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Současné možnosti laboratorní dia gnostiky 
heparinem indukované trombocytopenie 
v České republice
Heparin-induced thrombocytopenia – current options 
of laboratory dia gnostics in the Czech Republic
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SOUHRN: Heparinem indukovaná trombocytopenie (HIT) je závažná komplikace léčby heparinem. Je způsobena protilátkami třídy IgG 
namířenými proti komplexu destičkový faktor 4  (PF4)/ heparin a dochází zde k silné aktivaci krevních destiček. I přes antikoagulační léčbu 
a  trombocytopenii je zde vysoké riziko rozvoje žilní i  arteriální trombózy. Dia gnostika HIT vyžaduje jak průkaz klinických symptomů, tak 
laboratorní potvrzení patogenních protilátek. Laboratorní testy k dia gnostice HIT rozdělujeme do dvou skupin, a to na imunologické a funkční. 
Imunologické (antigenní) testy slouží k detekci protilátek namířených proti komplexu PF4/ heparin. Funkční testy jsou založeny na vlastnosti 
protilátek aktivovat v přítomnosti heparinu dárcovské krevní destičky. Cílem tohoto článku je vytvořit stručný přehled laboratorních testů k dia-
gnostice HIT dostupných v ČR.
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SUMMARY: Heparin-induced thrombocytopenia (HIT) is a serious complication of heparin treatment. It is caused by IgG class antibodies 
directed against the platelet factor 4 (PF4)/ heparin complex with subsequent strong platelet activation. Despite anticoagulant therapy and 
thrombocytopenia, there is a high risk of venous and arterial thrombosis. Dia gnosis of HIT requires both evidence of clinical symptoms and 
laboratory confi rmation of pathogenic antibodies. We divide laboratory tests for the dia gnosis of HIT into two groups, immunological and 
functional. Immunological (antigenic) tests are used to detect antibodies directed against the PF4/ heparin complex. Functional assays are based 
on the ability of antibodies to activate donor platelets in the presence of heparin. The aim of this article is to present a brief overview of laboratory 
tests for the dia gnosis of HIT available in the Czech Republic.
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nejsou interpretovány v kontextu s kli-
nickým obrazem. Proto by měla být 
dia gnostika HIT založená jak na klinic-
kém obraze, tak na detekci patogenních 
protilátek imunologickými i  funkčními 
testy [7].  

Typický klinický obraz HIT je cha-
rakterizován poklesem krevních desti-
ček o 30–50 %  (v ně kte rých případech 
i o více než 50 %) a/ nebo novou trombó-
zou, objevující se 5.–14. den po zahájení 
léčby heparinem [8]. HIT se může objevit 
při podávání profylaktických i  terapeu-
tických dávek léčiva. Tromboembolické 

a trombocytopenii je zde vysoké riziko 
rozvoje žilní i arteriální trombózy. K imu-
nizaci dochází podstatně častěji při léčbě 
nefrakcionovaným heparinem (UFH) než 
při léčbě nízkomolekulárním heparinem 
(low-molecular-weight heparin – LMWH), 
raritně po užívání pentasacharidu [1–6].

Výskyt protilátek proti komplexu 
PF4/ heparin je však mnohem vyšší než 
výskyt klinické HIT. Zejména imunolo-
gické laboratorní testy využívané v dia-
gnostice HIT mají vysokou negativní pre-
diktivní hodnotu, ale poměrně nízkou 
pozitivní prediktivní hodnotu, pokud 

ÚVOD
Heparinem indukovaná trombocytope-
nie (HIT) je závažná protrombotická imu-
nitní komplikace léčby heparinem. Je 
způsobena protilátkami třídy IgG namí-
řenými proti komplexu destičkový faktor 
4 (PF4)/ heparin. Dochází zde k silné ak-
tivaci krevních destiček vazbou HIT pro-
tilátek na destičkové receptory FcRIIa. 
Komplexy PF4/ heparin/ HIT protilátky se 
vážou také na monocyty, což vede k ex-
presi tkáňového faktoru a  iniciaci koa-
gulační kaskády s  následnou tvorbou 
trombinu. I  přes antikoagulační léčbu 
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trombocytopenie, trvá pozitivita imuno-
logických testů, ale pozitivita funkčních 
testů mizí. Pozitivita imunologických 
testů vymizí u většiny pacientů přibližně 
po 100 dnech od dia gnostiky HIT [13].    

Laboratorní testy k  dia gnostice HIT 
rozdělujeme do dvou skupin, a  to na 
imunologické a  funkční. Imunologické 
(antigenní) testy slouží k detekci protilá-
tek namířených proti komplexu PF4/ he-
parin a jsou založeny na vazbě protilátek 
na hlavní HIT antigen, kterým je PF4 vá-
zaný na polyanion. Funkční testy jsou za-
loženy na vlastnosti protilátek aktivovat 
v přítomnosti heparinu dárcovské krevní 
destičky. Podle současných doporučení 
odborných společností by měla labora-
torní dia gnostika začít detekcí HIT pro-
tilátek imunologickým testem s vysokou 
senzitivitou. V případě pozitivity imuno-
logického testu by mělo následovat pro-
vedení funkčního testu, který prokáže, 
že se jedná o protilátky, které v přítom-
nosti heparinu aktivují zdravé dárcovské 
krevní destičky [14].

Právě kombinace klinické dia gnostiky 
spolu s vysoce senzitivním imunologic-
kým testem a funkčním testem s vyso-
kou specificitou vede ke správné dia-
gnostice HIT (obr. 1). 

Cílem tohoto článku je vytvořit 
stručný přehled laboratorních testů 
k dia gnostice HIT dostupných v ČR.

IMUNOLOGICKÉ 
(ANTIGENNÍ) TESTY
Imunologické testy jsou založené na de-
tekci vazby HIT protilátek na komplex 
PF4/ heparin nebo PF4/ polyanion. HIT 
protilátky jsou dostatečně stabilní v séru 
i plazmě při –70 °C, což umožňuje vyšet-
řování v  sériích např. technikou ELISA. 
Avšak vzhledem k potřebě co nejrychleji 
získaných výsledků se v laboratorní dia-
gnostice HIT stále častěji využívají rychlé 
(screeningové) imunologické testy, které 
umožňují testování „na vyžádání“ po 
jednom pacientovi a  které mohou po-
skytnout výsledky do 1 hod od odběru 
krve [15].

