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Uvod: Heparinom indukovana trombocytopénia (HIT) je Zivot ohrozujiica komplikacia liecby heparinom (nefrakcionovanym heparinom
i heparinom s nizkou molekulovou hmotnostou-LMWH) (1). Diagnéza HIT je zaloZena na kombindcii klinickych nélezov, stanovenim 4Ts
skore a laboratornymi testami (2).

Metddy: V nasej Studii sme sledovali siibor 47 pacientov s podozrenim HIT. Vzorky vSetkych pacientov boli v prvom kroku analyzované
niektorym z imunologickych testov (ID-PaGIA Heparin/PF4, HemosIL-Acustar HIT IgG, ZYMUTEST HIA Monostrip IgG) na dokaz pritom-
nosti protilatok proti komplexu heparin-PF4 (dostickovy faktor 4). Pri pozitivite imunologického testu bola vzorka nasledne analyzovana
na HIT funkénym testom HIT Alert. Definitivne je moZné stanovit diagnézu HIT aZ pri pozitivnom vysledku funkéného testu.

Vysledky: Sibor tvorilo 47 vzoriek pacientov s podozrenim HIT, ktorym bolo imunologickym testom vyhodnotenych 34 pozitivnych
vysledkov. Dal3im testovanim tychto vzoriek funkénym testom prietokovou cytometriou - kitom HITAlert malo 16 vzoriek pozitivny a 18
vzoriek negativny vysledok.

Zaver: Klinicky nalez, stanovenie 4Ts skore, vysledky imunologického testu a funkéného testu mézu vyznamne zlepsit prognézu ochorenia.

Kli¢ové slova: heparinom indukovand trombocytopénia (HIT), komplex heparin/PF4 (dosti¢kovy faktor 4), imunologické a funkéné testy

HIT - functional assay for the determination of heparin-induced thrombocytopenia

Background: Heparin-induced thrombocytopenia (HIT) is a life-threatening complication of heparin therapy (both unfractionated heparin
and low molecular weight heparin) (1).

The diagnosis of HIT is based on a combination of clinical findings, 4Ts scores and laboratory tests (2).

Methods: In our study, we examined a group of 47 patients with suspected HIT. Samples of all patients were analyzed in a first step by
some immunoassay (ID-PaGIA Heparin/PF4, HemosIL-Acustar HIT IgG, ZYMUTEST HIA Monostrip IgG) to detect the presence of antibod-
ies against heparin-PF4 complex (platelet factor 4). When the immunoassay was positive, the sample was subsequently analyzed for HIT
by the HIT Alert function assay. Definitely, the diagnosis of HIT can be made only after a positive functional test result.

Results: The sample consisted of 47 samples of patients with suspected HIT, who were evaluated by 34 immunoassays. Further testing
of these samples with a functional flow cytometry assay - HIT Alert kit 16 samples were positive and 18 samples were negative.
Conclusion: Clinical findings, 4Ts scores, the results of the inmunoassay and functional test can significantly improve the prognosis

of the disease.
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Uvod

Heparinom indukovana trombo-
cytopénia (HIT) je stav vyvolany proti-
latkami proti komplexu heparin/PF4 (do-
Stickovy faktor 4) pri liecbe heparinom.

RozliSujeme dva typy HIT.

HIT typu 1je neimunitna porucha,
ktora je vysledkom priameho t¢inku he-
parinu na aktivaciu krvnych dosticiek (3,
4). Vyskytuje sa pocas prvych dvoch dni
po expozicii heparinu, pricom sa pocet
krvnych dostic¢iek normalizuje pri pokra-
¢ujucej liecbe heparinom.

HIT typu 2 je imunitne sprostred-
kovana porucha, ktora sa zvyc¢ajne vy-
skytuje 4 az 10 dni po expozicii heparinu.
Prevalencia je priblizne 0,5 - 5 % hepa-
rinizovanych pacientov (5).

HIT spdsobuje trombocytopéniu,
a niekedy aj artériovt alebo Zilov trom-
bozu (3). Heparin sa patofyziologicky via-
Ze na trombocyty, pricom sa z o granal
trombocytu uvolfiuje PF4. Na povrchu
trombocytu sa tvori komplex heparin/
PF4, ktory vyvolava u niektorych je-
dincov tvorbu Specifickych protilatok

(najcastejsie IgG) s naslednou aktiva-
ciou trombocytov, ktoré uvolnuja zlozky
s prokoagula¢nou aktivitou (obrazok 1).

Laboratérna diagnostika HIT zvy-
¢ajne prebieha v dvoch krokoch. Prvym
krokom je dokaz pritomnosti protilatok
proti komplexu heparin-PF4, niektorym
z imunologickych testov a nasledne pri
pozitivite testu (t. j. dokaze pritomnosti
protilatok) nasleduje potvrdenie alebo
vylicenie HIT funkénym testom, ktoré-
ho tlohou je ddkaz schopnosti pritom-
nych protilatok aktivovat trombocyty.
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Obrazok 1.

