
Úvod

Jako lupus antikoagulans je označována schopnost anti-
fosfolipidových protilátek ovlivňovat koagulační reakce
závislé na fosfolipidech in vitro. Tento fenomén byl vysvět-
len Arnoutem v roce 1998 (1) tvorbou bivalentních kom-
plexů protilátky a cílového antigenu na fosfolipidových
površích, které mají k těmto mnohem vyšší afinitu, nežli
samotné cílové antigeny. Ty pak mohou vstupovat do kom-
petice s prokoagulačními faktory krevního srážení o tyto
povrchy a ovlivňovat jejich vzájemné působení v kaskádě
krevního srážení. Průkaz tohoto působení antifosfolipido-
vých protilátek má klinický význam, neboť takto působící
fosfolipid-dependentní protilátky mají nejvyšší asociaci
s trombotickými projevy (2).

Přestože doporučení k vyšetření lupus antikoagulans
vzešla z mezinárodního konsenzu již v roce 1994 (3), do
současné doby patří tato diagnostika k nejvíce problema-
tickým metodám koagulační laboratoře (4–6). Zvýšení
diagnostických možností přineslo zavedení kontrolních
materiálů, ať již připravených z plazmy, či monoklonální
technologií (7, 8). 

Situace je ještě komplikovanější při vyšetřování pří-
tomnosti lupus antikoagulans u pacientů na antikoagu-
lační léčbě, která ovlivňuje řadu screeningových testů,
které jsou k této diagnostice používány – zejména nejví-
ce specifický test s ředěným jedem Russelovy zmije
(dRVVT), ale v jisté míře i aktivovaný parciální trombo-
plastinový test (aPTT) a jeho modifikace (9, 10).
Většinou je k umožnění diagnózy LA u nemocných na
antikoagulační léčbě doporučováno ředění bezdestičko-
vou normální plazmou před vyšetřením. Zde nelze
vyloučit „poddiagnostikování“ některých slabých, časo-
vě závislých inhibitorů (9). 

Také aPTT reagencie se vyznačují různou citlivostí
vůči přítomnosti lupus antikoagulans (11, 12). Tato citli-
vost je dána jednak okolnostmi, které mohou obecně
aPTT u nemocného ovlivnit – gravidita, reakce akutní
fáze, zvýšená hladina fibrinogenu a/nebo faktoru VIII,
ale je dána i obsahem a strukturou fosfolipidů v daném
použitém laboratorním přípravku. Tak lze mezi dnes
komerčně dostupnou poměrně širokou škálou aPTT rea-
gencií určit ty, které jsou v přítomnosti inhibitoru LA
relativně málo prodlouženy, nebo naopak ty, které byly
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k detekci LA přímo sestrojeny a vyznačují se zvlášť zře-
telným prodloužením doby tvorby koagula v přítomnos-
ti tohoto inhibitoru (13, 14). Po přidání fosfolipidů (ať již
v lamelární nebo hexagonální fázi) dochází obvykle
k jejich významnému zkrácení a tím jsou využívány jako
testy konfirmační (13–15).

Materiál a metodika

Na našem pracovišti používáme pro stanovení inhibi-
toru LA jako screeningové testy ředěný aktivovaný par-
ciální tromboplastinový test – PTT-LA (Diagnostica
Stago), ředěný test s jedem Russelovy zmije – reagen-
cie Russel viper venom (Diagnostica Stago) a kaolino-
vý čas za použití 2% kaolinové suspenze (Kaolin
Diagnostica Stago). U vzorků, u nichž poměr k normál-
ní směsné plazmě (R) přesáhne hodnotu 1,2, je prove-
den korekční test normální směsnou plazmou. Ve vzor-
cích, v nichž nedochází ke korekci, je přítomnost inhi-
bitoru ověřena nebo vyloučena konfirmačním testem –
neutralizací inhibitoru fosfolipidy trombocytů. U nejed-
noznačných výsledků je doplněn další konfirmační test
s neutralizací fosfolipidy v hexagonální fázi II –
Hexagonal Neutralization Procedure (HNP) –
Staclot®LA (Diagnostica Stago). Toto diagnostické
schéma je od ledna 2002 na našem pracovišti doplněno
o použití aPTT s diagnostickým reagens necitlivým
k přítomnosti LA (Actin® FS, Dade Behring). Veškeré
testy jsou prováděny ze speciálně preanalyticky připra-
vené bezdestičkové plazmy; stejná příprava, směřující
k odstranění fosfolipidů z destiček, je použita pro pří-
pravu normální plazmy používané ke směsným studiím.
Pro rutinní screeningové vyšetření testu aPTT využívá-
me PTT Automate (Diagnostica Stago). Všechny
výsledky aPTT jsou bez ohledu na pou-
žitou reagencii vyjadřovány poměrem R,
který vyjadřuje čas pacienta/čas normál-
ní plazmy. 

