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Скрининг -тест определения контактного пути коагуляции (СТОКПК )

Изобретение относится к лабораторной диагностике , в частности к

способам определения контактного пути коагуляции (КПК ) плазмы крови

человека , основанным на рекальцификации цитратной плазмы крови , и

может применяться в клинических лабораториях лечебных учреждений для

скрининг -исследований активности контактного пути активации гемостаза .

В настоящее время среди заболеваний , приводящих к смерти , по

данным Всемирной организации здравоохранения , лидируют сердечно -

сосудистые заболевания . При всем разнообразии нозологических форм в

данной группе непосредственной причиной смерти больных чаще всего

является тромбоз . Именно тромбоз является основным патогенетическим

механизмом инфарктов , инсультов и тромбоэмболии легочных артерий .

В последние годы интенсивно разрабатывается и внедряется множество

разнообразных программ , направленных на улучшение лечебного процесса

при сердечно -сосудистых заболеваниях : высокотехнологическое

хирургическое пособие (стентирование , шунтирование ), разработка ранних и

активных реабилитационных мероприятий , создание новых

фармацевтических препаратов . В ближайшей перспективе стоит задача

развития профилактического направления - скрининг групп риска с целью

выявления больных , которым требуется раннее начало терапии .

Несмотря на многолетние исследования , многие аспекты работы

системы гемостаза до сих пор остаются до конца неизученными . Известно ,

что в работе системы участвуют более 300 реакций . Уже выделены и

охарактеризованы все факторы плазменного гемостаза , созданы реагенты ,

позволяющие измерить концентрацию /активность этих факторов , и

опубликовано множество научных работ о том , как те или иные факторы

изменяют свою активность при различных патологиях . Однако весь этот
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гигантский массив накопленных данных очень сложно использовать

практическому врачу .

Одной из основных причин , определяющих сложность интерпретации

результатов лабораторных коагулогических тестов , является отсутствие

четкой взаимосвязи данных большинства тестов с регистрируемыми врачом

клиническими симптомами (за исключением таких простых для

интерпретации осложнений /заболеваний как массивная кровопотеря или

гемофилии типа А и В ) .

Большинство случаев неверной трактовки результатов лабораторных

исследований системы гемостаза обусловлены отсутствием понимания роли

наблюдаемых изменений в патологических процессах организма . И дело

часто не в том , что врач недостаточно информирован о принципах работы

свертывающей системы крови , а в том , что данные , получаемые в результате

исследования , не могут быть интерпретированы как те или иные

патологические изменений в силу чисто технических особенностей теста .

Классическим примером могут служить тесты АЧТВ (активированное

частично тромбиновое время ) и протромбиновое время , которые разработаны

для диагностики гипокоагулянтных состояний и склонности к

кровоточивости . Для выполнения этих задач , а также для укорочения

времени проведения теста и лучшей воспроизводимости в ходе исследования

к образцу плазмы добавляют активатор в концентрации , существенно

превышающей физиологические . Такой подход не мешает диагностике

геморрагических состояний , но делает эти тесты практически полностью

нечувствительными к гиперкоагулянтным состояниям , т .к . на фоне такой

сильной активации образца плазмы тонкие прокоагулянтные изменения

нивелируются [Серебрийский И .И . «Глобальные » и «локальные тесты

системы гемостаза в диагностике гиперкоагуляционного синдрома //

Справочник заведующего КДЛ . - 201 2 . - N°12. - С . 27-34].
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Несколько особое положение занимает такой тест как измерение

уровня Д -димера . Его трактовка часто бывает не совсем однозначной .

Причиной тому служит полиэтиологичность происхождения этого маркера .

Д -димер является продуктом одновременной работы трех систем :

прокоагулянтной и антикоагулянтной при образовании фибринового сгустка

- с одной стороны , и фибринолитической при разрушении этого сгустка - с

другой . Повышенный уровень Д -димера свидетельствует постфактум о том ,

что отложение фибриновых нитей уже случилось и в данный момент идет

процесс их фибринолиза , но этот тест не может ничего сказать о повышенной

предрасположенной ™ к тромбообразованию на момент выполнения анализа .

