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Souhrn

Heparinem indukovana trombocytopenie (HIT) predstavuje zavaznou komplikaci pouziti heparinu. IgG protilatky
vazici destickovy faktor 4 (PF4) a heparin spousti klinickou manifestaci HIT. Pouze ¢ast protilatek vSak disponuje
schopnosti aktivovat desticky a tyto mohou byt identifikovany vySetienim agregace desticek (funkcni vySetieni).
Soucasné metodické postupy - heparinem-indukovana agregace desticek (HIPA) a 14C-serotonin uvoliiovaci reakce
(SRA) predstavuji zdlouhava a naro¢na vysetteni pri klinickém podezieni na HIT proto se v posledni dobé rozvinu-
la fada novych metod. Pro stanoveni HIT byla nami pouZita impedanc¢ni agregometrie na analyzatoru Multiplate®
(Verum Diagnostika, Mnichov, Némecko) (MEA) jako heparinem indukované agregacni techniky a Technozym HIT
Ig ELISA test (Technoclone GmbH, Videii, Rakousko). MEA metoda vyuziva senzibilizace darcovskych desti¢ek plaz-
mou pacienta v pritomnosti heparinu v koncentraci 0,5 IU/ml. MEA stanoveni bylo provadéno v 300 pl citratové pl-
né krve s darcovskymi trombocyty, 150 pl heparinu (konecna koncentrace 0,5 resp. 100 IU/ml) a 150 pl plazmy
chudé na desticky (PPP) vySetirovaného pacienta. Zmény v agregaci byly monitorovany po dobu 20 min. Vysledky
ELISA vySetreni byly vyhodnoceny jako negativni pri OD < 0,500 a pozitivni OD > 0,500 dle doporuceni vyrobce di-
agnostického stanoveni. VySetrili jsme 65 pacientt, ktefi méli klinicky stredni a vyssi riziko vzniku HIT dle 4T ské-
re. Veskeré vzorky byly vySetieny ELISA testem a MEA metodikou, kde pozitivni vzorky byly dile konfirmovany
vysokou koncentraci heparinu. Ve vySetfovaném souboru se nam podarilo prokazat, ze MEA disponuje dostatecnou
citlivosti a vyssi specificitou. V souboru pacientu byla nalezena 7,8 % pozitivita MEA oproti 10,9 % pozitivité ELISA.
Stanoveni MEA je, na rozdil od stejné kvalitnich ELISA metodik, pouZitelnéjsi pro praxi pri detekci desticky akti-
vujicich HIT protilatek.
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Summary )
Slavik L., Svobodova G., Ulehlova J., Krcova V., Hlusi A., Prochazkova J.: Current possibilities of
laboratory diagnosis heparin-induced trombocytopenia

Heparin-induced thrombocytopenia (HIT) represents a serious complication of heparin use. IgG antibodies binding
platelet factor 4 (PF4) and heparin trigger the clinical manifestations of HIT. However, only a portion of the antibo-
dies have the ability to activate platelets, and these can be identified by a platelet aggregation test (functional
testing). Current methods — heparin-induced platelet aggregation (HIPA) and 14C-serotonin release assay (SRA) —
are time-consuming and difficult if HIT is clinically suspected; therefore, numerous new methods have been develo-
ped recently. To determine HIT, impedance aggregometry using the Multiplate® analyzer (Verum Diagnostika, Mu-
nich, Germany) (MEA) as heparin-induced aggregation techniques and the Technozym HIT Ig ELISA test (Tech-
noclone GmbH, Vienna, Austria) were used. The MEA method uses sensitization of donor platelets with patient plas-
ma in the presence of heparin at a concentration of 0.5 IU/mL. MEA was performed in 300 UL of citrated whole blo-
od with donor platelets, 150 UL of heparin (final concentration of 0.5; 100 IU/mL) and 150 pUL of platelet-poor plas-
ma (PPP) from the patient. Changes in aggregation were monitored for 20 minutes. The ELISA test results were eva-
luated as negative for OD <0.500 and positive for OD> 0.500 according to the manufacturer’s diagnostic setup.
We examined 65 patients at a clinically intermediate and higher risk of HIT according to the 4T score. All samples
were examined by the ELISA test and MEA, with positive samples being further confirmed by high-concentration
heparin. In the studied group, we demonstrated that MEA has sufficient sensitivity and higher specificity. In the group
of patients, there were 7.8% of positive results found by MEA as compared with 10.9% determined by ELISA. Un-
like the ELISA methods of the same quality, MEA is more suitable for detecting platelet-activating HIT antibodies
in practice.
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(UFH), tak nizkomolekularnich (LMWH) heparinti a je