Na tomto principu fungují také 
všechny v  současné době dostupné 

HIT vycházejících ze „4Ts“ je popsáno 
několik. Postup dle Greinachera  [11] je 
v současné době považován za nejsen-
zitivnější a  nejspecifi čtější. U  pacientů 
s nízkým skóre (0–3) je přítomnost HIT 
protilátek nepravděpodobná, tudíž by 
ani neměli být laboratorně testováni. Pa-
cienti se středním (4–5) a vysokým (6–8) 
skóre mají větší pravděpodobnost po-
zitivity testů k  záchytu HIT protilátek, 
a proto jsou laboratorně testováni. Pozi-
tivní prediktivní hodnota závisí na hod-
notě skóre a  na zkušenostech lékaře 
s  jeho používáním. Další dia gnostický 
postup dle Pouplarda et al.  [12] dopo-
ručuje kromě určení skóre „4Ts“ také 
rychlý screeningový imunologický test 
u všech pacientů s podezřením na HIT, 
bez ohledu na hodnotu skóre.   

HIT protilátky se vyskytují přechodně 
a  vymizí během několika týdnů po 
akutní HIT. Pozitivita funkčních testů je 
zpravidla omezená na dobu tzv. akutní 
HIT, což je doba, kdy trvá trombocyto-
penie. Ve fázi subakutní HIT, po úpravě 

komplikace postihují zejména žilní sys-
tém, až u 40 % pacientů se vyvine plicní 
embolie. Trombóza spojená s HIT se vy-
skytne u přibližně 30 % pacientů stejný 
den jako pokles krevních destiček, u při-
bližně 30  % pacientů během 3–4  dnů 
po tomto poklesu. Až u 33 % pacientů 
se trombóza projeví 1–2  dny před po-
klesem trombocytů [9]. U ně kte rých pa-
cientů se můžeme setkat s opožděným 
nástupem HIT, tzn. déle než 3 týdny po 
zahájení terapie heparinem [8]. V tomto 
případě reagují protilátky nezávisle na 
heparinu a HIT se stává autoimunitním 
onemocněním.

Dia gnostika HIT vyžaduje jak průkaz 
klinických symptomů, tak laboratorní 
potvrzení patogenních protilátek. Labo-
ratorní testy by se měly provádět pouze 
u pacientů s projevujícími se klinickými 
symptomy připomínajícími HIT. Pro 
kvantifi kaci klinických příznaků a určení 
pravděpodobnosti HIT byly vytvořeny 
různé klinické skórovací systémy, např. 
skóre „4Ts“  [10]. Algoritmů dia gnostiky 

Obr. 1. Algoritmus diagnostiky HIT; upraveno dle [11].
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proužku T s papírovou referenční kartou. 
Dalším občasným problémem je neho-
mogenita ve zbarvení proužku T, kdy je 
jeho část zbarvena podstatně intenziv-
něji než zbylý kousek. Z našich mnoha-
letých zkušeností a provedení stovek vy-
šetření tímto testem můžeme potvrdit 
senzitivitu 99 %. V odborné literatuře je 
publikováno několik srovnávacích stu-
dií, zabývajících se senzitivitou a specifi -
citou LFIA vůči metodě Heparin-Induced 
Platelet Activation (HIPA). Senzitivita se 
pohybuje mezi 97,5–100 % a specifi cita 
mezi 82,3–93,1 % [17,19]. 

V ČR je dostupný STic Expert HIT od 
fi rmy Dia gnostica Stago (obr.  2, 3). Vý-
robce již několik let avizuje dodání 
čtečky (reader) k  odečtu výsledků, ta 
však stále není k dispozici. 

vážou na bio tinylované komplexy PF4/ po-
lyanion a na nanočástice zlata nesoucí pro-
tilátky proti bio tinu. Když tekutina projde 
přes testovací linii (Line-T), imobilizované 
kozí protilátky specifi cké pro Fc doménu 
lidského IgG zachytí komplexy obsahu-
jící IgG anti-PF4 protilátky. Tím dojde k vi-
zualizaci pozitivních výsledků (zbarvení 
proužku T). Protilátky třídy IgA nebo IgM 
a  nevyvázané částice zlata dále migrují 
přes membránu a jsou specifi ckými proti-
látkami zachyceny kontrolním proužkem 
C (Line-C). Kontrolní proužek C musí být 
z důvodu ověření migrace vždy viditelný. 
Výsledek je negativní, pokud čára v místě 
line-T není viditelná, nebo je světlejší než 
na papírové referenční kartě. O pozitivní 
výsledek se jedná v případě, že je proužek 
T zbarvený stejně nebo intenzivněji než 
na referenční kartě. Důležité je, aby byl ne-
jasný výsledek vždy považován za pozi-
tivní a byl dále dovyšetřen funkčním tes-
tem. Primárním cílem tohoto testu je HIT 
vyloučit [17].

K hlavním výhodám tohoto testu patří 
jednoduchost a rychlost provedení, bez 
potřeby speciálního vybavení labora-
toře. Nevýhodou je v  ně kte rých přípa-
dech vizuální hodnocení výsledků, ze-
jména porovnávání intenzity zbarvení 

screen ingové testy. Jejich hlavní výho-
dou je jednoduché a velice rychlé prove-
dení. Výsledek je znám během několika 
minut, což je pro dia gnostiku HIT velmi 
důležité. Stejně jako všechny ostatní 
imunologické testy vykazují i screenin-
gové testy poměrně vysoké procento fa-
lešně pozitivních výsledků. Měly by však 
mít co nejvyšší negativní prediktivní 
hodnotu. Obecně pro všechny imunolo-
gické testy platí, že jimi získaný pozitivní 
výsledek by vždy měl být potvrzen tes-
tem funkčním [14].

V ČR se v současné době používají dva 
typy screeningových testů, které jsou 
přímo uzpůsobené k  vyšetřování pa-
cientů „po jednom“, jejichž provedení 
nevyžaduje prakticky žádné speciální la-
boratorní vybavení a  jejichž doba ana-
lýzy trvá pouhých několik minut. Jedná 
se o  Lateral Flow Immunoassay (LFIA) 
a  o  Particle Gel Immunofiltration Assay 
(PaGIA). Dříve tu byl dostupný ještě test 
na principu Particle Immunofiltration 
Assay [16], ten však do ČR není již něko-
lik let distribuován.

