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Abstract – Background. Laboratory evaluation is indicated
when a disorder of primary haemostasis is suspected by a per-
sonal or family history of easy bruising, nose bleeds, meno-
rrhagia or postoperative bleeding, especially following dental
extraction or tonsillectomy. The traditional procedures to
diagnose defect in primary haemostasis are bleeding time,
measurement of von Willebrand factor and platelet aggrego-
metry. The most widely used screening test is bleeding time.
Despite attempts at standardisation, the bleeding time
remains poorly reproducible and is relatively insensitive to
platelet function defects. Recently, a new test method, the
platelet function analyser (PFA-100) has been introduced for
the investigation of primary haemostasis. PFA-100 measures
the ability of platelets activated in a high-shear environment
to occlude an aperture in membrane treated with collagen
and epinephrine and/or collagen and ADP. The time taken
for flow across the membrane to stop (closure time) is recorded.

Conclusions. This article highlights the benefits and limitations
of the clinical utility of the PFA-100. Because of its simplicity
and excellent sensitivity the PFA-100 is useful mainly as a
screening test for von Willebrand disease, hereditary and
acquired platelet-dysfunctions including acetylsalicylic acid-
induced abnormalities. Recently the PFA-100 has been shown
to be of value in monitoring antiplatelet therapy and in
monitoring desmopressin treatment in von Willebrand
disease.

Ključne besede: trombocitna funkcija; zapiralni čas; čas
krvavitve

Izvleček – Izhodišča. Za laboratorijsko diagnostiko motnje
primarne hemostaze se odločimo pri nagnjenosti k podplut-
bam, pri pogostih krvavitvah iz nosu, menoragiji ali poopera-
tivni krvavitvi, zlasti po izruvanju zob ali tonzilektomiji. Obi-
čajno se za ugotavljanje motenj v primarni hemostazi upo-
rabljajo čas krvavitve (ČK), merjenje von Willebrandovega
faktorja (vWF) in agregometrija. Kot presejalni test za ugo-
tavljanje motnje primarne hemostaze se je do nedavnega upo-
rabljal predvsem ČK. Občutljivost testa za ugotavljanje mot-
nje funkcije trombocitov in ponovljivost testa je slaba. Uved-
ba merjenja zapiralnega časa (ZČ) z analizatorjem PFA-100
odpravlja mnoge slabosti, ki spremljajo določanje ČK. Z ZČ
merimo nastanek trombocitnega strdka, ki zamaši odprtino
v membrani, skozi katero teče kri. Strdek nastane zaradi de-
lovanja velikih strižnih sil na trombocite in prisotnih agoni-
stov na membrani. Uporabi se lahko testna celica, ki ima na
membrani kolagen in adrenalin in/ali celica s kolagenom in
ADP. Analizator izmeri čas, ki je potreben, da nastali trombo-
citni strdek ustavi pretok krvi skozi membrano.

Zaključki. V članku obravnavamo prednosti in omejitve kli-
nične uporabe analizatorja PFA-100. Zaradi enostavne izved-
be in dobre občutljivosti je ZČ primerna presejalna preiskava
za ugotavljanje von Willebrandove bolezni, prirojenih napak
trombocitov in pridobljene okvare funkcije trombocitov za-
radi bolezni in zdravil (acetilsalicilna kislina). Test lahko upo-
rabljamo tudi za vodenje zdravljenja von Willebrandove bo-
lezni z dezmopresinom. Omogoča tudi spremljanje zdravlje-
nja z antiagregacijskimi zdravili.

Uvod
Motnja v primarni hemostazi lahko nastane zaradi napake v
žilni steni, trombocitopenije ali zaradi motene funkcije trom-
bocitov. Slednja je lahko posledica okvare trombocitov ali
spremembe v plazmi, npr. pomanjkanja von Willebrandove-
ga faktorja (vWF) ali fibrinogena. Običajno razlikujemo pri-
rojene od pridobljenih motenj funkcije trombocitov. Najpo-
gostejša prirojena motnja je von Willebrandova bolezen
(vWb), ki je posledica pomanjkanja ali spremenjene zgradbe
vWF. Prirojene okvare trombocitov so redke. Sem sodijo Ber-