Uvod pro néj typicky vyvoj protildtek proti komplexim desti¢-
kového faktoru 4/heparinu a IgG protildtek aktivujicich

Heparinem indukovand trombocytopenie (HIT) je kli-  desticky.
nicko-patologicky syndrom, ktery je diagnostikovan u pa- HIT je imunitné indukované onemocnéni, jehoZ pfici-

cientll imunizovanych podanim jak nefrakcionovanych  nou je tvorba protildtek proti komplexu PF4/heparin. PF4
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je homotetramer, ktery se skladd ze 4 jednotek o mole-
kulové hmotnosti 7,8 kDa.

V klinické praxi jsou popsdny 2 typy HIT. HIT I se ma-
nifestuje poklesem trombocytil po pfimém proagregac-
nim Gc¢inku heparinu a dochézi k nému ¢asné po nasaze-
ni heparinu. HIT II je zpGsoben protildtkami proti kom-
plexu heparin/PF4 a vznika s odstupem po podani hepa-
rinu (1).

Onemocnéni se vyskytuje u 0,5-5 % pacientti. Niz§{
vyskyt je uddvan u LMWH v disledku nizsi tvorby pro-
tilatek ve srovnani s UFH (2).

Patofyziologie

K rozvoji HIT dochdzi v disledku uvoliiovani protilatek
proti neoepitoptim na zakladé elektrostatické interakce PF4
vylou¢eného z granul desti¢ek a heparinu. Vazba Fc frag-
menti protilatky tfidy IgG vede k aktivaci signalni drdhy
a agregaci krevnich desticek, které prispiva déle k rychlé
destrukci krevnich desti¢ek a uvolnéni mikroc¢astic, endo-
telidlnimu poskozeni, a nakonec trombdze. Nejcastejsi tri-
dou imunoglobulinti je IgG, kterd jedind disponuje schop-
nosti vazby na FcR desti¢ek, ale piitomna muze byt i tii-
da IgM. Desticky pri aktivaci ztraceji svtij diskoidn{ tvar
a tvori Cetnd pseudopodia. Pii tomto procesu se odstépuji
membrdnové Castice s vyraznou prokoagulacni aktivitou.
Generuje se trombin a uvoliuje se PF4, ktery je klicovy pro
vyvoj klinické manifestace HIT (3).

Nevyvazany PF4 se vaze na veskeré molekuly podob-
né heparinu za tvorby komplexu s IgG protildtkami. Ten-
to komplex se vdze na Fc receptor desticky, kterou tim ak-
tivuje. Aktivované desticky vzdajemné agreguji, agregdty
jsou odstranovany z krevniho obéhu jako nezadouci ¢asti-
ce a timto konzump¢énim mechanismem je vyvoldna trom-
bocytopenie (1). Jednim z pravdépodobnych potencujicich
faktorti rozvoje HIT I miZe byt genetickd odchylka destic-
kového receptoru. Literdrné je popsdna zdména aminoky-
seliny v molekule receptoru, kde v pozici 131 je aminoky-
selina Arg nahrazena aminokyselinou His (2).

