzystuje sie test korekcji APTT, ktory
jest wykonywany w przypadku podejrzenia obec-
noSci inhibitora FVIII (wrodzona hemofilia A po-
wiklana inhibitorem FVIII lub nabyta hemofilia A).

Stezenie fibrynogenu mozna mierzy¢ roznymi
metodami laboratoryjnymi, miedzy innymi nefelo-

metryczng, immunoenzymatyczna, immunodyfuzji
radialnej 1 kolorymetryczng; metoda oparta na
pomiarze PT (ze wzgledu na niska dokiadno§¢
pomiaréw) nie jest zalecana. NajczeSciej jednak
stosuje sie metode Claussa wykorzystujaca pomiar
TT, w ktoérej do rozcienczonego osocza badanego
dodaje sie trombine w wysokim stezeniu. Czas
krzepniecia tej mieszaniny jest odnoszony do krzy-
wej kalibracyjnej 1 jest on odwrotnie proporcjonalny
do stezenia fibrynogenu. Prawidlowe stezenie
fibrynogenu zawiera sie zwykle w przedziale 1,8—
-4,5 g/l. Wzrost stezenia fibrynogenu obserwuje
sie w stanach zapalnych, chorobach nowotworo-
wych, zespole nerczycowym, kolagenozach, ostrym
zespole wiencowym. Zmniejszone stezenie fibry-
nogenu wystepuje w hipo-, dys- oraz afibrynoge-
nemii, w chorobach watroby i w zespole rozsianego
wykrzepiania wewnatrznaczyniowego.

Testy swoiste hemostazy

Aktywno§¢ czynnikoéw krzepniecia w osoczu
najczeSciej oznacza sie jednostopniowg metoda
koagulacyjna (z wykorzystaniem pomiaru PT lub
APTT) [17, 18]. Rozcienczone osocze badane do-
daje sie do osocza substratowego (pozbawionego
badanego czynnika krzepniecia, ale zawierajacego
pozostate sktadniki osocza), a krzepniecie jest
aktywowane odczynnikiem do PT (pomiar FII, FV,
FVII, FX) lub APTT (pomiar FVIII, FIX, FXI, FXII)
1 chlorkiem wapnia. Poniewaz wszystkie czynniki
krzepniecia, z wyjatkiem czynnika badanego,
znajduja sie w nadmiarze, mieszanina krzepnie
z szybko$cig proporcjonalng do aktywno$ci badane-
go czynnika. Uzyskany czas krzepniecia jest odno-
szony do krzywej kalibracyjnej, wyznaczonej wobec
mianowanego osocza standardowego. Podobna,
choé nieco bardziej skomplikowang, metoda jest me-
toda koagulacyjna dwustopniowa, ktorej, ze wzgledu
na zlozona procedure i brak standaryzacji, nie sto-
suje sie w rutynowej diagnostyce laboratoryjne;.
Z chwila pojawienia sie syntetycznych substratow
chromogennych dwustopniowa metode koagulacyjna
zastapiono dokladniejsza i prostsza w wykonaniu
metoda chromogenna. Metoda chromogenng mozna
bada¢ miedzy innymi aktywno§¢ FVIII 1 FIX.

Do oznaczania stezenia (miana) przeciwcial
skierowanych przeciwko czynnikowi krzepniecia
(tzw. inhibitora czynnika krzepniecia) powszechnie
jest stosowana metoda Bethesda. W tym przypadku
jednakowe objetosci osocza prawidiowego (zrodlo
czynnika, wobec ktorego wykryto inhibitor) dodaje
sie do wielu probek rozcienczonego 0socza pacjen-
ta. Sporzadzone mieszaniny sg inkubowane przez
2 godziny w temperaturze 37°C, po czym mierzy
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sie w nich resztkowa aktywno$¢ odpowiedniego
czynnika krzepniecia. Wynik testu Bethesda wyra-
za sie w jednostkach Bethesda (BU, Bethesda units)
w mililitrze (BU/ml), przy czym jedna jednostka
oznacza taka ilo§¢ przeciwcial, ktéra w opisanych
warunkach neutralizuje 50% aktywnoS$ci danego
czynnika krzepniecia.