Тест системы гемостаза , которые используются в лаборатории в

настоящее время , можно разделить на два вида . Первый - «локальные »

тесты , результаты которых позволяют охарактеризовать состояние

отдельных факторов или звеньев каскадной реакции . В их число входят

рутинные тесты , такие как АЧТВ , протромбиновое время (ПВ ),

протромбиновый индекс (ПТИ ), международное нормализованное

отношение (MHO), фибриноген , Д -димер , антитромбин III, протеин С ,

фактор VIII, концентрация и активность некоторых других факторов . Второй

- «глобальные » коагулогические тесты , результаты которых позволяют

оценивать систему гемостаза в целом - тромбоэластография /метрия , тест

генерации тромбина и тромбодинамика .

«Локальные » тесты фиксируют изменения активности /концентрации

отдельных факторов свертывания , но при этом не могут охарактеризовать ,

насколько эти локальные изменения повлияли (или не повлияли ) на общую

способность плазмы больного к образованию сгустка . «Глобальные » тесты

могут дать в руки врача интегральную картину совокупных изменений ,

произошедших со свертывающей системой крови больного , но не способны

охарактеризовать отдельные факторы коагуляционного каскада .
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Тест генерации тромбина является одним из «глобальных » тестов ,

разработанных в 2001 г . [Hemker Н .С ., Giesen P., Al Dieri R., Regnault V., de

Smedt E., Wagenvoord R., Lecompte Т ., Beguin S. Calibrated automated thrombin

generation measurement in clotting plasma //Pathophysiol. Haemost. Thromb.-

2003. -V.33.-P.4-1 5.] Принцип метода заключается в использовании

специфического к тромбину флуорогенного субстрата . После

предварительной инкубации тромбоцит -богатой плазмы крови в нее вносят

буфер , содержащий ионизированный кальций и флуорогенный субстрат .

Образующийся тромбин расщепляет субстрат , в результате высвобождается

молекула флуорофора , излучение которого автоматически регистрируется

флуориметром через равные промежутки времени . Интенсивность свечения

пропорциональна концентрации образовавшегося тромбина . Н а основании

измерений с помощью программного обеспечения выстраивается кривая

генерации тромбина . В ходе исследования оцениваются : время задержки

образования тромбина (лаг -период ), максимальная скорость образования

тромбина (пик ), время достижения максимальной скорости (время пик ),

количество образовавшегося тромбина (площадь под кривой , эндогенный

тромбиновый потенциал ) и некоторые другие параметры .

Недостатком данного теста является использование избыточного

количества тканевого фактора в качестве активатора гемостаза , а также

дорогостоящего научного оборудования и реагентов (флуориметра и

флуорогенного субстрата ) . Данный тест также не отражает концентрацию и

активность природного субстрата тромбина - фибриногена . Учитывая

данные недостатки , тест генерации тромбина до сих пор не нашел широкого

применения в рутинной практике .

Итоговое гиперкоагуляционное состояние гемостаза является

следствием процессов , одновременно происходящих в двух подсистемах :

прокоагулянтных изменений любой этиологии в работе свертывающей

системы и неудовлетворительной работы антикоагулянтных систем
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(антитромбин III, протеина С , TFPI) в попытке нивелировать первые . В силу

необходимости одновременной оценки суммы вклада всех участников этого

процесса «локальные » тесты слабо применимы для решения данной задачи .

Напротив , «глобальные » коагулогические тесты по той ж е самой причине не

могут справиться с этим вопросом . Именно поэтому оптимальным

представляется комбинированное использование «глобальных » и локальных »

тестов . «Глобальные » тесты позволяют зафиксировать сам феномен

гиперкоагуляции , а «локальные » - разобраться в некоторых составляющих

его этиологии .

