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Diagnostika  
trombofilií ve světle 
moderních metod

L. Slavík, J. Úlehlová

Úvod 
Trombofilie je charakterizována hyperkoagulabilitou 
a zvýšeným sklonem k trombóze. Tromboembolické 
příhody 1 spolu s žilní trombózou tvoří třetí nejčas-
tější příčinu úmrtí ve vyspělých zemích po ischemic-
ké chorobě srdeční a mozkovém infarktu.  Podmínky 
spojené se zvýšeným rizikem žilní trombózy mohou 
být buď vrozené nebo získané (viz. tabulka 1). 

Jedinci vhodní pro vyšetření 
Mezi jedince s vysokým rizikem žilní trombózy patří 
pacienti s pozitivní osobní nebo rodinnou anamné-
zou trombózy, manifestací trombembolické nemoci 
(TEN) do 45 let věku, manifestací TEN v neobvyklé 
lokalizaci a u žen manifestací v průběhu těhotenství  
nebo na hormonální léčbě.
Identifikace trombotických rizikových faktorů 
a diagnostika trombofilie přispívá k péči o pacienta 
mnoha způsoby. Taková diagnostika je založena 
na zjištění osobní a  rodiné anamnézy trombózy 
(zejména v období dospívání a u mladých žen před 
porodem), klinické manifestace trombembolické 
nemoci a laboratorním testování.

Specifická vyšetření trombofilních 
markerů
Rezistence na aktivovaný protein C (APCR)
Snížený poměr koagulačních časů získaných 
s a bez vnějšího přídavku aktivovaného proteinu 
C je znakem rezistence na aktivovaný protein C 
(APC), jejíž příčinou je mutace faktoru V (Leiden), 
která je spojena se zvýšeným rizikem hluboké žilní 
trombózy. Citlivost a specificita vyšetření je kolem 

Tabulka 1. 

Dědičné trombofilie Získané trombofilie                                                                          
APC rezistence/Mutace FV Leiden2,3 Antifosfolipidové protilátky
Antitrombin - deficit pod 60 %4 - lupus antikoagulans- pozitivita alespoň  

2 fosfolipid dependentních testů
Faktor VIII - zvýšená hladina nad 140 %5 - antikardiolipinové protilátky
Hyperhomocysteinemie6,7 - protilátky proti beta-2-glykoproteinu I
Protein C deficit pod 60 %8 Zvýšené hladiny faktorů VIII, IX, XI
Protein S deficit pod 63 % u mužů a 54 % u žen7 Získané deficity inhibitorů koagulace
Prothrombinová mutace 20210G>A (faktor II) 9,10 

100 %, a to i za přítomnosti heparinu 11,12. V méně 
než 5 % případů je APC rezistence nalezena bez 
přítomnosti mutace faktoru V  (Leiden), možná 
z důvodu jiné neznámé mutace, ale mnohem čas-
těji z důvodu získané APC rezistence v důsledku 
zvýšené hladiny F VIII a přítomnosti lupoidních 
antikoagulancií. Tyto případy jsou také spojeny se 
zvýšeným rizikem žilní trombózy 13.
Vlastní stanovení je založeno buď na předře-
dění vzorků s  faktor V  reagenční plazmou pro 
zvýšení specificity k  Leidenské mutaci nebo 
přímém inkubování vzorku s  APTT reagencií 
v přítomnosti resp. nepřítomnosti aktivovaného 
proteinu C (APC). Výsledek je poměrem těchto 
dvou stanovení, kdy pozitivní pacienti mají poměr 
pod 2,113,14.

