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Doporuéeni laboratorni sekce Ceské hematologické spole¢nosti CLS JEP

1. Uvod

Lupus antikoagulans (LA) je heterogenni skupina protilatek namifenych proti plazmatickym
proteiniim vazajicim fosfolipidy (PL), které¢ ovliviluji koagulacni testy zavislé na
fosfolipidech in vitro. Prikaz LA je soucasti komplexniho vySetfeni antifosfolipidovych
protilatek (APA) a diagnostiky antifosfolipidového syndromu (APS). Stanoveni LA je
komplikované, protoZe neexistuje test 100% citlivy jen na LA, a k prodlouzeni testl zavislych
na fosfolipidech dochazi i v pfipad¢ jinych koagulopatii a 1écby. Standardizace vySetfeni LA
dle mezinarodnich doporuceni SSC ISTH 2009, BCSSH 2012 a CLSI 2014 zahrnuje dodrZeni
preanalytickych podminek, spravnou volbu testd, poradi testd, vySetfovani smésné normalni
plazmy, nastaveni vlastnich cut-off, sprdvné vyhodnoceni testi a vyloucCeni ovlivnéni
diagnostiky LA jinymi koagulopatiemi v¢etné ovlivnéni antitrombotickou lé¢bou.

2. Preanalytické zpracovani vzorku

K vysetieni LA musi byt pouZita bezdesti¢kova plazma (podet trombocytd < 10 x 10°/L),
piipravena dvojnasobnou centrifugaci bezprostiedné po odbéru:

a) Prvni centrifugace minimalné 15 min pii 2000g a stazeni plazmy.

b) Druha centrifugace minimalné 15 min pfi > 2 500g a stazeni plazmy. Nesmi byt pouzita
ultracentrifugace (> 5 000g) a filtrace ptes trombocytarni filtry.

Bezdestickova plazma (PFP) mtze byt pouzita Cerstva nebo rychle zamrazena a skladovana
kratkodobé (max do 2 tydntl) pfi teploté -20 °C, dlouhodobé pfi teploté -70 °C a nize. Pied
vysetienim se PFP rozmrazi pii 37 °C.

3. Postup vySetieni LA

Vlastnimu vySetfeni LA musi vzdy pfedchazet vySetfeni zdkladnich koagulacnich testt,
minimalné¢ PT, APTT (pfiméfené citlivé na LA), TT (vylouCeni jinych koagulopatii,
antitrombotické 1écby) — viz kap. 3.6.

Diagnostika LA zahrnuje nékolik krok:
a) prikaz prodlouZeni testi zavislych na fosfolipidech (screening)
b) prikaz inhibitoru (korekcni testy)
c) prukaz fosfolipidové zavislosti inhibitoru (konfirmace)
d) vylouceni jinych koagulopatii a ovlivnéni 1écbou
3.1 Volba testt

Pti diagnostice LA musi byt pouzity minimalné 2 testy zavislé na fosfolipidech s riznymi
principy zachycujicimi odliSnou ¢ast koagula¢ni kaskady.
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Doporuéeni laboratorni sekce Ceské hematologické spole¢nosti CLS JEP

3.1.1 Screening LA

Musi byt pouzity minimalné 2 testy s nizkou koncentraci fosfolipida (| PL), pii vy$sim poctu
testll je riziko faleSné pozitivnich nalezti. Doporucuje se kombinace testt dRVVT a dAPTT
a/nebo jiné.

a) dRVVT

Test s jedem Russelovy zmije, ktery aktivuje FX v pfitomnosti |PL a Ca?’, je testem
s vysokou specifitou, citlivy k antif2-glykoproteinu 1 a vysokou korelaci s trombo6zou.
Provedeni tohoto testu je nezbytné.

b) dAPTT
Aktivovany parcialni tromboplastinovy test s |PL je testem s vysokou senzitivitou k LA.
c¢) Silica clotting time (SCT)

Test s aktivatorem silica (smés kiemicitanli) a |PL (nejsou tkanového ptivodu), ktery je
oznacovan jako modifikované APTT.

d) dPT

Test s rekombinantnim lidskym tromboplastinem s |PL nebo komer¢ni sety. Reagencie
tkanového pivodu s variabilni citlivosti a lokalnimi dilucemi nejsou doporucovany.

e) Hadi jedy (taipan, textarin).

Pozn.: ,,d* ve zkratce testu (ARVVT, dAPTT, dPT) znamena, Ze k testu je pouzita reagencie
s nizkou tedy fedénou (diluted) koncentraci fosfolipidii.

3.1.2 Korekce LA

Korekéni testy se provadi na principu téch testii, které jsou ve screeningu prodlouzené
(R > cut-off). Vysetiuje se smés pacientovy plazmy a normalni plazmy v poméru 1 : 1 bez
inkubace (LA je casové nezavisly inhibitor).