Lateral Flow Immunoassay (LFIA)
Jedná se o rychlý screeningový test na 
principu laterálního toku k vyloučení HIT 
během pouhých 10 min. Slouží k detekci 
HIT protilátek třídy IgG namířených proti 
komplexu PF4/ polyanion. Součástí sou-
pravy je speciální cartridge, jejímž zá-
kladem je testovací proužek tvořený nit-
rocelulózovou membránou, a  lahvička 
s reagencií opatřená kapátkem. Dále už 
je k  provedení potřeba pouze pipeta 
pro nanesení 5 μl vyšetřované citrátové 
plazmy nebo séra [17].

Test používá reagenční pufr obsahující 
komplexy PF4/ polyanion vázané na bio-
tin, speciální membránu, která obsahuje 
nanočástice zlata potažené protilátkou 
proti bio tinu, a  kozí protilátku namíře-
nou proti lidskému IgG, zakotvenou na 
membráně v místě testovací linie [17].

Po napipetování 5  μl vyšetřované 
plazmy nebo séra a  přidání dvou kapek 
reagenčního pufru dojde k migraci směsi 
přes nitrocelulózovou membránu testo-
vací jednotky, přičemž se HIT protilátky 

Obr. 3. STic Expert HIT (Stago) – 

pozitivní nález [vlastní zpracování].

Obr. 2. Princip STic Expert HIT (Stago); upraveno dle [18].
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avšak v  čistě hematologických labora-
tořích využití nemá. Mnohem podstat-
nějším problémem, popsaným v  litera-
tuře, je nízká senzitivita ně kte rých šarží, 
která vede až k  falešné negativitě vý-
sledků a nemusí být odhalena ani pou-
žitím komerční kontroly. V  ně kte rých 
případech je to také nejednoznačný vý-
sledek, kdy je patrná aglutinace v gelu 
kolony, ale současně také přítomnost 
nenavázaných červených kuliček na dně 
kolony [22].

V odborné literatuře je publikováno 
několik srovnávacích studií, zabývajících 
se senzitivitou a specifi citou PaGIA vůči 
metodě Serotonin release assay (SRA). 
Senzitivita se pohybuje mezi 95,5–100 % 
a specifi cita mezi 91,4–93,7 % [19,24].

V ČR je dostupný ID-heparin/ PF4 PaGIA 
od fi rmy Diamed SA (obr. 4) [24]. Výroba 
však byla v prosinci 2021 ukončena. K dis-
pozici je tak už pouze poslední šarže.

Další imunologické testy již neřadíme 
mezi tradiční screeningové testy. Doba 
analýzy je u ně kte rých z nich řádově něko-
lik minut, jiné trvají hodiny. Všechny však 
vyžadují speciální laboratorní vybavení, 
které je pro jejich provedení nezbytné.  

Enzyme-linked Immunosorbent 
Assay (ELISA) 
Tato skupina antigenních testů opět de-
tekuje protilátky na základě jejich vazby 
na komplexy PF4/ polyanion. Podle způ-
sobu provedení můžeme ELISA techniky 
rozdělit na tzv. solid-phase ELISA a fl uid-
-phase ELISA. V současné době se vyu-
žívají nejčastěji ELISA techniky na pevné 
fázi, zejména tzv. sendvičové, které ko-
merčně vyrábí řada výrobců, např. Dia-
gnostica Stago, Hyphen BioMed, Immu-
cor GTI Dia gnostic, Inc. a další. Soupravy 
jednotlivých fi rem se liší použitým po-
lyaniontem (heparin, polyvinylsulfonát, 
heparin vázaný na protamin), zdrojem 
PF4  (rekombinantní, krevní destičky, 
destičkový lyzát) a  počtem či typy tříd 
protilátek, které zachytávají (IgG speci-
fi cké, polyspecifi cké IgA, IgM, IgG) [25].

ELISA techniky mají ve srovnání 
s funkčními testy využívajícími promyté 

kuličky (indikující nepřítomnost protilá-
tek) procházejí skrz gel a tvoří červené 
zbarvení na dně kolonky [20].

Testovací souprava obsahuje pozitivní 
a negativní kontrolu. Sériovým ředěním 
pacientského séra je umožněno semi-
kvantitativní posouzení titru protilátek. 
Slabá aglutinace nebývá spojována s kli-
nicky relevantní HIT. Test nedokáže rozli-
šit IgG, IgA a IgM protilátky [21].

Výhodou tohoto screeningového 
testu je rychlost a jednoduchost prove-
dení a také možnost semikvantitativního 
stanovení titru protilátek. Jistou nevý-
hodou je potřeba centrifugy na gelové 
karty, která je sice běžným vybavením 
laboratoří na transfuzních odděleních, 

Particle Gel Immunofi tration Assay 
(PaGIA)
Jedná se o  techniku sloupcové aglu-
tinace, která využívá vazby komplexu 
PF4/ heparin na červené polystyrenové 
kuličky. Po přidání pacientova séra či 
citrátové plazmy se protilátky proti 
komplexu PF4/ heparin vážou na ku-
ličky potažené antigenem a  aglutinují 
je. Aglutinace je dále zvýrazněna po-
mocí protilátky proti lidské IgG v gelo-
vém sloupci. Při následné centrifugaci 
aglutinované červené kuličky (indikující 
přítomnost protilátek proti komplexu 
PF4/ heparin) neprocházejí sephacrylo-
vým gelem a vytvářejí červené zbarvení 
v horní části gelu, zatímco neaglutinující 

Obr. 4. Princip ID-heparin/PF4 PaGIA (Diamed SA); upraveno dle [24].
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dostupnost (tab. 1). Komerční soupravy 
mají CE značku a  v  současné době se 
běžně prodávají ve variantě s  jednou 
řadou jamek (tzv. monostrip). Mezi ne-
zbytné vybavení laboratoře k  prove-
dení testu patří čtečka ELISA (reader), 
která však bývá běžným vybavením vět-
ších hematologických pracovišť. Hlavní 
nevýhodou je nízká dia gnostická speci-
fi cita, zvláště když se získá pouze slabě 
pozitivní výsledek. Vyšší specifi city však 
lze dosáhnout jednak použitím IgG spe-
cifi ckých technik, jednak přidáním vy-
soké koncentrace heparinu do reakční 
směsi. Nevýhodou ELISA testů je re-
lativně dlouhá doba analýzy, obvykle 
3–4 hod, což je dáno poměrně dlouhými 
inkubacemi [36].