Каждый из методов исследования гемостаза обладает своими

выраженными специфическими особенностями в силу различных причин , в

том числе технических особенностей реализации того или иного теста ,

чистоты и специфических свойств реагентов и , конечно , что не менее важно ,

модели свертывания крови , на основании которой создавался тот или иной

тест . Этот список далеко не полон , но он дает представление о значительном

количестве причин , обуславливающих уникальную чувствительность и

специфичность каждого из тестов в диагностике того или иного нарушения в

работе свертывающей системы крови .

У каждого из тестов , относящихся как к классу «глобальных », так и к

классу «локальных », есть свои преимущества и недостатки , знание которых

позволяет врачу правильно интерпретировать данные о больном , более точно

устанавливать диагноз и подобрать максимально адекватное лечение .

В донорской плазме in vitro после рекальцификации , даже при

отсутствии активаторов , процесс свертывания начинается через 10-20 мин

спонтанно в отдельных центрах . Далее спонтанные сгустки увеличиваются в

размере , постепенно заполняют весь объем плазмы . Показано также , что

количество спонтанных центров с уменьшением числа тромбоцитов в плазме

снижается . После ультрацентрифугирования плазмы для удаления всех

тромбоцитов и крупных фосфолипидных везикул спонтанные центры
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практически не образуются . Ингибитор контактной фазы (ингибитор ,

полученный из зерен кукурузы ) значительно снижает число спонтанных

сгустков , но не редуцирует их полностью [Каротина Н .Г ., Ованесов М .В .,

Плющ О .П ., Копылов К .Г ., Лопатина Е .Г ., Саенко Е .Л ., Бутылин А .А .,

Атауллаханов Ф .И . Исследование спонтанных сгустков в нормально плазме и

плазме больных гемофилией // Гематол . и трансфузиол . - 2002. - Т . 47. - С .

26-30].

Известны лабораторные способы исследования свертывания крови в

условиях низкоконтактной активации , основанные на принципе

рекальцификации цитратной крови [Исследование системы гемостаза в

клинике . Под ред . Баркагана 3 . С , Барнаул , 1975, с . 2 1, 72-73; Иванов Е .П .

Диагностика нарушений гемостаза . Минск , 1983, с . 120-124; Лабораторные

методы исследования системы гемостаза . Под ред . Балуды В .П . и соавт .

Томск , 1980, с . 55-56]. Указанные способы считаются одними из основных в

гемостазиологии . Однако накопившийся опыт и расширение знаний в

области механизмов свертывания крови показали , что эти способы по своей

чувствительности перестали удовлетворять все возрастающим требованиям к

выявлению гиперкоагуляции [Rohrer M.J. et al. Annls of Surgery.- 1988. -V. 208,

N 5.-P. 554-557].

Наиболее близким техническим решением является тест

тромбодинамики . Тромбодинамика как метод исследования плазменного

гемостаза был предложен в 1994 г . группой исследователей под

руководством Атауллаханова Ф .И . [Атауллаханов Ф .И ., Гурия Г .Т .,

Сафрошкина А .Ю . Пространственные аспекты динамики свертывания крови .

II. Феноменологическая модель // Биофизика . - 1994. - Т . 39, fe l . - С . 97-

106]. В основу метода положена модель распространения сгустка начиная от

повреждения сосудистой стенки вглубь сосуда . Имитация поврежденной

сосудистой стенки достигнута путем нанесения тонкого (30-50 нм ) слоя

тканевого фактора на поверхность вставки -активатора , которая и запускает
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процесс образования сгустка в плазме . В ходе исследования оцениваются

параметры пространственного роста сгустка (лаг -период , Tlag), начальную

скорость сгустка (Vo), стационарную скорость сгустка (Vst), размер сгустка

(CS), оптическую плотность сгустка (CD). Таким образом , врач получает

возможность характеризовать процессы активации свертывания с участием

тканевого фактора . Также этот метод позволяет регистрировать феномен

спонтанного образования сгустка .

