Co se skryva
za laboratornim vysetrenim
Lupus antikoagulans?
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Lupus antikoagulans LA

* Heterogenni skupina nespecifickych protilatek:
* Indukce protrombotického a prozanétlivého
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* Manifestace — trombadzy, aborty, migrény atd.

* Namireny proti negativné nabitym fosfolipidiim
na membrané trombocytl

* Laboratorné prodluzuji test APTT tim, ze
blokuji vazebna mista pro koagulacni déje =
pro vazbu plazmatickych faktord d IR €
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Metodika stanoveni dle ISTH 2009

I. Screeningové testy

II.  Konfirmacni testy

IIl. Korekcni smésné testy

Od 1.9.2019 nové doporuceni CHS JEP pro diagnostiku LA




. Screeningove testy

* 2 testy nartzném principu (APTT a jed Russelovy zmije)

* Screeningové reagencie obsahuji malé mnozstvi fosfolipidli = pokud jsou
pritomny LA protilatky, zablokuji vazebna mista pro koagulacni déje =
koagulacni ¢as je prodlouzeny

*  Hodnoceni: R = ¢as pacienta
Cut-Off R<1,2 cas normalni plazmy




|. Konfirmacni testy

* 2 testy nartzném principu (APTT a jed Russelovy zmije)

*  Konfirmaéni reagencie obsahuji nadbytek fosfolipidl = vyvazi pritomné LA

protilatky = zbylé fosfolipidy poskytnou volna vazebna mista pro koagulacni
déje = koagulacni cCas se zkrati

*  Hodnoceni:
 Cut-Off R<1,2

cas pacienta

R =

cas normalni plazmy




Normalizované Ratio NR

* Normalizovany pomér mezi pomery screeningu a konfirmace:

_ Screen ratio

NR

Confirm ratio

Hodnoceni:
Cut-Off NR< 1,2




1]. Korekcni smesne testy

*  Provedou se v pripade pozitivity screeningového nebo konfirmacniho testu

*  Smicha se plazma pacienta + normalni plazma v poméru 1:1 a znovu se
zmeri test, ktery byl pozitivni

*  Meérise hned bez inkubace

*  Hodnoceni:
*  PomeérR

cas 1:1
*  Cut-Off<1,3 R== P
cas normalni plazmy
* Rosnertiv index RI, ICA ¢as 1:1 — ¢as normalni plazm
RI Y %100

°  Cut-Off <12

cas pacienta




Priprava vzorku

- Odbér 2x 4,5 ml krve do citratu sodného 3,2% 0,109 mol/I
* Zmérit APTT, PT, TC (pripadné anti-Xa LMWH) = vylouceni antikoag.lécby

* Dvojita centrifugace 10-15 min./ 2000 — 2500 g = PFP plasma free platelet

» Zamrazit co nejdrive po odbéru na -80°C

* Nepouzivat filtry = ztrata vVWF a dalSich koag.faktoru

= faleSné pozitivni screening LA

* Ne ultracentrifugace = uvolnéni fosfolipidl z rozbitych desticek =%




Interference mereni LA

1. Nedodrzeni spravné preanalytické faze

- Spatny pomér krve a citratu, doba transportu, centrifugace, mraZeni plazmy,
srazeniny, hemolyza, lipemie, iktericita atd...

2. Odbér krve v akutnim onemocnéni = vysokeé riziko falesné pozitivity

3. Vliv antikoagulacnich léku
* Heparin UFH, Rivaroxaban, Apixaban, Edoxaban, Dabigatran a jiné

* Warfarin INR > 1,5

* pro ziskani spolehlivéjSich vysledkd LA se doporucuje dle ISTH 2009 snizeni
davky na INR 1,5 v kombinaci s LMWH

* nebo provést vysetreni LA ve smési 1:1 s normalni plazmou
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Provedeni testu

1. Vlozit reagencie do reagencniho kruhu:
* Screening: APTT- Actin FSL, DRVVTS LA1 (| fosfolipidy)

«  Konfirmace: APTT- Actin FS, DRVVTK LA2 (1 fosfolipidy)
* (CaCl2, Clean |, Clean Il, Control N, Citrol 2, LA High, LA Low a normalni plazmu




Provedeni testu

2. Vlozit dalSi normalni smésnou plazmu
1,5 ml do zasobniku diluent(

3. Zmeérit QC: FSL, FS, LA1, LA2

4. Zmeérit casy normalni plazmy: FSL, FS,
LA1, LA2 a pro korekcni testy FSL, LA1,
LA2

5. Hodnoty normalni plazmy vlozit do
Formula setting v analyzatoru = dllezité
pro vypocty poméru a korekce




Formula setting
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Formula settin

cas 1:1 — ¢as normalni plazmy

x 100

cas pacienta

Formula Mame: LA1 B Korekeni Display Mame: LA1 R Kore

Walid [ PlateletFormula Updated on: 28/08/2018
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Priprava vzorku