Latex Immunoturbidimetric Assay 
(LIA)
Tento automatizovaný test, který se vy-
šetřuje na automatických koagulomet-
rech imunoturbidimetrickým principem, 
vyvinula společnost Instrumentation 
Laboratory (IL). Jedná se o tzv. funkcio-
nalizovaný imunotest, který detekuje 
HIT protilátky v citrátové plazmě na zá-
kladě jejich schopnosti inhibovat agluti-
naci latexových nanočástic potažených 
monoklonální protilátkou (podobnou 
HIT protilátkám) po přidání komplexů 
PF4/ polyvinylsulfonát (PVS). Pokud se 
jedná o  negativní vzorek, kdy nejsou 
HIT protilátky přítomny, dojde k  aglu-
tinaci latexových částic přes komplexy 
PF4/ PVS. Naopak v přítomnosti HIT pro-
tilátek dochází na základě jejich koncen-

tím vyšší je pravděpodobnost pozitivity 
funkčních testů, tzn. průkazu HIT protilá-
tek schopných aktivovat krevní destičky. 
Souvislost mezi hodnotou naměřené 
absorbace a pozitivitou funkčních testů 
byla zaznamenána při testování několika 
souprav ELISA [33]. Vyšší hodnota absor-
bance ELISA testů koreluje také s vyšším 
výskytem trombózy [34,35]. 

Laboratorní vyšetření HIT protilá-
tek pomocí komerčně dostupných sou-
prav ELISA spočívá v  zachycení stano-
vované protilátky na dno mikrotitrační 
destičky přes komplex PF4/ polyanion. 
Na destičku se aplikuje blank, pozitivní 
a  negativní kontrola a  naředěná citrá-
tová plazma či sérum pacienta. Zpravi-
dla se používá několik ředění vyšetřo-
vaného materiálu. Po inkubaci a odmytí 
balastu následuje vazba konjugátu, pro-
tilátky značené enzymem. Po druhé in-
kubaci a promytí následuje přidání sub-
strátu. Ten je štěpen enzymem za vzniku 
barevného zbarvení, reakce se zastaví 
přídavkem minerální kyseliny a poté se 
měří absorbance (nejčastěji při 450 nm). 
Naměřená hodnota blanku se odečte 
od absorbancí naměřených v ostatních 
jamkách. Získaný výsledek se porovnává 
s cut-off  hodnotou. Soupravy bývají na-
vržené tak, aby se daly použít k vyšetření 
pouze jednoho pacienta samostatně. 
Mikrotitrační destička je rozdělena na 
jednotlivé řady (stripy) po osmi jamkách 
a  jednotlivé reagencie jsou v soupravě 
v dostatečném počtu lahviček. [36]  

K výhodám patří kromě výše zmíněné 
vysoké citlivosti metody také její dobrá 

dárcovské destičky relativně nízkou spe-
cifi citu, stejně jako ostatní imunologické 
testy [26]. Naopak senzitivita, tzn. schop-
nost zachytit klinicky relevantní HIT pro-
tilátky, se blíží 100 % [1,10]. Z literatury je 
však patrné, že se senzitivita i specifi cita 
komerčně dostupných souprav od růz-
ných výrobců značně liší. Z  publikova-
ných srovnávacích studií zabývajících se 
senzitivitou a specifi citou ELISA souprav 
vůči metodě HIPA je patrné, že se senziti-
vita pohybuje mezi 97,1–100 % a specifi -
cita mezi 80,9–94,4 % [19].

Dosáhnout vyšší specificity bez vý-
znamného snížení senzitivity je možné 
použitím IgG specifických tech-
nik  [27–29]. Zvýšit specificitu lze také 
provedením testu za podmínek vysoké 
koncentrace heparinu  [30, 31]. Při této 
„konfi rmační proceduře“ je vyšetření zo-
pakováno v  prostředí heparinu o  kon-
centraci 100  U/ ml, která rozruší anti-
genní komplexy PF4/ heparin, čímž je 
reaktivita obvykle inhibována. Zvýšení 
specifi city není v  tomto případě nějak 
významné, neboť vysoká koncentrace 
heparinu obvykle inhibuje patogenní, 
ale i nepatogenní HIT protilátky. Z praxe 
je navíc známo poměrně málo případů 
pozitivních vzorků, které nejsou inhibo-
vány vysokou koncentrací heparinu [32]. 

Pravděpodobnost, že pozitivní vý-
sledek ELISA testu ukazuje na přítom-
nost patologických HIT protilátek akti-
vujících krevní destičky, přímo souvisí 
s mírou pozitivity výsledku, tzn. s namě-
řenou hodnotou absorbance  [10]. Čím 
vyšší je hodnota naměřené absorbance, 

Tab. 1. Komerčně dostupné ELISA soupravy pro diagnostiku HIT [vlastní zpracování].    

Výrobce Zdroj PF4 Polyanion Název soupravy
Třída/y detekovaných 

protilátek

Diagnostica Stago rekombinantní heparin Asserachrom HPIA IgG/A/M

Hyphen BioMed destičkový lyzát heparin vázaný 
na protamin

Zymutest HIA IgGAM IgG/A/M

Zymutest HIA IgG IgG

Zymutest HIA IgG IgA

Zymutest HIA IgG IgM

Immucor 
GTI Diagnostic, Inc. krevní destičky polyvinylsulfonát (PVS)

PF4 Enhanced IgG/A/M

PF4 IgG IgG
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krevních destiček různých dárců k  HIT 
protilátkám se liší, proto je vhodné pou-
žívat destičky od dárců s ověřenou citli-
vostí vůči HIT protilátkám. Zdrojem des-
tiček je PRP, připravená centrifugací plné 
krve při 120× g po dobu 20 min při labo-
ratorní teplotě bez použití brzdy. Počet 
destiček v  PRP je upraven na hodnoty 
3×108/ ml pomocí vlastní plazmy chudé 
na destičky (PPP) [38].