Недостатком метода тромбодинамики является низкая

производительность (2 анализа в течение 45 мин ) , необходимость

дополнительной подготовки пробы (плазмы ) путем высокоскоростного

центрифугирования , необходимость специального прибора для регистрации

тромбодинамики (или нескольких - для увеличения производительности

теста ), набора реагентов и расходных материалов и , соответственно , высокая

стоимость одного анализа для рутинных исследований . Также недостатком

метода тромбодинамики является использование ингибитора контактного

пути активации коагуляции , ингибитора трипсина из кукурузы , который

снижает информативность теста и оценивает только активацию свертывания

через тканевой фактор .

Задачей настоящего изобретения является разработка теста для оценки

контактного пути активации плазменного гемостаза . Это позволит

многократно увеличить производительность теста , удешевить его за счет

использования доступного для клинико -диагностических лабораторий

фотометра для иммуноферментного анализа (ИФА ), широко доступных 96-ти

луночных плоскодонных планшет в качестве микрокювет и единственного

реактива для запуска контактного пути активации плазменного гемостаза ,

раствора хлорида кальция .

Техническим результатом предлагаемого способа является повышение

чувствительности теста при диагностике гиперкоагуляций за счет запуска

контактного пути активации коагуляции плазмы , 48-кратное увеличение
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производительности исследования гемостаза по сравнению с прототипом , а

также быстрая адаптация метода для рутинных исследований в условиях

клинико -диагностических лабораторий .

Указанный результат достигается тем , что проводят рекальцификацию

цитратной плазме крови путем добавления раствора хлорида кальция в лунки

96-ти луночных плоскодонных планшет для иммуноферментного анализа в

качестве кювет , инкубируют пробы в течение 30 мин при 37°С , а

определение коагуляции плазмы проводят фотометрически по изменению

мутности проб при длине волны 450 нм с интервалами измерения 0, 10, 15,

20, 25 и 30 мин . Коагуляцию плазмы в течение 10 мин характеризуют как

гиперкоагуляцию , 15 мин - повышенную коагуляцию , 20 мин - как

нормальную коагуляцию плазмы крови и 25 и более мин как

гипокоагуляцию .

Способ осуществляют следующим образом : проводят стандартный

забор крови в раствор 3,8% цитрата натрия в соотношении 9 :1, готовят

тромбоцит -обедненную плазму путем центрифугирования при 3000 об/мин в

течение 10 мин . Затем для запуска контактного пути активации плазменного

гемостаза добавляют оптимальную концентрацию раствора хлорида кальция

к цитратной плазме , разведенной 1:2 трис -имидазовым буфером , рН 7,4.

Тщательно перемешивают на шейкере пробы , приготовленные в

плоскодонных 96-ти луночных планшетах и измеряют поглощение в пробах

при 450 нм на фотометре для иммуноферментного анализа ( 1 измерение - 0

мин ), пробы инкубируют в течение 30 мин при 37°С . Измерение поглощения

проб для контроля коагуляции проводят через 10 мин (2 измерение ) и в

последующем каждые 5 мин (последнее измерение на 30 минуте инкубации ) .

Определение оптимальной концентрации хлорида кальция для запуска

контактного пути коагуляции . С этой целью предварительно в 96-ти

луночных плоскодонных планшетах 50 мкл 0,25 М раствор хлорида кальция

был прогрессивно раститрован начиная со второй лунки по седьмую лунку .
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После добавляли о 25 мкл трис -имидазолового буфера , рН 7,4 и

пулированной нитратной плазмы относительно здоровых доноров .

Тщательно перемешивали и измеряли поглощение в пробах при 450 нм на

фотометре для ИФА анализа (0 мин ), ставили на 30-минутную инкубацию

при 37°С . Измерение поглощения проб для контроля коагуляции проводили

каждые 10 мин (10, 20 и 30 мин ) . Полученные данные представлены в

таблице 1.