Alternativní metodou je využití inkubace s FV aktivá-
torem z hadího jedu Daboia russelli a následné iniciaci 
koagulační reakce s FV dependentním protrombi-
novým aktivátorem z hadího jedu Notechis scutatus 
scutatus v přítomnosti resp. nepřítomnosti APC. Tato 
metoda poskytuje vyšší specifitu jednak vůči jednot-
livým mutačním stavům FV Leiden (homozygot vs. 
heterozygot) a také vůči negativním vzorkům15. 
Faktor V (Leiden) 
Mutace  1691G>A  v genu pro faktor V, nazývaná 
též Leidenská mutace, způsobuje pozitivní  nález re-
zistence na APC. Mutace Faktor V (Leiden) zvyšuje 
přibližně 7x riziko žilních trombóz u heterozygot-
ních jedinců a 80x zvyšuje riziko u homozygotních 
jedinců16. 
Stanovení vychází z amplifikace genomického ma-
teriálu pomocí polymerázové řetězové reakce17,18. 
Klíčovými komponentami PCR reakce jsou dva olio-
gonukleotidové primery, deoxyribonukleotidtrifosfá-
ty a teplotně rezistentní DNA polymeráza (Taq). 
Stanovení mutace FV:Q506 poprvé popsal Bertina 
a kol.19za využití enzymatického štěpení PCR pro-
duktu pomocí restrikčního enzymu Mnl I a následné 
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separace produktů na agarózovém gelu. Výsledný 
počet a velikost fragmentů indikuje přítomnost resp. 
nepřítomnost mutace.
Na základě přesného sekvenování bylo v poslední 
době odvozeno několik dalších metod pro stanovení 
mutace faktoru V 1691 G-A. Tyto metody modifikují 
a vylepšují původní stanovení20 chemiluminiscenční 
detekcí21, umožňují provedení PCR z plné krve22, 
využívají dvoufázovou PCR s použitím dvou 
restrikčních enzymů Mnl I  a Nla III23, používají 
alelicky specifické próby24-26, zavádějí rozpoznávací 
místa Taq 127 a Hind III28, kombinují se s ELISA 
stanovením29 a kapilární elektroforézou30. Poslední 
nejnovější metody používají alelické specifické 
primery bez nutnosti izolace DNA.
Protein C
Protein C je vitamin K dependentní protein, který 
je v plazmě přítomen ve formě zymogenu. Protein 
C je aktivován in vivo trombinem v přítomnosti 
trombomodulinu. 
Deficit proteinu C může být detekován chromogen-
ní nebo koagulační metodou. Koagulační metody 
mohou být na bázi aPTT nebo RVV (Russel Viper 
Venom), z nichž každý může dávat falešně vysoké 
výsledky v přítomnosti přímých inhibitorů trombinu, 
proto se dnes takřka výhradně používá chromogenní 
metoda. U  testů založených na aPTT může lupus 
antikoagulans způsobit falešně vysoké výsledky, stejně 
jako zvýšené hladiny faktoru VIII nebo přítomnost 
mutace F V Leiden může způsobit falešně nízké 
výsledky. Heterozygotní forma mutace F V Leiden ne-
ovlivňuje testy na bázi RVV, ale některé práce udávájí 
částečné snížení PC u homozygotů na FV Leiden29. 
Lupus antikoagulans hladinu proteinu C neovlivňuje31. 
Protein S a C4 vazebný protein
Přibližně 65 % proteinu S  cirkulujícího v plazmě 
je vázáno na C4 vazebný protein. Zvýšené hladiny 
C4 vazebného proteinu mohou způsobit sníženou 
hladinu volného proteinu S a následné zvýšené 
riziko trombózy. 
Funkční aktivita celkového proteinu S  (PS), ko-
faktoru aktivovaného proteinu C (PC), je měřena 
jako míra prodloužení protrombinového času 
v přítomnosti hovězího tromboplastinu, kalciových 
iontů a  aktivovaného proteinu C. Hladina je pak 
přímo úměrná prodloužení protrombinového času 
v přítomnosti protein S deficitní plazmy. Aktivova-
ný protein C (aPC) je tvořen aktivací PS deficitní 
plazmy s protein C aktivátorem. 
Detekce deficitu proteinu S může být kompliková-
na, protože protein S je v krevním řečišti ve dvou 
formách - vázaný na C4b protein (60 %) a volný 
protein S (40 %). 