Za účelem zvýšení specificity me-
tody je možné použít tepelnou inak-
tivaci vyšetřovaného séra při 56  °C po 
dobu 30 min. Tím dojde k výrazné elimi-
naci efektu zbytkového trombinu a akti-
vovaných složek komplementu, které by 
jinak mohly falešně aktivovat dárcovské 
krevní destičky [38].

K ověření funkčnosti destiček se jako 
negativní kontrola testu používá pufr, jako 
pozitivní kontrola kolagen. Ideální je pou-
žít jako pozitivní kontrolu archivované pa-
cientské sérum s již dříve ověřenou pozi-
tivitou HIT protilátek schopných aktivovat 
krevní destičky. Krevní destičky normálně 
po přidání heparinu neagregují. Pokud má 
pacient HIT protilátky, dojde k  agregaci 
destiček během 15 min po přidání hepa-
rinu. Zkřížená reaktivita HIT protilátek 
s heparinoidem je hodnocena s použitím 
danaparoidu místo heparinu [40].

Velkou nevýhodou této metody pro 
dia gnostiku HIT je její relativně nízká 
senzitivita a obtížná standardizace. Srov-
návací studií na 77  pacientských vzor-
cích vyšetřených metodou optické agre-
gometrie bylo dosaženo senzitivity 
39–81  % v  závislosti na reaktivitě dár-
covských krevních destiček a  specifi-
city 90 % vůči SRA [40]. Další studie na 
200  vzorcích dosáhla senzitivity 76  % 
a specifi city 96 % vůči SRA [41]. Z těchto 
důvodů by neměly být agregační testy 
využívající PRP prováděny za účelem vy-
loučení přítomnosti HIT protilátek [38].

  
Heparin-Induced Multiple 
Electrode Aggregometry (HIMEA)
Jedná se o metodu impedanční agrego-
metrie, která hodnotí agregaci krevních 
destiček v plné krvi zdravého dárce v pří-
tomnosti séra nebo citrátové plazmy pa-

vůči metodě SRA. Senzitivita se pohy-
buje mezi 97,0–100 % a specifi cita mezi 
95,2–98,5 % [19,39].  

Výhodou této metody je plná auto-
matizace, dlouhá stabilita reagenční 
cartridge v  přístroji a  rychlost získání 
výsledku – doba analýzy je přibližně 
30  min od vložení vzorku citrátové 
plazmy či séra do přístroje. Jedná se tedy 
o metodu vhodnou pro testování HIT „na 
vyžádání“ v režimu 24/ 7 [38].

I přes dlouhou stabilitu reagencií v pří-
stroji se na spoustě pracovišť nepodaří 
veškerý obsah do konce stability využít, 
což vyšetření významně prodraží. Další 
nevýhodou je značně omezené využití 
přístroje BIO-FLASH® v  hematologické 
laboratoři. 

FUNKČNÍ TESTY
Funkční testy detekují HIT protilátkami 
zprostředkovanou aktivaci krevních des-
tiček zdravých dárců v přítomnosti he-
parinu. Tato aktivace je zprostředko-
vána destičkovými receptory FcRIIa, 
a to pouze protilátkami třídy IgG. Na roz-
díl od antigenních testů detekují funkční 
testy také protilátky proti jiným vzácným 
antigenním komplexům, jako jsou Inter-
leukin-8 (IL-8)/ heparin nebo Neutrophil 
activating peptide 2  (NAP-2)/ heparin. 
Zvýšení senzitivity lze dosáhnout pou-
žitím promytých dárcovských krevních 
destiček [38].

Optická agregometrie
Citrátová plazma bohatá na destičky 
(PRP) od zdravých dárců, sérum pacienta 
a heparin jsou inkubovány za stálého mí-
chání v měřicí kyvetě optického agrego-
metru (nefelometru). HIT protilátky způ-
sobují po časové prodlevě cca 5–10 min 
od přidání heparinu o koncentraci 0,5–
1,0 IU/ ml agregaci dárcovských krevních 
destiček. Agregace destiček se sleduje 
po dobu 15 min [38].

Zcela zásadním krokem celé analýzy 
je výběr a  příprava vhodných dárcov-
ských krevních destiček. Dárce destiček 
nesmí v posledních 10 dnech před od-
běrem užívat žádnou medikaci ovliv-
ňující funkci krevních destiček. Citlivost 

trace ve vzorku k vyvazování na komplex 
PF4/ PVS a  tím k  inhibování aglutinace 
latexových částic. Test je schopen de-
tekovat protilátky tříd IgG, IgA a/ nebo 
IgM [37].

V odborné literatuře je publikováno 
několik srovnávacích studií zabývají-
cích se senzitivitou a  specificitou LIA 
vůči metodě HIPA. Senzitivita se pohy-
buje mezi 97,4–100 % a specifi cita mezi 
84,3–94,0 % [14,19,37].  

Velkou výhodou této techniky je rych-
lost vyšetření – výsledek je dostupný do 
20 min od vložení vyšetřované plazmy 
do přístroje. Díky použití standardizova-
ných přístrojů a standardizovaných rea-
gencií zaručuje dosažení srovnatelných 
výsledků v  různých laboratořích. Rea-
gencie jsou tekuté a připravené k pou-
žití, čímž se výrazně zkracuje doba od 
přijetí požadavku na vyšetření laboratoří 
do vydání výsledku a minimalizuje se ri-
ziko chyby [37].

Nevýhodou metody je omezená sta-
bilita reagencií po jejich otevření a s tím 
související prodražení vyšetření z  dů-
vodu nespotřebování reagencií do vypr-
šení jejich stability. 

Chemiluminiscenční imunoanalýza 
(CLIA)
Jedná se o rychlý, plně automatizovaný 
chemiluminiscenční test vyvinutý spo-
lečností Instrumentation Laboratory (IL) 
prováděný na přístroji BIO-FLASH®. Prin-
cip spočívá v detekci HIT protilátek na-
vázaných na magnetické částice pota-
žené komplexem PF4/ polyvinylsulfonát. 
Po inkubaci, magnetické separaci a ná-
sledném promývacím kroku je přidán 
tzv. tracer, obsahující isoluminolem zna-
čenou antihumánní IgG protilátku, která 
se váže na HIT protilátky zachycené na 
magnetických částicích. Po druhé inku-
baci, magnetické separaci a promytí se 
přidají činidla, která způsobí chemilumi-
niscenci. Přístroj pak změří emitované 
světlo, které je přímo úměrné koncent-
raci stanovovaných HIT protilátek [38].