Vyhodnotili jsme retrospektivně 100
výsledků vyšetření hodnocených jako
pozitivní na přítomnost inhibitoru lupus
antikoagulans a 100 výsledků hodnoce-
ných jako negativní při použití běžné
výše uvedené procedury k porovnání
rutinně používaného aPTT (dále označe-
no aPTT), dále aPTT s vysokou (dále
označeno PTT-LA) a nízkou citlivostí
k přítomnosti inhibitoru (dále označeno
Actin FS). V dalším jsme porovnávali
„citlivé“ a „necitlivé“ aPTT u nemocných
na antikoagulační léčbě, u nichž byla
známa přítomnost inhibitoru a u nichž
byla přítomnost inhibitoru vyloučena
předchozím testováním. Mezi vzorky se
známou přítomností LA bylo 18 vyšetře-
no bez diluce (skupina 1) a u 33 vzorků
byla před testováním provedena diluce

1:1 normální bezdestičkovou plazmou ke zrušení účinku
antikoagulační léčby (skupina 2). Vzorky bez přítomnos-
ti inhibitoru (24 testování) byly vyšetřovány bez před-
chozí diluce (skupina 3).

Pro potřeby srovnání byl vytvořen index RLA, který je
dán vztahem: 
RLA = (PTT-LA – Actin FS)/Actin FS

Statistická analýza
Pro porovnání hodnot aPTT, PT, PTT-LA, Actin FS

a indexu RLA u pozitivních a negativních pacientů bez anti-
koagulační léčby byl použit Mannův-Whitneyův U test.
Pro srovnání hodnot PT, PTT-LA, Actin FS a indexu RLA
mezi skupinami pacientů s antikoagulační léčbou (pozitiv-
ní pacienti bez diluce, pozitivní pacienti s dilucí, negativní
pacienti) byl také použit Mannův-Whitneyův U test, a to
vždy pro všechny možné dvojice skupin pacientů.

Pomocí logistické regrese byl vytvořen model závis-
losti přítomnosti lupus antikoagulans na hodnotě indexu
RLA a to jak pro pacienty bez antikoagulační léčby, tak
i pro pacienty s antikoagulační léčbou.

Výsledky

Porovnání hodnot aPTT, PTT-LA a Actin FS u pozitiv-
ních a negativních vzorků ukazuje tabulka 1 a 2 a obrázky
1 – 3. Hodnoty se statisticky významně lišily ve všech pří-
padech – aPTT bylo více prodlouženo u LA pozitivních
nemocných jak při použití aPTT, tak i PTT-LA, zatímco
významně kratší hodnoty u LA pozitivních pacientů byly
nalezeny při použití Actin FS. Poměr R se však při použití
všech tří typů reagencií překrývá a nedovoluje tedy rozli-
šení pozitivní – negativní. Proto bylo použito srovnání za
pomocí indexu RLA= (PTT-LA – Actin FS)/Actin FS. 
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pac./skup. N Průměr Sm. odch. Medián Min. Max.
aPTT (R) pozitivní 100 1,64 0,57 1,47 0,98 3,35

negativní 100 1,26 0,20 1,25 0,88 1,87
PTT-LA (R) pozitivní 100 2,63 1,19 2,35 1,38 6,50

negativní 100 1,50 0,18 1,47 1,26 2,11
Actin FS (R) pozitivní 100 1,25 0,20 1,20 0,90 1,88

negativní 100 1,40 0,21 1,36 1,06 2,08
Index RLA pozitivní 100 1,12 0,92 0,88 0,14 4,19

negativní 100 0,08 0,10 0,09 -0,25 0,31
PT (INR) 1 18 2,33 0,49 2,30 1,44 3,30

2 33 2,32 0,58 2,40 1,35 3,69
3 24 2,39 0,54 2,29 1,44 3,76

PTT-LA (R) 1 18 2,89 1,08 2,80 1,32 4,62
2 33 2,49 0,99 2,37 1,22 5,54
3 24 1,42 0,27 1,40 1,08 2,17

Actin FS (R) 1 18 1,65 0,28 1,74 1,24 2,04
2 33 1,28 0,13 1,27 1,09 1,76
3 24 1,51 0,21 1,50 1,28 2,04