Stanovení volného proteinu S na rozdíl od celkového 
netrpí žádnou interferencí, jelikož je založeno na 
imunostanovení pomocí mikrolatexu (latex imu-
noassay LIA). V první fázi je volný protein S díky 
vysoké afinitě navázán na latexové částice s C4b 
vazebným proteinem. Volný protein S absorbovaný 
na C4BP latexové mikročástice spouští aglutinační 
reakci s druhou latexovou reagencií, která obsahuje 
monoklonální protilátku citlivou na lidský protein 
S.  Akutní fáze různých onemocnění (např. zánět) 
může snížit protein S in vivo, a to je častou příčinou 
nízké celkové hladiny proteinu S nebo volného 
antigenů výsledky. Mechanismus je přičítán C4b-
vazebnému proteinu, který se zvyšuje během akutní 
fáze onemocnění. C4BP se váže na protein S, čímž 
se snižuje množství volného proteinu S. Pokud je 
protein S vázán na C4BP je v podstatě inaktivován. 
Hlavní nevýhodou stanovení volného proteinu 
S  je, že typ II deficitu není možné stanovit32, nic-
méně většina dědičných deficitů proteinu S je typu 
I (kvantitativní).

Antitrombin
Deficit antitrombinu je možné detekovat chromo-
genní nebo koagulační metodou. V současné době 
se doporučuje chromogenní metoda pro jednodušší 
provedení. Celkově lze říci, že chromogenní metoda 
je méně náchylná k  interferenci než u  stanovení 
proteinu C nebo proteinu33.  Pro stanovení aktivity 
antitrombinu jsou chromogenní testy založené 
na detekci zbytkové aktivity IIa nebo Xa- pomocí 
chromogenního substrátu, které nejsou ovlivněny 
heparinem. Testy na bázi detekce trombinu (IIa), 
mohou být teoreticky falešně ovlivněny zvýšenou 
hladinou heparin kofaktoru II. Testy na bázi F Xa 
mohou být méně citlivé na deficity typu II než testy 
na bázi IIa34. Přímé inhibitory trombinu mohou 
falešně zvýšit výsledky testů na bázi IIa, ale ne na 
bázi Xa35.

Kardiolipinové protilátky a protilátky proti β2-
Glykoproteinu I 
Antikardiolipinové protilátky tříd IgA, IgG, IgM 
jsou spojeny s  antifosfolipidovým syndromem. 
V případě hladin > 40 GPL jednotek zvyšují riziko 
žilní trombózy 5 až 8násobně. IgG protilátky jsou 
prediktivním markerem aktivity onemocnění, 
zatímco IgM protilátky se vyskytují častěji u po-
lékových poruch a  infekčních onemocnění (např. 
syfilis). Vyšší titry protilátek obvykle souvisí s větším 
rizikem trombózy.

Výskyt protilátek proti β2-glykoproteinu I tříd IgA, 
IgG, IgM je spojen s antifosfolipidovým syndromem 
a jejich přítomnost je více specifická než přítomnost 
protilátek proti kardiolipinu. Jedinci, kteří jsou 
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pozitivní pouze na přítomnost  protilátek proti 
kardiolipinu a nikoli na přítomnost protilátek proti 
β2-glykoproteinu I, mají vyšší pravděpodobnost, že 
tento stav je způsoben infekcí (varicella, zarděnky, 
adenovirus, HIV) nebo důsledkem léčby (amoxi-
cilin, chlorpromazin, hydralazinu)  než samotným 
antifosfolipidovým syndromem.
Stanovení protilátek je možné provádět ELISA 
metodikami nebo nověji chemiluminiscenčními 
stanoveními disponujícími vyšší sensitivitou. ELISA 
metodiky využívají lokálně standardizované mono-
klonální protilátky (nejčastěji Louisville reference 
aCL IgG a  IgM dle LAPL-GM-200 G1-G6 a LA-
PL-GM-200 M1-M6 a  tzv. Harrisovy standardy). 
Chemilumiscenční stanovení je založeno na přímé 
chemiluminiscenci, kdy chemiluminiscenční sig-
nál je přímo úměrný koncentraci aPL ve vzorku. 
Standardizace těchto testů je opět na Harrisovy 
standardy36. Vyšší sensitivita těchto testů může být 
dána nižším ředěním vzorků (1:10) oproti ELISA 
metodikám (1:100), což má za následek vyšší kon-
centraci b2GPI a takto saturovaný veškerý kardio-
lipin na pevné fázi.