V odborné literatuře je publikováno 
několik srovnávacích studií, zabývají-
cích se senzitivitou a  specifi citou CLIA 
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HIPA a  SRA nejlepšího poměru senziti-
vity (~ 95 %) a specifi city (> 99 %) a jsou 
považovány za konfi rmační testy v dia-
gnostice HIT protilátek. Jsou ale tech-
nicky i časově velice náročné [47,48]. 

K dosažení vysoké specifi city testu je 
nezbytné zajistit několik dílčích kroků: 
a) použít destičky od 4 dárců; 
b) použít slabě a silně HIT pozitivní séra; 
c)  prokázat, že vysoká koncentrace he-

parinu (100 IU/ ml) inhibuje reaktivitu 
HIT séra; 

d)  prokázat, že je reaktivita HIT séra in-
hibována monoklonální protilátkou 
blokující FcRIIa receptor krevních 
destiček [49,50].

Inkubace dárcovských krevních desti-
ček a séra pacienta se provádí v jamkách 
mikrotitrační destičky. V  každé jamce 
jsou 2 nerezové kuličky, které jsou roz-
pohybovány magnetickým míchadlem. 
Jamky jsou vizuálně odečítány každých 
5 min proti nepřímému zdroji světla, při-
čemž se hodnotí změna vzhledu reakční 
směsi z kalné (žádná agregace) na prů-
hlednou (došlo k  agregaci). Pokud na-
stala agregace při terapeutické koncen-
traci heparinu (0,2  IU/ ml) a  při vysoké 
koncentraci heparinu (100 IU/ ml) došlo 
k její inhibici, jedná se o pozitivní výsle-
dek. Vzorek je považován za pozitivní, 
jsou-li získány pozitivní výsledky s des-
tičkami alespoň 2 ze 4 dárců. Čím vyšší 
je reaktivita protilátek, tím rychleji dojde 
k  agregaci dárcovských destiček. Je 
nutné vyloučení nespecifi ckých reakcí – 
tj. situací, kdy dojde k aktivaci destiček 
od všech 4 dárců v přítomnosti nízké i vy-
soké koncentrace heparinu. Vysoká kon-
centrace heparinu inhibuje aktivaci des-
tiček způsobenou protilátkami třídy IgG, 
ale nikoli aktivaci způsobenou cirkulují-
cími imunokomplexy. Nespecifi cké ak-
tivaci destiček způsobené cirkulujícími 
imunokomplexy je možné zabránit pří-
davkem monoklonální protilátky bloku-
jící Fc receptor krevních destiček, která 
inhibuje aktivaci trombocytů způsobe-
nou HIT IgG protilátkami. K  vyloučení 
zkřížené reaktivity se místo heparinu 
používá heparinoid danaparoid [49].

aktivujících protilátek senzitivnější než 
SRA [45].   

Kromě zmíněných home-made metod 
je na trhu dostupná komerční souprava 
HITAlertTM Kit od fi rmy IQ Products. Iden-
tifi kace krevních destiček zde probíhá 
na základě znaku CD41. Aktivované des-
tičky jsou detekovány pomocí annexinu 
V, který rozpozná fosfatidylserin na jejich 
povrchu [46]. 

Srovnávací studií na 37 pacientských 
vzorcích vyšetřených metodou průto-
kové cytometrie s  použitím této sou-
pravy bylo dosaženo senzitivity 81  % 
a specifi city 100 % vůči SRA [46]. 

Jedná se o  jednoduchou metodu, 
která nevyžaduje promyté dárcov-
ské krevní destičky. Doba analýzy je 
110 min. Výhodou je snadná standardi-
zovatelnost metody při použití soupravy 
HITAlertTM Kit. Souprava také detekuje 
protilátky namířené proti vzácným kom-
plexům IL-8/ heparin a  NAP-2/ heparin. 
Jistou nevýhodou je omezená dostup-
nost průtokové cytometrie v  hemato-
logických laboratořích a potřeba vhod-
ných čerstvých dárcovských krevních 
destiček v době analýzy [46].

Heparin-Induced Platelet 
Activation Test (HIPA) 
Test heparinem vyvolané aktivace krev-
ních destiček (HIPA) patří do skupiny 
testů využívajících promyté dárcovské 
krevní destičky resuspendované v Tyro-
dovém pufru s fyziologickými koncent-
racemi vápenatých a hořečnatých iontů. 
Sérum pacienta musí být tepelně inak-
tivováno, aby se zabránilo aktivaci krev-
ních destiček trombinem a komplemen-
tem. Promyté destičky a sérum pacienta 
jsou následně inkubovány s heparinem 
o  různých koncentracích na mikrotit-
rační destičce. Sérum obsahující HIT pro-
tilátky vyvolá aktivaci krevních destiček 
při nízké koncentraci heparinu (0,1–
0,3  IU/ ml), nikoli však při jeho vysoké 
koncentraci (100  IU/ ml). Reakce není 
blokována hirudinem, naopak je bloko-
vána v  přítomnosti monoklonální pro-
tilátky blokující FcRIIa receptory krev-
ních destiček. V současné době dosahují 

cienta a v přítomnosti heparinu ve dvou 
koncentracích, nízké (0,25–1,0  IU/ ml) 
a vysoké (50–100 IU/ ml). Metoda se pro-
vádí na přístroji Multiplate® [14].

Stejně jako u  optické agregometrie 
dochází v případě přítomnosti HIT pro-
tilátek a  heparinu o  nízké koncentraci 
k agregaci dárcovských krevních desti-
ček. Naopak vysoká koncentrace hepa-
rinu reakci inhibuje. Hodnotí se plocha 
pod křivkou (area under the curve – AUC). 
Doba analýzy je 15 min. Software ana-
lyzátoru Multiplate® obsahuje speciální 
aplikaci pro vyšetření HIT – HIMEA [41].