Как видно из данных , представленных в таблице 1, максимальная

коагуляция цитратной плазмы наблюдается при добавлении 50 мкл 0, 125 М

СаС к 50% пулированной цитратной плазме крови здоровых доноров . После

этого осуществляют рекальцификацию 25% плазмы 0,25 М раствором

хлорида кальция в 96-ти луночных плоскодонных планшетах для ИФА . Затем

проводят инкубацию при 37°С в течение 30 мин . Определение коагуляции

плазмы проводят фотометрически по изменению мутности проб при длине

волны 450 нм с интервалами измерения 0, 10, 15, 20, 25 и 30 мин .

Для подтверждения избирательной активации контактного пути

плазменного гемостаза использован соевый ингибитор трипсина (СИТ ) в

качестве ингибитора контактного пути коагуляции . Предварительно

определяют оптимальную концентрацию СИТ .

Определение оптимальной концентрации соевого ингибитора

трипсина (СИТ ) для ингибирования контактного пути активации

гемостаза . В 96-ти луночной плоскодонной планшете прогрессивно разводят

соевый ингибитор трипсина ( 1м г/мл) по 25 мкл , затем добавляют в лунки по

25 мкл буфера и 25 мкл пулированной цитратной плазмы крови здоровых

доноров . Активацию контактного пути коагуляции запускают добавлением

25 мкл 0,25 М хлорида кальция , тщательно перемешивают , измеряют

поглощение проб при 450 нм на фотометре для иммуноферментного анализа .

Инкубируют в течение 20 мин при 37°С , измеряют изменению мутности проб

каждые 10 мин для контроля коагуляции плазмы . В качестве контроля ставят :
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контроль плазмы (без СИТ ) и контроль бланка плазмы (без хлорида кальция

и СИТ ) . Полученные результаты представлены в таблице 2 .

Как видно из данных , представленных в таблице 2, СИТ дозо -зависимо

ингибирует контактный путь активации плазменного гемостаза . При

концентрации 0,25 мг/мл СИТ полностью подавляет контактный путь

активации плазменного гемостаза .

Определение активаций плазменного гемостаза через тканевый

фактор и контактный путь в присутствии соевого ингибитора трипсина

(СИТ ) и без СИТ

Для исследования влияния СИТ на контактную коагуляцию

индивидуальных цитратных плазм были проведены сравнительные

исследования :

1. Определяли коагуляцию предлагаемым способом (СТОКПК ) в 14

пробах цитратных плазм как описано выше ;

2 . Тест СТОКПК проводили в этих ж е пробах в присутствии 0,25 мг /мл

СИТ ;

3. Для оценки влияния СИТ на активацию коагуляции с помощью

тканевого фактора предварительно адаптировали тест АЧТВ для ИФА

плашек с таким ж е количеством плазмы и хлорида кальция . Данный тест

АЧТВ нами принят за модифицированный АЧТВ -тест ;

4 . Тест АЧТВ (м ) в присутствии 0,25 мг/мл СИТ . Полученные

результаты представлены в таблице 3 .

Как видно из данных , представленных в таблице 3, скрининг -тест

определения контактного пути коагуляции (СТОКПК ) оказался более

чувствительным как к гипер -, так и к гипокоагуляции по сравнению с

модифицированным АЧТВ -тестом (АЧТВ (м ) . Суть модификации

заключается в лимитировании активатора в тесте АЧТВ при тех ж е

концентрациях хлорида кальция и цитратной плазмы , что в тесте СТОКПК .

Как видно из данных теста АЧТВ (м ), при ингибировании контактного пути
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коагуляции с помощью соевого ингибитора трипсина (СИТ ) гиперкоагуляция

в 5 пробах была обусловлена высокой активностью контактного пути

коагуляции . В то время как , СИТ полностью подавлял контактный путь

коагуляции .