3.1.3 Konfirmace LA

Konfirma¢ni testy se provadi na principu testli, které jsou ve screeningu prodlouzené
(R > cut-off). K vySetieni se pouzivaji testy s nadbytkem fosfolipidli (1PL, neutralizacni
testy) nebo fosfolipidi v hexagonalni fazi (test HNP). Screeningové a konfirmacni reagencie
by mély byt od stejného vyrobce a validované vyrobcem pro ucely pouziti k diagnostice LA.
Pouzivani screeningovych a konfirmacnich reagencii od riznych vyrobcii a/nebo s riznymi
aktivatory v ramci diagnostiky LA musi mit laboratof nélezit¢ otestovano a validovano.

Diagnostika lupus antikoagulans
Verze: 1 Platnost od: 1.9.2019 Strana 4z 9



Doporuéeni laboratorni sekce Ceské hematologické spole¢nosti CLS JEP

3.2 Poradi testu

V prvnim kroku se provadi screeningové testy, v piipad¢ pozitivnich vysledkl alespon
jednoho z testli se v druhém kroku provadi korekce 1 konfirmace.

3.3 VySetieni smésné normalni plazmy

Smésna normalni plazma (SNP) musi byt testovana v kazdé sérii vySetfeni soucasné
se vzorky pacientll. Pouziva se k provedeni korek¢nich testli a k vypoltim parametrd pfi
vyhodnoceni jednotlivych testli. SNP miize byt pfipravena laboratofi stejnym zptisobem jako
vzorky pacientli (smés plazem LA negativnich jedincii) nebo komercni validovana vyrobcem
pro ucely pouziti k diagnostice LA.

3.4 Nastaveni vlastnich cut-off testu

Z dtuvodu variability reagencii a analyzatorti je pro laboratof nezbytné nastaveni horni hranice
referenCnich intervali cut-off pro screeningové, korekéni i konfirmacni testy. Pocet
normdlnich vzorkli pro nastaveni cut-off musi byt minimélné¢ 40, optimaln¢ 100 — 120.
V piipadé, ze vyrobce reagencie udava pro dany pfistroj validované cut-off hodnoty, je pro
verifikaci doporucovano provedeni vySetieni 20 — 60 normalnich vzorkt. K vyhodnoceni cut-
off se pouziva 99. percentil (snizeni falesné pozitivnich vysledki, zvySeni specifity a snizeni
senzitivity), ptip. 97,5 percentil namétenych hodnot.

3.5 Vyhodnoceni testi LA

Z primarné¢ nameétfenych koagulacnich cast pacienta (tp), smésné normalni plazmy (tn)
v ramci screeningu (Screen), konfirmace (Confirm) a korekce (ti:1) se vypocitavaji vysledky
jednotlivych parametri:

a) Screening

Ratio R = tp/tn R > cut-off pozitivni
b) Korekce
Ratio R = t1.1/tN R > cut-off pozitivni

Index ICA (= index cirkulujiciho antikoagulans, Rosnertiv index)
ICA = [( ti.1-tn)/tp] x 100, vhodnéjsi parametr zohlediiuje i tp
R > cut-off pozitivni
Negativni vysledky korekce nevylucuji pfitomnost LA z divodu dilu¢niho efektu.
¢) Konfirmace

Normalizované Ratio NR = Rscreen/Rconfirm ~ NR > cut-off pozitivni
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Doporuéeni laboratorni sekce Ceské hematologické spole¢nosti CLS JEP

Rozdil ¢asti = tscreen - tconfirm > cut-off pozitivni / > 8,0 s pro HNP

3.6 Vylouceni jinych koagulopatii
K vylouceni jinych koagulopatii je doporucovano provedeni zakladnich koagulacnich testt
PT, APTT, fibrinogen, TT, event. test cirkulujiciho antikoagulans, D-Dimery (D-Di).

LA muze, ale nemusi interferovat pii vySetfeni koagulacnich faktort. V piipadé snizeni
funkéni aktivity faktori vnitfniho systému je vhodné opakovat vySetfeni s APTT reagencii
se snizenou citlivosti k LA a event. vysetieni faktorG v diluci nebo vySetieni faktora s
pouzitim chromogennich substrati.

K odliseni specifického inhibitoru od LA se vyuziva ¢asova zavislost inhibitoru, specifita vici
jednomu koagula¢nimu faktoru a u inhibitora faktor vnitini cesty toho, ze neni prodlouzené
dRVVT, které u LA prodlouzené muze byt.

3.7 Diagnostika LA pri antitrombotické 1éCbé

Pokud je mozné vySetieni LA bez antitrombotické 1écby, vzdy se upfednostituje, tj. stanoveni
LA by mélo byt provedeno pted zahdjenim nebo s odstupem po pieruseni 1€cby antagonisty
vitaminu K (VKA), nefrakcionovanym heparinem (UFH), terapeutickymi davkami
nizkomolekuldrniho heparinu (LMWH) a pfimymi inhibitory trombinu a faktoru Xa (DOAC).

371 LA pfi VKA

Pti 1écbe VKA je prodlouzeni testll zavislych na fosfolipidech korigovano normélni plazmou.
a) PT-INR<1,5 LA vySetfeni v nefedéné plazmé

b) PT-INR=1,5-3,0 screeningové a konfirmacni testy ve smési 1 : 1 se SNP

Negativni vysledky nevylucuji ptitomnost LA z davodu diluéniho efektu. Testovani
v nefedéné plazmée muize zplsobit faleSn¢ pozitivni 1 negativni vysledky.