V porovnání s  optickou agregome-
trií dosahuje impedanční agregome-
trie dle většiny studií vyšší senzitivity 
i  specificity  [42,43]. Srovnávací studií 
na 200  pacientských vzorcích vyšetře-
ných metodou impedanční agregomet-
rie bylo dosaženo senzitivity 81 % a spe-
cifi city 99 % vůči SRA [41]. Další studie 
na 70 vzorcích dosáhla senzitivity 85,7 % 
a specifi city 98,4 % vůči SRA [44].

Velkou výhodou HIMEA je použití plné 
dárcovské krve, díky čemuž odpadá pří-
prava PRP. Výhodou je také používání hi-
rudinu jako protisrážlivého činidla v od-
běrových zkumavkách, jenž spolehlivě 
inhibuje veškerý zbytkový trombin ve 
vzorku. Výběr vhodných dárcovských 
destiček je i v případě impedanční agre-
gometrie klíčový. Opět je nutné vyloučit 
zkříženou reaktivitu a samovolnou agre-
gaci dárcovských destiček v přítomnosti 
heparinu [43].       

Průtoková cytometrie 
Pomocí průtokové cytometrie lze sle-
dovat přítomnost markerů aktivace dár-
covských krevních destiček (PRP) v pří-
tomnosti pacientova séra a  heparinu. 
Existuje celá řada home-made metod, 
založených na detekci různých markerů 
aktivace dárcovských krevních destiček. 
Jedním z  využívaných markerů je des-
tičkový P-Selektin, na jehož stanovení 
je založena metoda s názvem Platelet P-
-Selectin Expression Assay (PEA). V rámci 
provedené klinické studie, která analy-
zovala 91 pacientských sér, došli autoři 
k  závěru, že je PEA k  detekci destičky 
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zásadní. K  ověření funkčnosti krevních 
destiček se jako negativní kontrola pou-
žívá pufr, jako pozitivní kontrola roztok 
kolagenu [50].    

Vyšetření v  ČR provádí pouze Ústav 
hematologie a krevní transfuze (ÚHKT) 
Praha, Oddělení bio chemie, vždy sou-
časně s vyšetřením SRA. 

kami od 4 dárců, vše ideálně v dubletu. 
Z  praxe je bohužel známo, že zdaleka 
ne všechny dárcovské trombocyty jsou 
vhodné pro provedení HIPA testu, neboť 
ně kte ré z  neznámého důvodu dosta-
tečně nereagují na přítomnost HIT pro-
tilátek. Správný výběr dárcovských 
trombocytů tak je pro provedení testu 

Mezi nejnáročnější a  zároveň nejdů-
ležitější kroky HIPA testu patří výběr, 
příprava a  promytí dárcovských krev-
ních destiček a  volba vhodných kont-
rol. Samozřejmě také příprava pacient-
ského séra, které musí být inaktivováno 
při 56 °C po dobu 30 min. Samotné vy-
šetření musí být provedeno s  destič-

Tab. 2. Přehled metod pro laboratorní diagnostiku HIT [vlastní zpracování].   

Metoda Princip Výhody Nevýhody

LFIA
Průkaz protilátek proti komplexu 
PF4/polyanion technikou laterál-
ního toku na pevné fázi

Rychlost analýzy (10 min)
Jednoduché provedení bez přístro-
jového vybavení
Vysoká senzitivita
IgG specifi cita

Vizuální hodnocení výsledků
Občas nejednoznačné výsledky
Občas nehomogenita ve zbarvení 
proužku

PAGIA
Průkaz protilátek proti komplexu 
PF4/heparin technikou sloupcové 
aglutinace v gelu

Rychlost analýzy (20 min)
Jednoduchost provedení
Možnost semikvantitativního stanovení 
titru protilátek

Potřeba centrifugy na gelové karty
Občas nízká senzitivita
Občas nejednoznačný výsledek

ELISA
Průkaz protilátek proti komplexu 
PF4/polyanion vazbou na pevnou 
fázi

Vysoká senzitivita
Dobrá dostupnost
Některé jsou IgG specifi cké

Nízká specifi cita
Dlouhá doba analýzy (3–4 hod)

LIA
Průkaz protilátek proti komplexu 
PF4/polyvinylsulfonát imunotur-
bidimetricky

Rychlost analýzy (20 min)
Tekuté reagencie
Na automatickém koagulometru
Relativně vysoká specifi cita

Omezená stabilita reagencií po otevření

CLIA
Průkaz protilátek proti komplexu 
PF4/polyvinylsulfonát pomocí 
chemiluminiscence

Vysoká senzitivita
Vysoká specifi cita
Plná automatizace
Dlouhá stabilita reagenční cartridge 
v přístroji
Rychlost analýzy (30 min)

Omezená stabilita cartridge v přístroji
Omezené využití přístroje BIO-FLASH® 
v hematologické laboratoři

Optická 
agregometrie

Průkaz agregace dárcovských 
krevních destiček v přítomnosti 
HIT protilátek a heparinu meto-
dou optické agregometrie

Dobrá dostupnost
Relativně vysoká specifi cita
Jednoduché provedení
Rychlost analýzy (15 min)

Nízká senzitivita
Pracný výběr a zpracování vhodných 
dárcovských destiček
Obtížná standardizace

HIMEA

Průkaz agregace dárcovských 
krevních destiček v přítomnosti 
HIT protilátek a heparinu meto-
dou impedanční agregometrie

Použití plné krve (dárcovské)
Relativně vysoká senzitivita i specifi cita
Rychlost analýzy (15 min)

Obtížný výběr vhodných dárcovských 
destiček

Průtoková 
cytometrie

Průkaz markerů aktivace dárcov-
ských destiček v přítomnosti 
HIT protilátek a heparinu průtoko-
vou cytometrií

Vysoká specifi cita
Vysoká senzitivita
Standardizovatelnost metody při 
použití soupravy HITAlertTM Kit
Doba analýzy cca 110 min

Omezená dostupnost průtokové cyto-
metrie v hematologické laboratoři
Obtížný výběr vhodných dárcovských 
krevních destiček

HIPA

Heparinem indukovaná aktivace 
promytých dárcovských krevních 
destiček v přítomnosti HIT proti-
látek a heparinu v mikrotitrační 
destičce vizuálně

Vysoká senzitivita
Vysoká specifi cita

Pracná a časově náročná metoda (výběr 
vhodného dárce destiček, příprava, 
promytí destiček)
Vizuální odečet
Špatná dostupnost
Dlouhá doba odezvy