Таким образом , эксперименты с использованием ингибитора

контактного пути коагуляции плазмы позволяют утверждать , что при данных

условиях в предлагаемом тесте идет специфическая активация контактной

фазы коагуляции через фактор XII.

Пример 1.

Исследование плазменного гемостаза с использованием предлагаемого

теста (скрининг -тест определения контактного пути коагуляции (СТОКПК ) ,

прототипа , теста тромбодинамики , и рутинных методов оценки гемостаза

(АЧТВ , протромбиновое время , MHO и фибриногена ) . Для оценки

информативности СТОКПК для диагностики гиперкоагуляции были

проведены сравнительные исследования . Были предварительно отобраны

пробы цитратных плазм с гиперкоагуляцией ( 10 и 1 мин коагуляцией в

предлагаемом тесте СТОКПК . Эти ж е пробы были исследованы в тесте

тромбодинамики и в рутинных тестах оценки гемостаза (АЧТВ ,

протромбиновое время , MHO и фибриноген ) . Полученные результаты

представлены в таблице 4 . Как видно из данных , представленных в таблице

4, плазмы крови (п=14) с гиперкоагуляцией в тесте СТОКПК в 93% случаев

совпали с гиперкоагуляцией , выявленной в тесте тромбодинамики и только в

одном случае из 14, показатели тромбодинамики оказались в пределах

нормальных величин . Гиперкоагуляция в тесте тромбодинамики в 93%

случаев обусловлена высокой скоростью генерации фибринового сгустка на

поверхности пластины -активатора , что свидетельствует о высокой скорости

генерации тромбина . Только в 57% проб выявлено образование спонтанных

сгустков и в 42% случаев гиперкоагуляций в тесте тромбодинамики были

обусловлены большим размером фибринового сгустка (CS>1200 мкм ) .
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Интересные данные получены при исследовании гемостаза рутинными

методами . Так в 3 случаях наблюдается уменьшение показателя АЧТВ , что

свидетельствует о гиперкоагуляции (21%), в 4 случаях увеличение ПВ

(гипокоагуляция , 29%) . Показатели MHO оказались во всех пробах в

пределах нормальных величин и только в 3 случаях был определен

повышенный уровень фибриногена .

Таким образом , данные СТОКПК и тромбодинамики в 93%

однонаправленно выявляют гиперкоагуляцию , в то время как данные

рутинных методов исследования гемостаза в 29% определяют

гипокоагуляцию и только в 21% - гиперкоагуляцию .

Пример 2 .

Исследование плазменного гемостаза с использованием предлагаемого

теста СТОКПК , прототипа , теста тромбодинамики , и рутинных методов

оценки гемостаза (АЧТВ , протромбиновое время , MHO и фибриноген ) . Были

предварительно отобраны пробы цитратных плазм с гипокоагуляцией (25 и

30 мин коагуляцией в предлагаемом тесте СТОКПК ) . Эти ж е пробы были

исследованы в тесте тромбодинамики и в рутинных тестах оценки гемостаза

(АЧТВ , протромбиновое время , MHO и фибриноген ) . Полученные

результаты представлены в таблице 4 . Как видно из данных , представленных

в таблице 5, данные всех проведенных тестов в 100% совпали . Таким

образом , чувствительность тестов СТОКПК , тромбодинамики и рутинных

методов исследования гемостаза оказались одинаковыми для оценки

состояний гипокоагуляции плазмы крови .

Пример 3 .