Do panelu testow swoistych wykorzystywa-
nych w diagnostyce vWD nalezg badanie zawar-
tosci antygenu 1 aktywnosci vWE ocena zdolno$ci
wiagzania VWF z kolagenem lub FVIII oraz badanie
proporcji poszczegoblnych frakcji multimerow vWF
[19, 20]. Zawarto$¢ antygenu vWF (vWF:Ag, v WF
antigen) najczesciej oznacza sie metodami immuno-
logicznymi, w ktorych stosuje sie monospecyficzne
przeciwciala skierowane przeciwko vWF tworzace
kompleksy z badanym biatkiem. Warto§ci refe-
rencyjne VWF:Ag mieszcza sie w przedziale 50-
-150 jm./dl. Badanie aktywno$ci vWF polega na
ocenie zdolno$ci wiazania VWF z GPIba (GPIb).
Interakcje vVWF z GPIb najczeSciej bada sie w obec-
nosci rystocetyny, mierzac aktywnoS¢ kofaktora
rystocetyny (VWF:RCo, vWF ristocetin cofactor

activity). WartoSci referencyjne mieszcza sie
w przedziale 50-150 jm./dl. Na podstawie wyni-
kow aktywnosci 1 zawartosci vWF mozna obli-
czy¢ wspolczynnik vWF:RCo/vWF:Ag, ktory jest
waznym Kkryterium roéznicowania vWD typu 11 2.
WartosSci tego wspolczynnika wynoszace powyzej
0,6 wskazuja na typ 1, a ponizej 0,6 — na typ 2
(z wyjatkiem podtypu 2N, w ktérym wartoSci sa
takie, jak w typie 1 vWD). Test wigzania vVWF
z kolagenem (VWF:CB, collagen binding assay) jest
immunoenzymatycznym testem do oceny zdolnoS§ci
wigzania kolagenu przede wszystkim z domeng A3
vWE. Czulo§¢ i swoisto$¢ testu vVWF:CB zalezy
w duzej mierze od pochodzenia i typu zastosowa-
nego kolagenu. Wynik badania moze by¢ przydatny
w réznicowaniu podtypow typu 2 vWD. Wigzanie
vWF z FVIII WWEF:FVIIB, FVIII binding capacity of
vWF) to test niezbedny do rozpoznania typu 2N vWD
1 odroznienia tego podtypu vWD od hemofilii A.
W tescie vWEF:FVIIIB okresla sie zdolno§¢ vWF
do przylaczania egzogennego FVIII; wynik ponizej
20% potwierdza rozpoznanie vWD typu 2N. Analiza
multimeréw vWE, to badanie dostarczajace infor-
macji o zawarto§ci i dystrybucji multimeréw vWE
Analiza polega na elektroforetycznym rozdziale
frakcji vWF w zelu agarozowym lub poliakrylami-
dowym, immunoblottingu i ich detekcji. Wyniki
analizy multimeréw vWF pomagajg zr6znicowac
podtypy typu 2 vWD. W podtypie 2A obserwuje
sie niedobo6r duzych i po§rednich multimerow vWE
w podtypie 2B — selektywny niedobor duzych
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multimerdw, natomiast w podtypie 2M rozklad
multimeréw jest prawidlowy.

Badanie obecnoS$ci czynnika XIII w osoczu
zwykle rozpoczyna sie przesiewowym testem
jako$ciowym oceniajacym rozpuszczalno$é skrze-
pu fibrynowego w roztworach o wiasciwos$ciach
kwasowych. Osocze pacjenta inkubowane jest
z chlorkiem wapnia lub mieszaning trombiny, kaolinu
1 wapnia, co skutkuje wykrzepieniem fibrynogenu
do fibryny. W celu stwierdzenia czy powstala fi-
bryna jest stabilizowana FXIII (nierozpuszczalna)
czy tez niestabilizowana (rozpuszczalna), powstaly
skrzep przenosi sie do 5 M roztworu mocznika lub
1% kwasu monochlorooctowego [21]. W przypadku
niedoboru FXIII skrzep rozpuszcza sie w ciggu kil-
ku minut, natomiast skrzep prawidlowego osocza
pozostaje nierozpuszczony przez ponad 24 godziny.
Testem specyficznym do badania aktywno§ci FXIII
W osoczu jest test illoSciowy, w ktorym okresla sie
aktywno$é FXIII jako transglutaminazy metoda
chromogenng.

Ocena fibrynolizy jest najwiekszym wyzwaniem
w diagnostyce laboratoryjnej zaburzen hemostazy.
Wyniki testow fibrynolizy, ze wzgledu na wplyw
licznych czynnikoéw interferujacych, sg trudne
W interpretacji i maja niewielkie znaczenie kliniczne.
Przyktadem testu swoistego fibrynolizy jest czas lizy
skrzepu euglobulin (ELT, euglobulin lysis time). Jest
to matlo czuly test przesiewowy, stanowigcy miare
aktywnos$ci aktywatorow fibrynolizy. Wartosci refe-
rencyjne wynoszg 2-5 godzin. Alfa,-antyplazmina
(a5-AP) jest inhibitorem wolnej plazminy, marke-
rem aktywacji fibrynolizy, a jej niedobér moze byé
przyczyna sklonno$ci do krwawien. Aktywno$c tego
inhibitora najczeSciej oznacza sie metodg chromo-
genna. Warto$ci referencyjne to 70-120%.