VySetieni HIT

Obecné existuji dva druhy laboratornich testt pro sta-
noveni HIT. Antigenni stanoveni detekujici pritomnost
imunoglobulinti, které vaZzou antigenni neoepitopy
v H:PF4 komplexech. Funkénf testy detekujici pritomnost
protilatek HIT tvoficich imunitni komplexy, které zpu-

sobf aktivaci krevnich desticek. Kazdy typ testu posky-
tuje jedine¢né a vzijemné se dopliiujici informace. Zad-
ny z laboratornich testti by nemél byt pouzit samostatné
pro potvrzeni nebo vyvrdceni diagnézy HIT.

Sérologicke testy krevnich desticek

Mezi sérologické testy fadime ELISA testy, které jsou
zaloZené na interakci protildtky s cilovym antigenem, jeZ
tvori komplex PF4/heparin. V soucasné dob¢ se rozviji
gelové testy. Princip jejich stanoveni spoc¢iva v reakei po-
lystyrénovych Castic potazenych komplexy rekombinant-
niho PF4/heparin nebo polyvinylsulfonétu s HIT protilat-
kami (7).

Sérologické testy se obecné vyznacuji nejvyssi senzi-

cvvs

Funkcni testy krevnich desticek

Funkéni testy jsou metody vyuZivajici ddrcovské de-
sticky, jeZ jsou aktivovany reakei se sérem nebo plazmou
pacienta. Pfidavek definované koncentrace heparinu
k PF4 z darcovskych desti¢ek, vede k tvorbé komplexti
H:PF4, které formuji a prezentuji antigen HIT. H: PF4
imunitni komplexy tvofi cil pro HIT protilatky a zpiso-
buji aktivaci desticek (4).

Zlaty standard funk¢nich testl tvorf serotonin uvolilo-
vaci test (SRA), jeZ v soucasné dobé slouZzi jako zaklad
pro vyvoj fady novych metodik. SRA je provadén s krev-
nimi desti¢kami, které jsou inkubovény s 14C znacenym
serotoninem. Krevn{ desticky nesouci Fc 7 receptor jsou
aktivovany IgG imunitnimi komplexy. Aktivace desticek
vede k uvolnéni radioaktivné znaceného serotoninu. Ak-
tivace desticek je obvykle definovana jako 20% nebo vys-
$i uvolnovani serotoninu. Siln€jsi aktivita pravdépodob-
né naznacuje vysokou afinitu nebo vysoké titry protila-
tek. Bylo prokdzano, Ze test je vice specificky pro paci-
enty s HIT zptisobenou trombocytopenii a / nebo trombé-
zou. Pro samotny postup je dilezita aktivace pomoci dvou
hladin heparinu, nizké (0,1 U/ ml) a vysoké (100 U / ml)
(5). Za pozitivni vysledek HIT je hodnocena aktivace krev-
nich desti¢ek pouze v pritomnosti heparinu o nizké kon-
centraci, ale ne v pfitomnosti vysoké hladiny heparinu. Za
nespecificky ndlez je povazovano, kdyz vzorek zpiisobu-
je aktivaci krevnich desti¢ek pfi nizkych i vysokych kon-
centraci heparinu, coZ znamend, Ze protildtky jsou prav-
dépodobné zaméfeny i proti jingm antigentim nez H:PF4.

Tab. 1.
Typ vySetieni Specifita Senzitivita Pouzitelnost
Serotonin uvoliiovaci test Vysoka Vysoka Finanéné, Casové a persondlné