Сравнительные исследования активности контактного пути коагуляции

и показателей коагулограммы (АЧТВ , ПВ . MHO, Ф Г ) . Проведены

исследования 96 проб предлагаемым тестом СТОКПК и показатели

коагулограммы . Полученные результаты представлены в таблице 6. Как

видно из данных , представленных в таблице 6, предлагаемый тест в 62,5%
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случаев выявляет гиперкоагуляцию , 25% нормо -, и 12,5% гипокоагуляцию . В

то время как тесты рутинного гемостаза (АЧТВ , ПВ и MHO) не выявляют

гиперкоагуляцию в исследованных пробах цитратной плазмы . Рутинные

методы коагуляции суммарно в 51% случаев констатировали

нормокоагуляцию и в 49% - гипокоагуляцию . В каждой пятой пробе

выявляется гиперкоагуляция в тесте СТО П , в то время как по данным

коагулограммы регистрируются признаки гипокоагуляции . Обнаруженный

факт может иметь прямое отношение к проблеме рестенозов после

стентирования артерий , когда на фоне антикоагулянтной терапии у больных

наблюдается образование тромбов .

Таким образом , тест СТОКПК является новым тестом для оценки

контактного пути активации гемостаза . Сравнительные исследования

предлагаемого теста с тромбодинамикой по диагностике гиперкоагуляции

показали высокую степень совпадения (93%) и 100% - совпадение при

диагностике гипокоагуляции . Полученные новые данные при сравнительных

исследованиях предлагаемого теста СТОКПК и рутинных тестов гемостаза

(АЧТВ , П Ф и MHO) могут быть полезны для профилактики тромбозов на

фоне анти -коагулянтной терапии при оперативных вмешательствах .

Предлагаемый способ отличается простотой , реагенты и расходные

материалы являются доступными для диагностических лабораторий . Для

регистрации коагуляции плазмы требуется термостат для 96-ти луночных

плоскодонных планшетов и фотометр для иммуноферментного анализа .

Использование простого и информативного теста определения активации

контактного пути коагуляции позволяет проводить скрининг и выявлять

людей склонных к тромбозу как на фоне анти -коагулянтной терапии , так и у

практически здоровых людей , что позволит начать раннюю профилактику

тромбозов , инсультов и инфарктов на этапе до сердечно -сосудистых

катастроф .

Таблица 1

13

ЗАМЕНЯЮЩИЙ ЛИСТ (ПРАВИЛО 26)



Влияние концентрации 0,25 М раствора хлорида кальция на коагуляцию 25%
п ли ованной цит атной плазмы оно ов

Таблица 2

Ингибирование контактного пути активации плазменного
гемостаза соевым ингибито ом т ипсина (СИТ

Таблица 3
Данные определения активаций плазменного гемостаза через тканевой фактор

(АЧТВ (м ) и контактный путь (СТОКПК ) в присутствии соевого ингибитора трипсина
(СИТ ) и без СИТ .
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Таблица 4

Сравнительные данные показателей гемостаза , полученные с использованием
п едлагаемого теста СТО ПК . теста т омбодинамик и и к оаг лог аммы

N - норма ; н /т - не тестировали

Таблица 5

Сравнительные данные показателей гемостаза , полученные с использованием
п едлагаемого теста СТОКПК ), теста т омбодинамики и к оаг лограммы

N - норма ; отс - отсутствуют ; н /т - не тестировали

Таблица 6

Обобщенные данные теста СТОКПК и к оаг лог аммы
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ

Скрининг -тест определения контактного пути коагуляции (СТОКПК ) ,

включающий смешивание нитратной плазмы крови с хлоридом кальция с
последующей фотометрической регистрацией свертывания , отличающийся
тем , что , в качестве активатора контактного пути коагуляции используют 96-

ти луночные плоскодонные планшеты , запускают реакцию добавлением 25

мкл 0,25 М раствора хлорида кальция к 75 мкл цитратной плазмы ,
разведенной 1:2 трис -имидазоловым буфером , рН 7,4, затем инкубируют в
течение 30 мин при 37°С , определение коагуляции плазмы проводят
фотометрически по изменению мутности проб при длине волны 450 нм с
интервалами измерения 0, 10, 15, 20, 25 и 30 мин , коагуляцию плазмы в
течение 10 минут - оценивают как гиперкоагуляцию , 15 минут - как
повышенную , 20 минут - нормальную коагуляцию плазмы крови и 25 и более
минут как гипокоагуляцию
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