X v koagulačním systému a takto obchází vnitřní 
cestu koagulace, což vylučuje interfenci způsobenou 
inhibitory faktorů VIII, IX, XI a XII. Nekorigovaný  
dRVVT čas ve směsných testech vylučuje deficit 
faktorů, zejména těch vyvolaných léčbou warfari-
nem. Falešně prodloužené dRVVT časy můžeme 
pozorovat u pacientů léčených heparinem v dávce 
> 1,0 IU / ml. Falešně negativní dRVVT test může 
být při kontaminaci plazmy zbytkovými destičkami. 
Vzorky se střední až těžkou hepatitidou nebo lipémií 
nemohou být vyšetřeny.
Normalizace APTT po přidání hexagonální fáze 
fosfolipidu je považována za potvrzení přítomnosti 
lupus antikoagulans a  zvýšené riziko trombózy. 
Senzitivita a specificita tohoto testu je 96 % a > 95 %, 
resp. falešně pozitivní výsledek může být pozorován 
u specifických inhibitorů faktorů (faktorů VIII a V) 
a přímých inhibitorů trombinu. Zatímco falešně 
negativní nálezy jsou vzácné. Pokud je klinické 
podezření na LA je vysoké, je navrženo provedení 
dRVVT screeningu s  reflexní dRVVT konfirmací 
hexagonální strukturou a dRVVT 1:1 směsným 
testem. 

Lupus antikoagulans
PTT-LA s reflexní konfirmací hexagonální 
strukturou fosfolipidů a dRVVT screening 
a konfirmace
Lupus antikoagulans je skupina nespecifických 
protilátek, které prodlužují koagulační čas všech fos-
folipid dependentních koagulačních testů. Protilátky 
lupus antikoagulans se z části vážou na hexagonální 
fázi fosfolipidů. 
Screening Lupus antikoagulans pomocí koa-
gulačního testu s diluovaným jedem Russelovy 
zmije (DRVVT) využívá přímé aktivace faktoru 

Faktor VIII
Faktor VIII je reaktant akutní fáze a zvýšení hladi-
ny je pozorováno při zvýšeném stresu, po operaci 
a u  zánětlivých stavů. Zvýšené hladiny jsou také 
při narození a během těhotenství. Zvýšené hladiny 
jsou spojeny se zvýšeným rizikem pro žilní trom-
bózy37 .
Pro stanovení hladin F VIII můžeme použít klasickou 
jednokrokovou analýzu s FVIII deficitní plazmou nebo 
modernější metodiky. Jednou z nich je dvoukrokoková 
analýza. Kdy adsorbovaná plazma pacienta (adsorpce 
s Al(OH)3, která odstraňuje faktory II, VII, IX a X) 

Obr.č. 1 Schéma chemiluminiscenční detekce antifosfolipidových protilátek
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se smíchá s aktivním sérem (zdroj FIX, FX, FXIa), 
s faktor V standardní plazmou, vápníkem a fosfolipidy 
za tvorby faktoru Xa. Následně se vytvořený faktor 
Xa stanovuje koagulačně. Velmi obdobné je chromo-
genní stanovení využívající rozkladu chromogenního 
substrátu vzniklým FXa. Nicméně pro všechny typy 
analýz platí, že je nutné přizpůsobit kalibraci metody 
měřenému rozsahu, který se může v případě trombo-
filního rizika pohybovat od 1 do 8  IU/ml.

Homocystein
Úrovně jsou zvýšeny u následujících stavů: kardio-
vaskulární onemocnění, deficit vitaminu B12 a folátů, 
chronické onemocnění ledvin, homocystinurie, 
hypotyreóza, vybrané malignity, u  jednotlivců, 
jejichž strava je bohatá na metionin (vysoký příjem 
masa), u kuřáků a u osob léčených kortikosteroidy, 
metotrexátem, cyklosporinem, antagonisty vitaminu 
B6 (isoniazid, azauridine, penicilamin, prokarba-
zin), antikonvulziva (fenytoin, karbamazepin) a S-
adenosyl-methionin. Pokud se vyskytne současně 
s mutací faktorem V (Leiden), riziko  žilní trombózy 
stoupá synergicky38. Falešně zvýšené hladiny může 
pozorovat, pokud sérum nebo plazma není oddělena 
od červených krvinek do 1 hodiny od odběru.