Index RLA 1 18 0,76 0,64 0,55 -0,13 2,30
2 33 0,93 0,69 0,85 -0,09 2,90
3 24 -0,06 0,12 -0,05 -0,27 0,24

Tab. 1. Popisné statistiky parametrů aPTT, PT, PTT-LA, Actin FS a indexu RLA u pozitivních a
negativních vzorků pacientů bez antikoagulační léčby, resp. pacientů léčených warfarinem. 

Vysvětlivky: skupina 1 = pozitivní pacienti bez diluce; skupina 2 = pozitivní pacienti s dilucí;
skupina 3 = negativní pacienti; PT = protrombinový čas; Sm. odch. = směrodatná odchylka
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Tento index je nejen statisticky významně odliš-
ný u LA pozitivních a LA negativních nemocných,
ale navíc nedochází k překrývání hodnot LA pozi-
tivních a LA negativních nemocných (tab. 1 a 2,
obr. 4). Pomocí logistické regrese byl vytvořen
predikční model, který na základě hodnoty RLA
umožňuje pacienta zařadit do skupiny LA pozitiv-
ních nebo LA negativních pacientů. 
p = 1/[1+exp(5.986-22.356x RLA)]

Nastavíme-li hodnotu dělicího bodu RLA =
0,268 (což odpovídá hladině dělicího bodu p =
0,5), má tento model korektní predikci u 95,5 %
pacientů. Pacienti s hodnotou indexu RLA vyšší
než 0,268 budou vytvořeným modelem klasifi-
kováni jako pozitivní na lupus antikoagulans,
pacienti s nižší hodnotou indexu RLA jako nega-
tivní. Použitý index RLA je významným predik-
torem, zda pacient má lupus antikoagulans (test
podílem věrohodností χ2 = 229,76, d.f. = 1, p <
0,001).
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srovnávané skupiny                  Mannův-Whitneyův U test
aPTT pozitivní vs. negativní pac. U = 2515 N = 200 p < 0,001
aPTT-LA pozitivní vs. negativní pac. U = 805,5 N = 200 p < 0,001
aPTT
-necitl. LA pozitivní vs. negativní pac. U = 2804 N = 200 p < 0,001
index pozitivní vs. negativní pac. U = 106 N = 200 p < 0,001
PT skupina 1 vs. skupina 2 U = 289 N = 51 p = 0,875

skupina 1 vs. skupina 3 U = 209 N = 42 p = 0,859
skupina 2 vs. skupina 3 U = 368 N = 57 p = 0,651

PTT-LA skupina 1 vs. skupina 2 U = 227 N = 51 p = 0,168
skupina 1 vs. skupina 3 U = 29 N = 42 p < 0,001
skupina 2 vs. skupina 3 U = 102 N = 57 p < 0,001

Actin FS skupina 1 vs. skupina 2 U = 64,5 N = 51 p < 0,001
skupina 1 vs. skupina 3 U = 149,5 N = 42 p = 0,091
skupina 2 vs. skupina 3 U = 125,5 N = 57 p < 0,001

Index RLA skupina 1 vs. skupina 2 U = 253 N = 51 p = 0,386
skupina 1 vs. skupina 3 U = 21 N = 42 p < 0,001
skupina 2 vs. skupina 3 U = 22 N = 57 p < 0,001

Tab. 2. Porovnání hodnot aPTT, PT, PTT-LA, Actin FS a indexu RLA u pozitivních
a negativních vzorků pacientů bez antikoagulační léčby, resp. pacientů léčených
warfarinem.

Vysvětlivky: skupina 1 = pozitivní pacienti bez diluce; skupina 2 = pozitivní pac-
ienti s dilucí; skupina 3 = negativní pacienti; PT = protrombinový čas

Obr. 1. Porovnání hodnot aPTT u pozitivních a negativních vzorků. 

Obr. 2. Porovnání hodnot PTT-LA u pozitivních a negativních vzorků.

Obr. 3. Porovnání hodnot Actin FS u pozitivních a negativních vzorků. 