3.7.2 LA p¥rilé¢bé hepariny

a) Pfi 1écbé UFH neni doporucovano vySetirovat LA. Pokud je vySetfovano, tak jen
v rozsahu koncentrace UFH dle doporuceni vyrobce a pii pouziti reagencii s heparin
neutraliza¢nimi pfisadami (dRVVT, HNP). Interpretace vzdy s opatrnosti.

b) LMWH mé mensi vliv na testovani LA, zejména v terapeutickych davkach vsak nelze
ovlivnéni vyloucit. Reagencie dRVVT s heparin neutralizacnimi ptisadami a LMWH
v profylaktickych davkach stanoveni LA umoznuje.
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Doporuéeni laboratorni sekce Ceské hematologické spole¢nosti CLS JEP

3.7.3 LA a prima antikoagulancia

Pii 1é€bé DOAC, na rozdil od VKA a deficitu faktor, nedochazi ke korekci po pridavku
SNP.

a) Pfimé inhibitory trombinu (dabigatran a argatroban) interferuji vyznamné se vSemi testy
v ramci diagnostiky LA, je riziko fale$né pozitivnich vysledkd.

b) Inhibitory FXa (rivaroxaban, apixaban, edoxaban) interferuji vice v dRVVT nez v APTT,
nelze vyloucit riziko falesné pozitivnich vysledka.

DOAC ovlivituji v zavislosti na hladiné 1éku zejména screeningové a korekéni testy, vysledky
konfirmace (NR nebo rozdil ¢asl) jsou negativni, ale mohou byt i faleSn¢ pozitivni.

Vysetteni LA pfi 1é¢bé DOAC neni vSeobecné doporucovano.

Pokud je vySetfeni LA nezbytné, musi byt provadéno ve specializovanych laboratoiich
s dlouhodobou zkuSenosti s diagnostikou a interpretaci vysledki LA. Ptredpokladem je
ovéfeni citlivosti pouzivanych testi k DOAC a provadéni vySetfeni LA zodbéru pred
podanim dal$i davky, tj. v dobé minimélniho u¢inku léku (nutno i tak vyloucit kumulaci
1€ku).

Vyjimkou muze byt pouziti DOAC-Stop tablet v laboratofich po nalezitém otestovani
vhodnosti pro diagnostiku LA.

4. Interpretace vysledku vySetieni LA

VysSetfeni LA u pacientll s podezienim na APS nebo nevysvétlitelnym prodlouZzenim APTT
pii rutinnim vySetfeni by mélo byt provadéno mimo akutni stavy, pred zahajenim, nebo
s odstupem od pteruseni antitrombotické 1écby.

Interpretace vysledka testt LA v ramci diagnostiky APS musi vzdy provadét zkuSeny
pracovnik v kontextu s vysledky vSech laboratornich vySetfeni vcetné¢ dalSich
antifosfolipidovych protilatek, s 1¢cbou a klinickymi projevy.

V piipadé pozitivity LA by mélo byt toto vySetfeni v ramci diagnostiky APS opakovano
v odstupu vice nez 12 tydnd.

5. Kontroly kvality v diagnostice LA
5.1 Kontroly preciznosti v ¢ase (mezilehla preciznost)

Vysetfeni smésné normalni plazmy provadéné s kazdou sérii vySetfeni LA viz kap. 3.3
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5.2 Ovéreni funk¢nosti reagen¢niho systému

Vysetfeni komer¢nich ¢i laboratofi ptipravenych LA pozitivnich a LA negativnich
kontrolnich materidltt musi byt provadéné s kazdou sérii vysSetieni.

6. Pouzité zkratky

APA
APS
APTT
BCSH
CLSI
dAPTT
D-Di
DOAC
dPT
dRVVT
FXa
HNP
ICA
INR
LA
LMWH
PFP

PL

PT

R

SCT
SNP
SSC ISTH

Verze: 1

antifosfolipidové protilatky
antifosfolipidovy syndrom

aktivovany parcialni tromboplastinovy test
British Committee for Standards in Haematology
Clinical and Laboratory Standards Institute
fedény aktivovany tromboplastinovy test
D-Dimery

pfima antikoagulancia

fedény protrombinovy test

fedény test s jedem Russelovy zmije
aktivovany faktor X

neutralizace hexagonalni strukturou fosfolipidi
index cirkulujiciho antikoagulans
mezinarodni normalizovany pomér

lupus antikoagulans

nizkomolekuldrni hepariny

bezdestickova plazma

fosfolipidy

protrombinovy test

pomér (ratio)

silica clotting test

smésna normalni plazma

Scientific and Standardization Committee International Society on Thrombosis
and Haemostasis
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tN koagulacni ¢as smésné normalni plazmy
tp koagula¢ni ¢as pacienta

UFH nefrakcionovany heparin

VKA antagonisté vitaminu K
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