SRA

Průkaz serotoninu uvolněného 
z promytých dárcovských krev-
ních destiček po jejich aktivaci 
v přítomnosti HIT protilátek 
a heparinu pomocí HPLC

Zlatý standard v diagnostice HIT
Vysoká senzitivita
Vysoká specifi cita

Pracná a časově náročná metoda (výběr 
vhodného dárce destiček, příprava, 
promytí destiček)
Špatná dostupnost
Dlouhá doba odezvy
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tilátek potvrdit funkčním testem, který 
prokáže schopnost protilátek z plazmy či 
séra pacienta aktivovat zdravé dárcovské 
krevní destičky za přítomnosti heparinu. 
Tyto testy mají vysokou specifi citu. Do-
stupné jsou zpravidla pouze na velkých 
specializovaných pracovištích a k jejich 
provedení jsou nutné speciální labora-
torní vybavení a  zkušenosti laborator-
ního personálu. Ně kte ré funkční testy 
na HIT se vyšetřují pouze v sériích, a mají 
tedy delší dobu odezvy. Právě doba ode-
zvy je pro správné zvládnutí HIT klíčová, 
klinik potřebuje výsledek co nejdříve. 
Záchyt pozitivní HIT je poměrně vzácný, 
o to důležitější je propracovaný systém 
laboratorní dia gnostiky.   
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trombinový receptor (TRAP). V případě 
pozitivity vzorku musí být množství uvol-
něného serotoninu při nízké koncentraci 
heparinu > 35 % a současně při vysoké 
koncentraci heparinu < 15 % [54]. 

Další funkční testy používané 
k dia gnostice HIT
Další techniky umožňující hodnocení 
aktivace krevních destiček zahrnují 
kvantifi kaci mikropartikulí uvolněných 
z  krevních destiček pomocí průtokové 
cytometrie  [55], či kvantifi kaci uvolně-
ného serotoninu pomocí průtokové cy-
tometrie [56]. Tyto metody se však k dia-
gnostice HIT v ČR nepoužívají.

Kompletní přehled metod pro labora-
torní dia gnostiku HIT shrnuje tab. 2.

ZÁVĚR
V současné době máme k dispozici po-
měrně širokou paletu testů pro labo-
ratorní dia gnostiku HIT. Ně kte ré z nich 
jsou dostupné i  v  laboratořích malých 
nemocnic, jiné lze provádět pouze na 
specializovaných pracovištích. V každém 
případě je potřeba, aby laboratorní testy 
byly prováděny pouze u pacientů s pro-
jevujícími se klinickými symptomy připo-
mínajícími HIT, tzn. po správné kvantifi -
kaci klinických příznaků lékařem pomocí 
ně kte rého ze skórovacích systémů. U pa-
cientů s nízkým skóre je přítomnost HIT 
protilátek nepravděpodobná, tudíž by 
ani neměli být testováni. 

Pokud existuje podezření na HIT, měly 
by se nejdříve vyšetřovat testy imuno-
logické, s vysokou senzitivitou, která se 
blíží 100 %. Kvůli relativně nízké speci-
fi citě mohou poskytovat falešně pozi-
tivní výsledky, nicméně jejich úkolem 
je zachytit přítomnost HIT protilátek 
v plazmě či séru pacienta. Za tímto úče-
lem byly speciálně vyvinuty screenin-
gové testy, které ke svému provedení 
nevyžadují žádné speciální laboratorní 
vybavení, a proto mohou být dostupné 
i v laboratořích malých nemocnic. Jsou 
také uzpůsobeny k  vyšetřování vzorků 
pacientů „po jednom“. 

V případě pozitivity imunologických 
testů je nezbytné přítomnost HIT pro-

Serotonin release assay (SRA) 
Test uvolňování serotoninu (SRA) je po-
važován za zlatý standard v dia gnostice 
HIT, zejména z důvodu jeho vysoké sen-
zitivity (~ 95  %) i  specifi city (> 99  %). 
Jedná se o další funkční test, který vyu-
žívá promyté krevní destičky. Test dete-
kuje množství serotoninu uvolněného 
z denzních granulí dárcovských krevních 
destiček během jejich aktivace HIT pro-
tilátkami. Destičky jsou nejprve radioak-
tivně značeny pomocí 14C-serotoninu. Po 
inkubaci je měřeno množství radioakti-
vity v supernatantu, které je úměrně míře 
aktivace krevních destiček. Výsledek je 
vyjádřen jako procento uvolněného se-
rotoninu z celkového množství seroto-
ninu v krevních destičkách. Pozitivní vý-
sledek je takový, kdy se uvolní  >  20  % 
serotoninu při terapeutické koncentraci 
heparinu (0,1–0,3 IU/ ml), zatímco při vy-
soké koncentraci heparinu (100  IU/ ml) 
je aktivace destiček potlačena kvůli roz-
padu imunokomplexů [48,51,52].

SRA se často vyšetřuje spolu s HIPA tes-
tem. Příprava dárcovských krevních des-
tiček je totiž stejná. Poté je přidán 14C-se-
rotonin a probíhá inkubace při 37 °C po 
dobu 30 min. I další postup je velmi po-
dobný HIPA testu, pouze s drobnými roz-
díly, např. jamky mikrotitrační destičky 
nejsou promíchávány pomocí kovových 
kuliček, ale pomocí třepačky. Celé zpra-
cování vzorku je velice pracné a časově 
náročné [53].  

V ČR vyšetřuje SRA pouze ÚHKT Praha, 
Oddělení bio chemie, a to jako speciální 
vyšetření s uváděnou dobou odezvy do 
2  měsíců. Navíc se jedná o  modifi kaci 
původního testu, kdy se ke krevním des-
tičkám nepřidává radioaktivně značený 
14C-serotonin. Serotonin uvolněný z dár-
covských krevních destiček je stanoven 
pomocí HPLC s fl uorimetrickou detekcí. 
Jako negativní kontrola se používá Tyro-
dový pufr, který se do reakce dává místo 
séra pacienta a slouží ke kontrole spon-
tánního uvolňování serotoninu z  krev-
ních destiček. Jako pozitivní kontrola, 
která slouží ke zjištění maximálního 
množství uvolnitelného serotoninu, se 
používá peptid aktivující destičkový 
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