Do globalnej oceny hemostazy wykorzystuje
sie: tromboelastografie/tromboelastometrie (TEG/
/TEM, thromboelastography/thromboelastometry)
oraz test generacji trombiny (TGA, thrombin ge-
neration assay). Metody te umozliwiaja graficzne
rejestrowanie dynamiki procesow krzepniecia
1 fibrynolizy oraz ocene fizycznych wiasciwo-
§ci utworzonego skrzepu. Badanie wykonuje sie
w pelnej krwi cytrynianowej po dodaniu jonow
wapnia i/lub innych aktywatorow krzepniecia. Obie
metody wykorzystuje sie glownie w ocenie zlozo-
nych zaburzen hemostazy (np. w czasie zabiegow
kardiochirurgicznych albo transplantacji watroby).
Z kolei TGA to test polegajacy na monitorowaniu
tempa 1 iloSci wytwarzanej trombiny w badanej
probce osocza [22]. W pierwszym etapie tego ba-
dania do osocza dodaje sie TF i fosfolipidy w celu
aktywacji krzepniecia. Powstata w badanym osoczu
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POURAZOWE

* Niedobdr FXI (fagodny,
umiarkowany, ciezki)

* tagodna, umiarkowana
hemofilia A lub B

* Niedobdr FXIl
HMWK lub PK
* Antykoagulant tocznia

* Niedobor FVII

SAMOISTNE (tagodny, umiarkowany, ciezki

* Ciezka hemofilia A lub B

* Typ 3 VWD  Efekt pobrania niewielkich
* Nabyta hemofilia A dawek VKA

¢ Nabyty vWD

* tagodne niedobory Fll, FV lub FX
* Hypofibrynogenemia

* Afibrynogenemia e DIC
* Afibrynogenemia + Choroby watroby
* Ciezkie niedobory FlI, FV lub FX E
* Ztozony wrodzony niedobdr FV i FVIII
¢ Ztozony wrodzony niedobor Fll, FVII, FIX, FX
* Nabyty niedobor Fll, FV

Nabyty niedobér FX (w przebiegu amyloidozy)

* Wrodzony/nabyty

Typ 1, niektére podtypy typu 2 vWD
niedobor FXIII

Dysfunkcje PLT
Dysfibrynogenemia
Niedobér a,-antyplazminy

e o o o

Rycina 2A-E. Algorytmy postepowania diagnostycznego integrujace wywiad krwotoczny pacjenta oraz wyniki testow
przesiewowych hemostazy; F — czynnik krzepniecia; PLT — ptytki krwi; N — wynik prawidtowy; PT — czas protrombi-
nowy; TT — czas trombinowy; APTT — czas czesciowej tromboplastyny po aktywacji; HMWK — wielkoczgsteczkowy
kininogen; PK — prekalikreina; vWD — choroba von Willebranda; VKA — antagonista witaminy K; t— wydtuzony
czas krzepniecia; | — zmniejszona liczba PLT; DIC — zesp6t rozsianego wykrzepiania wewnatrznaczyniowego

Figure 2A-E. Algorithms for diagnostic procedures that integrate patient hemorrhagic history with the results of
screening tests for hemostasis; F — factor; PLT — platelets; N — normal; PT — prothrombin time; TT — thrombin
time; APTT — activated partial thromboplastin time; HMWK — high molecular weight kininogen; PK — prekallikrein;
vWD — von Willebrand disease; VKA — vitamin K antagonists; 1— prolonged clotting time; | — decreased count of
PLT; DIC — disseminated intravascular coagulation

trombina rozszczepia substrat fluorogenny, a zmia-
ny fluorescencji rejestruje sie w czasie rzeczywi-
stym. Wynik TGA jest przedstawiony w postaci
wykresu umozliwiajacego obserwacje stezenia
trombiny w roznych fazach tworzenia sie oraz
lizy skrzepu. Obecnie test TGA wykorzystuje sie
glownie do celow naukowych.

Podsumowanie

Rozpoznawanie skaz krwotocznych jest zlozo-
nym procesem. Na rycinie 2 przedstawiono algo-

rytmy postepowania diagnostycznego integrujace
wywiad krwotoczny pacjenta z wynikami testow
przesiewowych hemostazy.
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