Obr. 4. Porovnání hodnot indexu RLA u pozitivních a negativních vzorků.
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Následně jsme provedli testování hodnot PTT-LA
a Actin FS u pacientů na antikoagulační léčbě. Nastavení
antikoagulační léčby bylo ve všech skupinách testova-
ných vzorků stejné – hodnoty INR se statisticky význam-
ně v jednotlivých skupinách nelišily (tab. 1 a 2, obr. 5).
Hodnota PTT-LA byla statisticky významně prodlouže-
na více u pacientů s nálezem lupus antikoagulans (skupi-
ny 1 a 2), nežli u LA negativních nemocných (skupina 3),
zatímco nedošlo i významnému rozdílu mezi vzorky
vyšetřovanými v diluci normální bezdestičkovou plaz-
mou a bez ní (tab. 1 a 2, obr. 6). Naopak hodnoty Actin
FS se lišily pouze u vzorků preanalyticky ošetřených
dilucí – zde dochází ke zkrácení hodnot vlivem korekce
deficitu faktorů navozených antikoagulační léčbou (sku-
pina 2), nebyl rozdíl mezi vzorky s přítomností inhibito-
ru lupus antikoagulans a bez ní (tab. 1 a 2, obr. 7). 

Použití námi vytvořeného indexu RLA u LA pozitiv-
ních a LA negativních vzorků ovlivněných antikoagulač-
ní léčbou ukazuje tabulky 1 a 2, obr. 8. Index rozlišuje
LA pozitivní a LA negativní nálezy bez ohledu na použi-
tí či nepoužití preanalytické diluce. Proto byly do logis-

tické regrese zařazeny skupiny 1 a 2 společně. Byl vytvo-
řen model: p = 1/[1+exp(0,980–11,895 x RLA)].

Model má statisticky významnou schopnost predikce
pacientů s lupus antikoagulans a antikoagulační léčbou. 
Při nastavení hodnoty dělicího bodu RLA = 0,082 (což
odpovídá hladině dělicího bodu p = 0,5), má tento model
korektní predikci u 90,7 % pacientů. Pacienti s hodnotou
indexu RLA vyšší než 0,082 budou vytvořeným modelem
klasifikováni jako pozitivní na lupus antikoagulans, paci-
enti s nižší hodnotou indexu RLA jako negativní. Použitý
index RLA je významným prediktorem, zda pacient
s antikoagulační léčbou má lupus antikoagulans (test
podílem věrohodností χ2 = 60,04, d.f. = 1, p < 0,001).

Diskuse

Průkaz inhibitoru lupus antikoagulans je obvykle zalo-
žen na principu detekce ovlivnění dostatečně citlivého
screeningového testu a následně konfirmací danou prů-
kazem zkrácení téhož testu po zvýšení koncentrace fos-
folipidů (3). Na tomto principu je založena řada komerč-
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Obr. 6. Porovnání hodnot PTT-LA u pozitivních pacientů bez diluce
(skupina 1), pozitivních pacientů s dilucí (2) a negativních pacientů (3). 

Obr. 5. Porovnání hodnot PT u pozitivních pacientů bez diluce (skupi-
na 1), pozitivních pacientů s dilucí (2) a negativních pacientů (3). 

Obr. 7. Porovnání hodnot Actin FS u pozitivních pacientů bez diluce
(skupina 1), pozitivních pacientů s dilucí (2) a negativních pacientů (3). 

Obr. 8. Porovnání hodnot indexu RLA u pozitivních pacientů bez diluce
(skupina 1), pozitivních pacientů s dilucí (2) a negativních pacientů (3). 
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ně dostupných laboratorních diagnostik určených pro
průkaz lupus antikoagulans. Jak screeningové testy, tak
i koagulační testy obvykle odrážejí vliv na jinou část
koagulační kaskády, která je inhibitorem ovlivněna. Tak
rozlišujeme testování na bázi aPTT, ředěného času
s jedem Russelovy zmije (dRVVT), kaolinového času
(KCT), či ředěného tromboplastinového času (dPT).
Neexistuje žádný test se 100% senzitivitou a specificitou.
Z tohoto důvodu se doporučuje použití nejméně dvou,
lépe tří screenigových testů, které mapují jinou část koa-
gulační kaskády (16). Zatímco senzitivita tohoto testová-
ní je obvykle vysoká a pohybuje se mezi 96–100 %, spe-
cificita je obvykle mnohem nižší a je udávána mezi
60–73 % (16). Za nejvíce senzitivní i specifický test
nejen pro přítomnost lupus antikoagulans ale i ve vztahu
k riziku trombózy je považován dRVVT (16–19). Sami
jsme taktéž prokázali významnou pozitivní korelaci mezi
pozitivitou screeningového testu dRVVT a výskytem
trombotických komplikací u našich nemocných (20).