 Plazmu rozmrazit v suché lazni 10 min. / 37°C

* Eppendorfky s barkddy vlozit do racku
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Screeningove testy

* Vlozit do Sysmex CS rack s eppendorfkami

* Sysmex zméri casy screeningu FSL a LA1

* Sysmex vypocita Ratio u obou testl a vysledek posle do LIS
*R< 1,2 dalese nepokracuje
*R>1,2 LIS nazakladeé vypoctového skriptu ,,doobjedna“ konfirmaci a korekci

Rack Mao.  Ma , End LAT R LAZ R APTTFSLRE  APTTFER  APTTFELRKo  LAT R Kore
Pz, e =armple Mo Fatient Mame Time N - _ . - _

‘DDDDDS—DQ‘ 1 ‘ TLIYO0E3F+ ‘DE&I:ED ‘ 1.81 ‘ 1.1% ‘ ‘ ‘




Konfirmacni a korekcni testy

* Podruhé vlozit do Sysmex CS rack s eppendorfkami

* Sysmex provede méreni nové doobjednanych metod v LIS:
* FS konfirmace, LA2 konfirmace

* FSL korekce, LA1 korekce:

* Sysmex smicha plazmu pacienta + normalni plazmu v pomeéru 1:1
* Zméri ¢as (bez inkubace)
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Konfirmacni a korekcni testy

* Hodnoceni konfirmace:

* Sysmex vypocita Ratio a vysledky prenese do LIS

*R< 1,2 dalesenepokracuje

*R>1,2 LIS, doobjedna” test LA2 korekce

* LIS vypocita NR

Fdrojovy kod

Zdrojovy kod

Pubklic Functicn FSEonfirmace({) L3 Boolean

Dim m2233 L3 Method = Met.GetMet ("2361™, MetFilter.IsNumRes)
If IsNothing(m2233) Then Eeturn True

If m2233.NumBes > 1.20 Then
Met.Bdd ("2370™)

End If

Return True
End Function

If Not Met.Exist("2362") Then Met.SetRes("2362", "dodéme"™
If not Met.Exist("2363") Then Met.SetRes("2363", "dodéme™
If not Met.Exist("2364") Then Met.SetRes("2364", "dodém="

Public Functicn LAILAZ() AEs Boolean

Dim m2235 L3 Method = Met.GetMet("2365", MetFilter.IsNumBes)
If IsNothing(m2235) Then Return True

Dim m2236 L3 Method = Met.GetMet("2366™, MetFilter.IsNumBRes)
If IsNothing({m2236) Then Return True

Dim wysledek As Double = m2235.NumRes / m2236.NumRes
If wysledek < 0 Then wysledek = 0
Met.SetBRes("2367", vysledek, True)

Dim m2137 B3 Method = Met.GetMet ("236¢7", MetFilter.IsNumRes)
m2137.5aveNoDelete = True

Beturn True _
End Functicn N R —

Screen ratio

Confirm ratio




Konfirmacni a korekcni testy

* Rosneruv index u korekénich testu

* Integration data — Sysmex spoji prvni a druhé meéreni do tfetiho radku, kde
provede vypocet Rosnerova indexu

* Vysledky prenese do LIS
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Korekce LA2

* Potreti vlozit do Sysmex CS rack s eppendorfkami

* Sysmex provede méreni nove doobjednané metody LA2 korekce

* Rosheruv index u LA2 korekce

* Integration data — Sysmex CS spoji predchozi integrovana data a posledni méreni
do nového radku, kde provede vypocet Rosnerova indexu u LA2 korekce

* Vysledky prenese do LIS




0000071-08 | ki TTLYO30TP* 12:04 150 1.15

0000071-0% | hi 12U%02E1F 12:04 051 1.00
1 0000071-10 | hd 1200350 1205 226 117 t
QO0002-07 | h TIUYO270P* 1215 125 1.25 =
000002-08 | h 1TLY030TP* 1216 1.33
2 0O0002-10 | h 1200350 1216 1.36 2 3
000003-01 | h 10U 0204 12118 1.29 2.1
I TIUYO270P* 12119 1.35 125 1.27 1.28 5.4 107
I TIUY030TP* 12:20 150 1.32 1.15 11.0
3 I 1200350 12:20 226 1.36 1.17 247 3
000004-01 | h 14U 0290 12:44 1.21 13.1
000004-02 | b 14U 0405 1244 1.23 6.6
QOOODT7-07 | b 1LY O2TOP* 1245 i
00007 -08 | b TN O30T 1245 I 1
4 DOOGOT=10 b 1215 0350P* 1245
hd TTUYO2TOP* 1247 1.35 1.25 1.27 1.28 94 107
kA TV O30TP* 1248 150 1.33 1.15 1.0

12Y0350P*

| 1

Special

OFF



Vypada to slozite?