nard-Soulierov sindrom (napaka GP Ib/IX), Glanzmannova
trombastenija (napaka GP IIb/IIIa) in napaka v uskladiščenju
agonistov (storage pool disease). Pridobljene motnje so po-
goste. Lahko jih razdelimo v tri skupine: motnje pri sistem-
skih boleznih, med katerimi je pomembna ledvična odpoved
z uremijo in jetrne bolezni, motnje pri krvnih boleznih, kot so
mieloproliferativne bolezni, monoklonska imunoglobuline-
mija in mielodisplastični sindrom, ter motnje zaradi učinka
različnih zdravil (nesteroidna protivnetna zdravila, nekateri
antibiotiki, antiagregacijska zdravila).
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Običajno se za ugotavljanje motenj v primarni hemostazi upo-
rabljajo čas krvavitve (ČK), merjenje vWF in agregometrija. S
ČK po Ivyu merimo čas do ustavitve krvavitve po standardni
zarezi kože na volarni strani podlakti. ČK se uporablja kot pre-
sejalni test za ugotavljanje motnje primarne hemostaze. Test
ima vrsto pomanjkljivosti: je odvisen od izkušenj izvajalca, lah-
ko je normalen pri pomembnih motnjah primarne hemosta-
ze, nima predoperativne napovedne vrednosti glede krvavi-
tev, je neprijeten za bolnika in neprimeren za večkratno upo-
rabo zaradi nastanka brazgotin, je odvisen od kakovosti ko-
že, izvedba testa zahteva precej časa, ne omogoča razlikova-
nja različnih vzrokov za motnjo primarne hemostaze. Posle-
dica je velika variabilnost rezultatov in slaba ponovljivost me-
tode (1–3).
Čeprav je agregometrija bolj občutljiva preiskava trombocit-
ne funkcije kot ČK, se ne uporablja za presejalne namene, ker
je zahtevna, dolgotrajna in draga. Uporablja se predvsem za
opredelitev vzroka motene funkcije trombocitov (4).

Merjenje zapiralnega časa
z analizatorjem PFA-100
Uvedba merjenja zapiralnega časa (ZČ) z analizatorjem PFA-
100 (Dade Behring, Marburg, Germany) odpravlja mnoge sla-
bosti časa krvavitve. Preiskava poteka in vitro v nadzorova-
nih pogojih, ki do neke mere posnemajo nastanek trombocit-
nega strdka in vivo (4–6). Analizator PFA-100 je sorazmerno
nov testni sistem za oceno primarne hemostaze. Po svetu se
je uveljavil po letu 1997, ko je njegovo uporabo v ZDA dovolil
Urad za hrano in zdravila.

Opis metode

PFA-100 posnema razmere v majhnih arterijah pri poškodbi.
Merilno celico za enkratno uporabo v analizatorju sestavlja-
jo: zbiralnik za vzorec, kapilara in biološko aktivna membra-
na z odprtino premera 150 µm na sredini (Sl. 1). Na razpola-
go sta dve vrsti merilnih celic. V prvi je membrana, obložena
z živalskim kolagenom tipa 1 in adrenalinom (merilna celica
– kolagen/adrenalin), v drugi pa je poleg kolagena še adeno-
zin-5’-difosfat (merilna celica – kolagen/ADP). Naprava pose-
sa kri skozi kapilaro in odprtino v membrani ter izpostavi
trombocite podobnim strižnim silam in pretoku kot v žili. S
kolagenom prekrita membrana posnema razmere, ki so ena-
ke kot pri poškodbi žile. Zaradi stika s kolagenom in adrena-
linom oziroma ADP pride do adhezije in agregacije trombo-
citov. Naraščajoči trombocitni strdek upočasni pretok skozi
odprtino v membrani. Pretok se ustavi, ko strdek popolno-
ma zamaši odprtino. Merimo čas, ki je potreben, da nastali
trombocitni čep zapre odprtino v membrani in s tem preki-
ne tok krvi. Tako izmerjeni zapiralni čas izrazimo v sekun-
dah. Meritev je prekinjena, če trombocitni strdek ne nastane
v 300 sekundah, če je pretok skozi kapilaro moten zaradi
trombocitnih agregatov ali mehurčkov zraka in če je vzorec
premajhen (predčasna izpraznitev). Za testiranje uporabimo
polno kri, ki ji je ob odvzemu dodan natrijev citrat. Preiskavo
je potrebno opraviti znotraj 0,5–4 h po odvzemu krvi (7).
Poleg funkcije trombocitov lahko vplivajo na ZČ še sledeči
dejavniki: število trombocitov, hematokrit in aktivnost vWF.
Vpliv fibrinogena v plazmi na ZČ ni pomemben, saj pride do
manjšega podaljšanja ZČ le pri bolnikih s prirojeno afibrino-
genemijo (8). Na zapiralni čas vpliva tudi koncentracija natri-
jevega citrata v epruveti. Pri večji koncentraciji je ZČ daljši
(9). V literaturi so pogosto navedene normalne vrednosti ZČ,
izmerjene z višjo koncentracijo natrijevega citrata (129 mmol/
l), kot se uporablja pri nas (4, 10). Zato smo izračunali lastne
normalne vrednosti za merilni celici kolagen/adrenalin in
kolagen/ADP.