Sakakura (21) však v roce 2000 prokázal, že rozdíl
mezi aPTT reagencií citlivou a necitlivou k lupus antiko-
agulans je u pozitivních pacientů stejně velký, jako roz-
díl mezi screeningovým a konfirmačním dRVVT – tedy
po přidání fosfolipidů. Vzhledem k tomu, že citlivé aPTT
však nevykazovalo vysokou specificitu ve vztahu k pří-
tomnosti LA a pro koagulační vyšetření na přítomnost
LA, doporučuje dRVVT a KCT. Lindhoff-Last se svými
spolupracovníky (22) využili dvě odlišné aPTT reagens
s různou koncentrací fosfolipidů k vytvoření metodiky
MIXCON-LA assay, využívající použití analyzátoru,
ředění normální plazmou a rozdílu citlivosti obou rea-
gencií. Přítomnost heparinu ve vzorku byla neutralizová-
na. Prokazovali 100% specificitu vůči deficitům koagu-
lačních faktorů a ovlivnění antikoagulační léčbou, meto-
dika však nebyla schopna odlišit získaný inhibitor FVIII
u hemofilika. Při interpretaci nálezů z jiných pracovišť je
nutno brát ohled nejen na typ použité reagencie, ale do
jisté míry i na typ použitého koagulačního přístroje
a metody detekce, kterou používá (23, 24). Proto nelze
výsledky testování v jiné laboratoři většinou použít beze
zbytku a je nutné vlastní nastavení. 

V naší studii jsme využili různé citlivosti reagencií
aPTT k přítomnosti lupus antikoagulans s retrospektivní-
mu zhodnocení pozitivních a negativních vzorků. Při
zavedení indexu RLA a metody logistické regrese je
tento model schopen predikovat pozitivní nález u pacien-
tů v podmínkách našeho nastavení s vysokou citlivostí
a to i u pacientů na antikoagulační léčbě. 

V roce 2002 bylo použití jiné aPTT reagencie necitli-
vé k lupus antikoagulans včetně vytvoření různých inde-
xů (rozdíl citlivé a necitlivé reagencie k necitlivé resp.
i rozdíl citlivé a necitlivé ku citlivé) využito k odlišení
LA pozitivních a negativních nemocných argentinskými
autory (25). I oni zjistili možnost využití těchto kalkulo-
vaných indexů při antikoagulanční léčbě nemocných
jako jediného kritéria. Metoda spočívala v kalkulaci
akceptovatelné senzitivity a specificity vyšetření v pod-
mínkách jejich nastavení. 

Rutinně používané screeningové aPTT do celkového
vyhodnocení nálezu použito nebylo. I když bylo prove-
deno u každého vyšetření z téhož odběru, preanalytické
zpracování vzorku bylo použito pro přípravu plazmy
chudé na destičky, nikoli však pro přípravu bezdestičko-
vé plazmy (< 5 x 109/l), jak je tomu u vzorků zpracová-
vaných na vyšetření lupus antikoagulans. Tento fakt
může hrát v hodnotě času i poměru R významnou roli,
bez ohledu na citlivost vlastní reagencie díky možnému
neutralizačnímu efektu trombocytů (26). Přesto však
hodnoty R vyšetřené touto reagencií byly u pozitivních
vzorků zřetelně delší, nežli při vyšetření aPTT reagencií
necitlivou k přítomnosti lupus antikoagulans (tab. 1 a 2,
obr. 1 a 3). To dokládá dostatečnou senzitivitu námi pou-
žívané rutinní aPTT reagens k přítomnosti tohoto inhibi-
toru pro běžná screeningová vyšetření. 

Použití aPTT necitlivé k přítomnosti lupus antikoagu-
lans považujeme za přínosné ve spektru diagnostických
metod k průkazu antifosfolipidových protilátek ovlivňu-
jících koagulační reakce a v diferenciální diagnostice
stavů provázených prodlouženým aPTT. Vzhledem k pří-
tomnosti celé řady vlivů, které se mohou na výsledcích
testování podílet, považujeme za nutné nastavení diskri-
minačního rozhraní podle použitých reagencií a přístro-
jového vybavení individuálně pro každou laboratoř. 
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