Ukoly obsluhy Sysmex CS:

Pripravit vSechny reagencie

Zmérit kontroly QC

Zmérit smésnou plazmu a Casy zapsat do Formula setting
Rozmrazit vzorky pacientu, vlozit do racku, oznacit barkody

Postupné vlozit 3x rack se vzorky, Sysmex ,,sam vi“ co ma u koho zmérit
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Provést Data Integration




Hodnoceni LA

ScreenR | ConfirmR Norm R Korekcni testy RI
Interpretace
FSL FS FSL/ FS Korekce FSL
Korekce LA2
LAl LA2 LA1/ LA2 | Korekce LA1
<1,2 - - - - LA negativni
>1,2 <1,2 >1,2 > 15 - LA pozitivni
LA negativni, deficit
> 1,2 > 1,2 <12 <12 ] faktord nebo Warfarin
LA pozitivni + deficit
> > < > <
1,2 1.2 1.2 15 12 faktord nebo Warfarin
>1,2 >1,2 <1,2 > 15 > 15 Jiny inhibitor, DOAC




Y 4
Hodnoceni LA
NormR  |Hodnoceni

<1,20 LA negativni <12 LA negativni
1,21-1,24 LA suspektni 12 - 15 LA suspektni
> 1,25 LA pozitivni > 15 LA pozitivni

- U slabé pozitivnhich LA muze byt korekce negativni z duvodu dilucniho efektu

* VSechna vysetreni zopakovat s odstupem 12 tydnu




Nazev metody 7:00 Hodnoceni Ref. meze Jednotky

Koagulace ettt atmbtmbemtrm—s ot S _f ot st o £ m A £ 4 £ £ 4 £ A £ 4 £ m £ 4 e £ 4 £ b
& APTT 32,2
& APTT - R 1,00 1 1l 0,80 - 1,20
& Protrombinovy cas (Quick) 14,10
& Protrombinovy cas - R 1,26 I |1 *] 0,80 -1,20
& Protrombinovy cas - INR 1,27
Trombinovy ¢as 19,3 | |1 | 14,0 - 23,0
Antifosfolipidové protilatky
Anti-Cardiolipin IgG 178,7 I 1 * 0,0 - 20,0 U/ml
Anti-Cardiolipin IgM 19,8 | |1 | 0,0 - 20,0 U/ml
Anti-B2 Glykoprotein-I IgG 916,1 | I *I 0,0-20,0 U/ml
|
|

n = = U = WU

Anti-B2 Glykoprotein-I IgM 9,8 | * 1 | 0,0-20,0 U/ml

Anti-B2 Glykoprotein-I Doména 207,9 I * 0,0-20,0 cuU
R L] L1 T SRS —————————————————————————
APTT-LA Screen 1,15 | | * 1 | 0,00-1,20 -

DRVVT Screen 1,81 I B B 0,00 - 1,20 -

DRVVT Confirm 1,17 | |1 | 0,00 - 1,20 -

DRVVT Screen/Confirm 1,55 | I * 0,00-1,20 -

DRWVT Korekce 23,8 I Il *] 0,0-12,0 -

Zavér Lupus antikoagulans POZITIVNI

Lécba A et £ £ £ 8 £ £ £ A8 £ £ £ £ £ 4 £ £ £ A8 £ £ A £ £ £ A R £

Lécba Fraxiparin -




Shrnuti

- Problematika laboratorniho vysetreni Lupus antikoagulans je pomérné slozita

* Diagnostika zahrnuje komplex nékolika testu na riznych principech

* Pfi spravném nastaveni Sysmex CS a LIS je mozna urcita automatizace

* Reference: Gary W. Moore: Recent Guidelines and Recommendations for Laboratory Detection of Lupus Anticoagulants,
London, England, Semin Thromb Hemost 2014,;40:163-171

* Antifosfolipidovy syndrom — klinické projevy, diagnostika a moznosti lécby, komplikace, MUDr. Alena Bulikovd, Ph.D.,
Oddéleni klinické hematologie Fakultni nemocnice Brno




Déekuji za pozornost