narocné

Funkéni testy
MEA Vysokd Vysokd Snadno proveditelné
LTA Vysokd Nizkd Snadno proveditelné
HIPA Vysokd Velmi nizkd Dostupné, ¢asové naroné
Lumiagregometrie Vysokd Vysokd Finan¢né i ¢asové ndrocné
Flowcytometrie Vysokd Vysokd Finan¢né i ¢asové narocné
Antigenni testy
ELISA Nizka Vysokd Dostupné, asové naro¢né
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Tyto vzorky mohou obsahovat modifikované imunitn{
komplexy nebo protilétky, jako je anti-HLA nebo proti-
latky proti desti¢kovym receptorim. Pouziti dvoukon-
centracniho testu pro diagnézu HIT zvySuje specifi¢nost
in vitro stanoven{ a minimalizaci ’fale$né pozitivnich vy-
sledkl””. Podobny postup aktivace desti¢ek je podstatou
heparinem indukované agregace desticek (HIPA), ktera
vyuziva vizudlni kontrolu shlukovéni krevnich desti¢ek
v prubéhu ¢asu. HIT protilatky mohou byt zjistény také
pomoci analyzy uvolnovani ADP, jeZ se méfi lumi-aggre-
gometry nebo méfenim uvolnovani mikrocastic z krev-
nich desti¢ek detekovanych pomoci pritokové cytomet-
rie (6, 8-10).

Dalsi skupinu funkénich testd tvorf agregacni testy. Pro
tyto testy je charakteristické snadné provedeni bez nut-
nosti préce s radioaktivitou, rychld dostupnost, ale bohu-
Zel zatim niZs{ senzitivita. Mezi tyto testy fadime optic-
kou agregometrii (LTA) a vicendsobnou elektrodovou
agregometrii (MEA), kterd ma dle literarnich poznatku
potencidl senzitivitu zvySit (11, 12).

LTA je zaloZena na zméné optické propustnosti vzor-
ku v zdvislosti na vzniku agregati krevnich desti¢ek po
jejich senzibilizaci plazmou s protildtkami proti PF4 za
pfitomnosti heparinu o koncentraci 0,1 IU/ml. K méfeni
se pouziva darcovskd plazma bohatd na desticky, kterd
se ziskava centrifugaci pii 1000 x g.

MEA test je zaloZen na stejném principu jako opticka
agregometrie, pouze s tim rozdilem, Ze indukovand de-
stickova agregace je méfena s koncentraci heparinu (0,5
IU/ml) a pro stanoveni je vyuZivdno plné krve.

Nejlepsi volbou diagnostiky HIT je kombinace vSech
skupin testt (13, 14). Tedy ELISA, agregace a SRA. Ten-
to postup zvySuje senzitivitu aZ na 83 %.

Soubor pacientii

Tato studie byla provedena na souboru vzorkt krve od
pacienttl s podezfenim na HIT odeslanych do nasi labo-
ratofe od ledna do fijna 2010. Vzorky citratové plazmy
byly analyzovany ihned pomoci MEA metody nebo ulo-
Zeny pri teploté — 80 °C pro ELISA stanoveni. Z doku-
mentace pacientd byla stanovena pravdépodobnost HIT
pomoci 4T bodovaciho systému (15).

Odbér krve

Odbér krve byl realizovdn do jednordzové vakuové
zkumavky s pouzitim jehly VACUETTE® (Greiner Bio-
One, Rakousko) — obsahujici pufrovany roztok citratu
sodného o koncentraci 0,109 mol/l (3,2 %). Systém zaji-
sti promichdni antikoagulantu s krvi v poZadovaném po-
méru 1:10. Nésledné je krev ve zkumavce opatrné promi-
chéna tim, Ze je zkumavka nékolikrat opatrné prevrace-
na dnem vzhiru a transportovdna do laboratore, kde je
krev nejpozdéji do 2 hodin zpracovdna pro MEA stano-
veni. Vzorek je pak centrifugovan 3 minuty pri 4440 x
g, z horn{ vrstvy je odpipetovédno 0,5 ml plazmy chudé
na desticky (PPP) a ta je zamraZena a uchovana prfi -80 °C

do provedeni ELISA analyzy. Pro vlastni analyzu je vzo-
rek rozmrazovan v termostatu pii 37 °C po dobu 20 min.

Darcovské trombocyty

Darcovské trombocyty byly ziskdny pfimo ze smési
dvou vzorkd plné krve odebrané do VACUETTE® (Gre-
iner Bio-One, Viden, Rakousko) obsahujici pufrovany
roztok citratu sodného o koncentraci 0,109 mol/l (3,2 %).