Normalne vrednosti zapiralnega časa

Za izračun normalnih (referenčnih) vrednosti smo določili ZČ
pri 120 zdravih prostovoljcih. Starost preiskovancev je bila
20–73 let (mediana 33 let). Med njimi je bilo 56% žensk. Za
določitev ZČ smo uporabili epruvete, ki vsebujejo 105 mmol/
l (3,2%) puferirano raztopino natrijevega citrata. Razmerje
med krvjo in natrijevim citratom je bilo 1:10. Spodnjo in zgor-
njo referenčno vrednost smo dobili z določitvijo 2,5 in 97,5
percentila. Za merilno celico kolagen/adrenalin sta bili ti mej-
ni vrednosti 83 in 157 s, za merilno celico kolagen/ADP pa 65
in 119 s. Interval zaupanja (90%) za navedene mejne referenč-
ne vrednosti je bil pri prvi merilni celici 77–89 s in 155–161 s,
pri drugi merilni celici pa 64–67 s in 114–159 s. Vrednosti so
povsem v območju tistih, ki jih navaja tudi literatura (11–13).

Klinična uporabnost določanja
zapiralnega časa
Na motnjo primarne hemostaze pomislimo pri podatkih o nag-
njenosti k podplutbam, krvavitvi iz nosu, menoragiji ali po-
operativni krvavitvi, zlasti po izdrtju zob ali tonzilektomiji. Ta-
ko kot vsi laboratorijski testi za oceno primarne hemostaze
tudi ZČ ne nadomešča, temveč dopolnjuje anamnezo in kli-
nični pregled. Ugotovili so, da je ZČ bolj občutljiva preiskava
kot čas krvavitve (ČK). Ko so z agregometrijo ugotavljali vzro-
ke za neskladanja med ZČ in ČK, so ugotovili, da je bil v 86%
vzrok lažni izsledek ČK (14). Zato se ocenjuje, da je ZČ prime-
ren presejalni test pri sumu za vWb in druge prirojene in pri-
dobljene okvare trombocitne funkcije (11–13). Pred tem je
potrebno izključiti trombocitopenijo (štev. trombocitov < 100
× 109/l) in anemijo (hematokrit < 0,35) (8, 15–17).
Občutljivost metode je po podatkih iz literature za vWb 90–
100% z izjemo tipa 2N bolezni. Za Glanzmannovo trombaste-
nijo in Bernard-Soulierov sindrom je občutljivost po podat-
kih 100% (11–13). Tudi specifičnost metode je po podatkih
preko 95% za obe merilni celici (18).

Razlaga podaljšanega ZČ

Če je podaljšan ZČ kolagen/adrenalin in normalen ZČ kola-
gen/ADP, je najverjetnejši vzrok uživanje acetilsalicilne kisli-
ne ali podobnih zdravil (nesteroidna protivnetna zdravila) (11,

Sl. 1.  Merilna celica v analizatorju trombocitne funkcije
(PFA-100).

Figure 1. Platelet function analyser (PFA-100) test cartridge.
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13). ZČ kolagen/adrenalin je zelo občutljiv za acetilsalicilno
kislino, kolagen/ADP pa je nanjo sorazmerno neobčutljiv (19–
21). Če bolnik zanika uživanje acetilsalicilne kisline, poskuša-
mo pojasniti motnjo z agregometrijo. Podoben učinek na ZČ
imata tudi napaka v skladiščenju in motnja v sproščanju (se-
kreciji) agonistov. To motnjo ločimo od učinka acetilsalicilne
kisline z agregometrijo in drugimi preiskavami (Sl. 2).

v plazmi (23). Preiskavo moti tudi hemoliza, ker povzroči spro-
ščanje ADP in zniža hematokrit. Zato vzorce s hemolizirano
krvjo zavržemo.

Zaključki
Merjenje ZČ je primerna presejalna preiskava za ugotavljanje

von Willebrandove bolezni, prirojenih
napak trombocitov in pridobljene ok-
vare funkcije trombocitov zaradi bole-
zni (jetrne bolezni, uremija) in zdravil
(acetilsalicilna kislina). Test se lahko
uporablja tudi za vodenje zdravljenja
von Willebrandove bolezni z dezmo-
presinom (24). Omogoča tudi sprem-
ljanje zdravljenja z antiagregacijskimi
zdravili (aspirin, tiklodipin, abciksi-
mab). Čeprav ZČ ni primeren za napo-
ved tveganja za krvavitev pri kirurškem
posegu, je smiselno napraviti to preiska-
vo pri bolnikih z visokim tveganjem. Na
ta način lahko izključimo von Wille-
brandovo bolezen ali drugo motnjo
funkcije trombocitov pri bolnikih, ki ni-
majo ustreznih anamnestičnih podat-
kov. Preiskava je koristna tudi pri ugo-
tavljanju vzroka za krvavitve po opera-
ciji na srcu. Če je zapiralni čas norma-
len, je manj verjetno, da je krvavitev po-
sledica motene funkcije trombocitov
zaradi uporabe zunajtelesnega obtoka
ali zdravil. Bolj verjeten je kirurški vzrok
krvavitve. ZČ je globalni test primarne
hemostaze in kot tak ni specifičen oz.
predvidljiv za neko določeno motnjo
primarne hemostaze. Vendar se zaradi
uporabe dveh merilnih celic (kolagen/
adrenalin in kolagen/ADP) zoži število
možnih vzrokov, kar olajša izbiro na-
daljnjih bolj specifičnih preiskav.
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