Hladina homocysteinu je snížena v těhotenství (s vý-
jimkou nositelek plodu s vadou neurální trubice) 
a u žen užívajících antikoncepci nebo hormonální 
substituční terapii.

Methylenetetrahydrofolate Reductase (MTHFR) 
DNA Mutation Analysis
Homozygotní forma mutace MTHFR (677C> T) je 
u  řady případů příčinou hyperhomocysteinémie,  
a  s  tím spojeným zvýšeným rizikem arteriální 
a žilní trombózy, stejně jako se zvýšeným rizikem 
porodních komplikací (např. preeklampsie, abrupce 
placenty, zpomalení růstu plodu nebo narození 
mrtvého plodu) 39. Heterozygotní nosiči této mutace, 
při neexistenci deficitu vitamínu, mají normální 
plazmatickou hladinu homocysteinu.

Globální testy
Trombin generační test
Trombin generační test (TGT) představuje vyšetření 
založené na bázi monitorování produkce trombinu 
fluorogenním substrátem po iniciaci reakce aktivací 
koagulační kaskády pomocí externě přidaného 
tkáňového faktoru.

Vlastní stanovení je založeno na odstranění základní 
překážky měření trombinu, tj. velmi krátkém poločasu 
života molekuly trombinu, čehož je dosaženo přímou 
indukcí generace trombinu v měřící kyvetě prostřed-
nictvím tkáňového faktoru. Vzniklý trombin je násled-
ně detekován pomocí fluorogenního substrátu. 

Obr. č.2 Analyzátor s fluorimetrickou detekcí
Stanovení má široké diagnostické použití, což umož-
ňuje značná laboratorní variabilita provedení testu. 
Je možné modifikovat koncentrace tkáňového fakto-
ru v poměrně velmi širokém rozmezí či přítomnost 
fosfolipidů. Tyto faktory nám umožňují optimali-
zovat laboratorní stanovení přesně pro zamýšlený 
diagnostický účel – stanovení vlivu mikropartikulí 
na aktivaci koagulačního systému při měření z plné 
krve, monitoraci vlivu endotelových markerů nebo 
komplexní vliv jednotlivých trombofilních rizik40.
Aspekty odběru vzorků 
Stanovení řady trombofilních markerů ovlivňují 
antikoagulancia a  také zbytkové destičky, které 
jsou zdrojem fosfolipidových povrchů. Při klinické 
indikaci je možné nahradit perorální antikoagulační 
léčbu heparinem po dobu 7 až 10 dnů s následným 
vysazením heparinu a odebráním vzorku po 12-24 
hodinách od vysazení6.

Obr. č. 3 Moderní ultracentrifuga k rychlé separaci 
bezdestičkové plazmy
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Destičky výrazně snižují citlivost testování anti-
fosfolipidových protilátek, a  tak musí být vzorek 
centrifugován dvakrát po dobu 15 minut při 1500 g 
a nebo filtrovány přes 0,22 mikronů pro odstranění 
destiček před zamražením41. Dnes se mikrofiltrace 
už nedoporučuje z důvodu ztráty aktivity někte-
rých faktorů krevního srážení. Nicméně konečný 
počet destiček po dvojnásobné centrifugaci musí 
být <10000 destiček/µl plazmy (<5.000 destiček / 
µl ideálně). 
Z moderních metod lze použít ultracentrifugace na 
moderních centrifugách umožňujících separaci až při 
7000 ot./min., což odpovídá 4000 g (poloměr rotoru 
je pouze 7,5 cm).  Výhodou této metody separace je 
výrazné zkrácení času, jelikož pro adekvátní (počet 
plt pod 10x109/l) separaci postačují 2 - 3 min.
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