Impedancni agregometrie

Ke stanoveni aktivace desticek pomoci impedanéni
agregometrie bylo pouZito analyzatoru Multiplate (Dyna-
byte Informationssysteme GmbH, Mnichov, Némecko).
Vlastni stanoveni bylo provedeno ndsledné: k 300 pl cit-
ratové krve s darcovskymi trombocyty bylo pfidano
150 pl roztoku heparinu o koncentraci 2 IU/ml, po inku-
baci 2 minuty pri teploté 37 C byla reakce zahdjena pfi-
danim 150 ul PPP. Méfeni impedance probihalo 20 minut
za kontinualniho michéani vzorku uvnitf kyvety. Konec-
ny vysledek je primér maximaln{i impedance naméfené
po 20 minutdch na obou pdrech elektrod. Konfirmace by-
la ndsledné provedena stejnym postupem, pouze koncent-
race heparinu byla pouZita 100 IU/ml.

ELISA TECHNOZYM HIT IgG

ELISA stanoveni bylo provedeno pomoci vySetfovaci
soupravy TECHNOZYM HIT IgG (Technoclone GmbH,
Viden, Rakousko). Stanoven{ zachycuje pozitivitu proti-
latek ve tfidach IgG. Vysledky ELISA vySetieni byly vy-
hodnoceny jako negativni pii OD < 0,500a pozitivni OD
> 0,500 dle doporuceni vyrobce stanoveni.

Statistické hodnoceni

Pro statistické hodnoceni byl pouZzit FischerGv test ne-
zavislosti a McNemariv test shody ¢etnosti. McNemartv
test se zaméfuje pouze na pozorovani, u kterych jsme pri
opakovaném meéfeni zaznamenali rozdilné vysledky dle
niZe uvedeného vztahu.
X2=3% Zi<j (Njj = Nji )2/ N;; + N,
Nj; pocet objekti, u nichZ je prvni méfeni B; a druhé mé-
feni B, stejné nebo naopak rozdilné.

Vysledky a diskuse

Soubor pacientii

Vysetieni pritomnosti HIT bylo provedeno na skupi-
né 65 pacientl léCenych v predchozich 14 dnech hepa-
riny (90 % LMWH, 3 UFH a 7 % kombinace UFH
s LMWH). Vysetfeni bylo provedeno u skupiny pacien-
tt spliujicich klinicka kritéria mozného vyskytu HIT
protildtek (oznafovand jako 4T kritéria) — trombocyto-
penie, ¢as, kdy dojde k poklesu krevnich desticek, trom-
bdza nebo jeji nasledky a vylouceni jiné pfiCiny trom-
bocytopenie (tab. 2).

V souboru bylo 34 Zen (52 %) a 29 muzi (48 %). Pra-
mérny vék u Zen byl 56,5 roku s medidnem 64.5. U mu-
70 byl primérny vék 64,2 s medidnem 68.
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Tab. 2. 35 -
4 T skore
Nizké (1-3 body) 3 301 . ¢
Stredni (4-5 bodil) 57 2
Vysoké (6-8 bodit) 0 - .
20 r
MEA SRR
Cely soubor pacienti byl vySetien metodou MEA na 10 f‘."
pfitomnost protildtek aktivujicich desticky. Pro vySetieni R R\ . ¢
bylo pouZzito modifikované metodiky s dércovskymi de- %;f:‘o X .
stickami. 0 ¢ - —. ,
Pozitivita vzorki (cut-off 20 AU) aktivovanych pomo- 0 02 04 06 08 ! 12 L4

cf nizké koncentrace heparinu byla potvrzovéna inhibic{
prostiednictvim vysoké koncentrace heparinu (tab. 3).

Graf 1. Porovnani MEA a ELISA testu. Graf zaznamenava korelaci
vysledkti obou metod. U MEA je pozitivita nad hodnotu 20,0 AU/min
a u ELISA nad 0,500 Abs.

Tab. 3.

Negativni | Pozitivai vanou vysoce koncentrovanym UFH byla 7.8 %. Poziti-
MEA vita alesponi v jednom z testd byla 15,6 %. Pomoci sta-
indukce heparinem o konc. 0,5 TU/ml 56 4 tistického hodnoceni dle McNemara je patrné, Ze se jed-
MEA nd o dvé nezdvisld stanoveni.
indukce heparinem o konc. 100 IU/ml 1 3

Zavér

ELISA

Cely soubor pacientli byl soucasné vySetfen imunolo-
gickym testem. Vysledky testu jsou uvedeny v tabulce 4.

Vysledky vysetfeni HIT v souboru pacientti 1é¢enych
ob€ma typy heparint ukazaly, Ze pouzité metodiky po-
skytuji znacné rozdilné vysledky. Tento zavér plné kores-
ponduje s teoretickymi modely, na jejichz zdkladé byla
vySetfeni heparinem indukované trombocytopenie navr-
Zena (15).

Z naméfenych dat plyne, Ze pouze u dvou pacientil
(3,1 %) z 5 pozitivnich metodou MEA resp. 7 ELISA me-
todou byl pozitivni ndlez potvrzen obéma metodami. Oba
pacienti méli 4T skdre 6 s poklesem trombocytt o vice
nez 50 % mezi 5. a 10. dnem po podani heparinu a s vy-
loucenou jinou pficinou trombocytopenie. U dalSich pa-
cientl byl pozitivni pouze jeden z testll. Pozitivita ELISA
testu na pritomnost protilatek HIT byla 10,9 %, pozitivi-
ta MEA na pritomnost aktivovanych trombocytd inhibo-

Diagnostika HIT stdle zdstava velmi komplikovanou
klinicko-laboratorni problematikou. Nicmén¢ nové dia-
gnostické moZznosti poskytuji znany potencidl pro feSe-
ni tohoto problému (16).

ELISA metodika vySetieni protilatek ndm poskytuje in-
formaci o pfitomnosti vSech typd protilatek (pfevazné
IgG) proti komplexu destickovému faktoru 4 s heparinem,
¢imz je splnén pozadavek na vysokou senzitivitu, nicmé-
né neposkytuje Zddnou informaci o samotné aktivaci krev-
nich desticek, kterd je nezbytna ke klinické manifestaci
HIT ve formé trombocytopenie.

MEA metodika ndm naopak poskytuje informaci pou-
ze o aktivovanych krevnich desti¢kach v pritomnosti he-
parinu, coZ plné koresponduje s modelem aktivace krev-
nich desticek pfi klinické manifestaci HIT. Nicméné jsme
ochuzeni o informaci, zda jsou pfitomny protilatky, kte-
ré zatim neaktivuji krevni desticky, ale které mohou tuto
reakci vyvolat v del§im ¢asovém intervalu.

Tab. 4. Posun ve vyvoji funk¢énich testt umoziiuje rozsiteni té-
to diagnostiky do Sirokého spektra laboratofi, coz bylo do-
Negativni | Pozitivni . , I yio
sud hlavni nevyhodou SRA (17) a limitovalo to vyuZziti
FLISA laboratorni detekce protilétek v klinické praxi. Kombi
vazba na komplex heparin PF/4 53 7 abora Ornvl ,e ¢ Ceoprq ratek v . 1[}10 . ¢ pfa)il. . O_m -
nace funkénich testd s imunologickymi vySetienimi po-
Tab. 5.
ELISA IgG
Negativni (pocet, %) Pozitivni (pocet, %) Celkovy (pocet, %)
Negativni 54 5 59
(pocet, %) 84,4 % 7.8 % 92,2 %
é Pozitivni 3 2 5
E (pocet, %) 4,7 % 3,1 % 7.8 %
Celkovy 57 7 64
(pocet, %) 89,1 % 10,9 % 100 %
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skytuje komplexni obraz o protilatkové odpovédi pti imu-
nizaci organismu po podéani heparint (18).
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