Heparinom indukovana trombocytopénia (HIT) sposobend autoprotilatkami proti dostic-

kovému faktoru 4 (PF4) naviazanému na negativne nabity heparin. Komplex heparin-PF4-protilatka
sa viaze na dosticky cez FcyRIl, spdsobuje ich aktivaciu a agregaciu, uvolfiuju sa mikropartikuly (4)
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Definitivne je mozZné stanovit diagnézu
HIT aZ pri pozitivhom vysledku funkéné-
ho testu, pricom existuje zna¢na skupina
pacientov (najmé po kardiochirurgickom
vykone), ktori maja pritomné protilatky
(pozitivita v imunologickych testoch),
ale funkcny test maju negativny, a teda
HIT nemaj.

Cielom prace bolo poukazat na
vyhody, Gskalia a moznosti aplikacie
funkéného testu HIT Alert pomocou
prietokovej cytometrie.

Subor pacientov a metody:
Kontrolné vzorky zdravych darcov boli
odobraté do citrénanu sodného s kon-
centraciou 0,109 mol/1. Vzorky pacien-

Release of procoagulant
microparticles
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tov boli odobraté do skiimavky bez pro-
tizrazavého ¢inidla. Stbor v obdobi od
aprila 2017 do jala 2019 tvorilo 47 pa-
cientov s podozrenim HIT. VSetkym pa-
cientom bol vykonany niektory z imu-
nologickych testov (ID-PaGIA Heparin/
PF4 (obrazok 2), HemosIL-Acustar
HIT IgG, ZYMUTEST HIA Monostrip
IgG). V pripade vzoriek s pozitivhym
vysledkom imunologického testu bolo
sérum pacienta analyzované pomocou
prietokovej cytometrie funkénym tes-
tom - HITAlert. Vyrobcom bola stano-
vena senzitivita testu HIT Alert 78 %
a §pecificita 98 %. Cut-off hodnota bola
urc¢end 8 %.

Obrazok 2. Imunologicky test ID-PaGIA Heparin/
PF4 (particle gel immunoassay); reakcia mikropar-
tikul s komplexom heparin/PF4 a prislusnej proti-
l4tky v sére pacienta metédou stipcovej aglutinacie

Posiive  Negativ

Microboads coated with
heparin/FF4 complax

Capture Antibody
I the ID-Cand:
Arti-human-lgE-giobulin

Vysledky: Analyzou 47 vzoriek
pacientov s podozrenim HIT bolo imu-
nologickym testom vyhodnotenych 34
pozitivnych vysledkov. Dal$im testova-
nim tychto vzoriek prietokovou cytomet-
riou - kitom HIT Alert malo 16 vzoriek
pozitivny a 18 vzoriek negativny vysledok
(obrazok 3, 4).

Skamavka I.; Vzorka nestimulova-
nych krvnych dostic¢iek by mala mat ma-
ximalne 1% aktiva¢nych markerov. Keby
toto percento bolo vysSie ako 5 %, test by
sa mal zopakovat, najlepsie s dostickami
od iného darcu.

Skamavka II.; Vzorka stimulova-
na Ca-ionoforom by zvycajne mala mat
viac ako 80 % aktivovanych dosticiek.
Percento nizsie ako 80 % moze byt sposo-
bené netiplnym rozpustenim Ca-ionoforu.

Sktimavky III., IV. a V,; Vysledky
pozitivity a negativity HIT st uvedené
v tabulke.

Podla tabulky prvy pacient, u kto-
rého je velmi pravdepodobné, Ze bude HIT
pozitivny, by mal mat v skimavke IV. ak-

Obrazok 3. Cytogram vzorky pacienta s negativnym vysledkom; analyza
s HITAlert. Skimavka I. nestimulovana vzorka. Skdmavka Il. stimulovana
vzorka Ca-ionoforom. Skiimavka IIl. vzorka pacienta bez heparinu. Sku-

mavka IV. vzorka pacienta s heparinom. Skimavka V. vzorka pacienta

s prebytkom heparinu
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Obrazok 4. Cytogram vzorky pacienta s pozitivnym vysledkom; analyza

s HITAlert. Skimavka I. nestimulovand vzorka. Skdmavka Il. stimulovana
vzorka Ca-ionoforom. Skiimavka IIl. vzorka pacienta bez heparinu. Sku-
mavka IV. vzorka pacienta s heparinom. Skimavka V. vzorka pacienta

s prebytkom heparinu
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Tabulka. Tabulka interpretdcie vysledkov pacienta
HIT negativneho a pacienta HIT pozitivneho

negat. pozit.

Skimavkal. | <5% <5%
Skumavkall. | 80-100% | 80 -100%
Skumavka lll. | <5% aktivacia menej

ako polovica

v skimavke IV.
Skimavka IV. | <5% 28%
SkimavkaV. | <5% aktivécia menej

ako polovica

v skimavke IV.

tivaciu = 8 % (zahfniajica PRP darcu + he-
parin + sérum pacienta). Zatial ¢o pacient
HIT negativny by mal mat v skimavke IV.
aktivaciu <5 %. Ak ma pacient v skimavke
IV. prechodnt aktivaciu (5 - 8 %),
je potrebné opakovat analyzu s inou
vzorkou darcu (tabulka 1) (6).

Diskusia: K zavedeniu funkéné-
ho testu HIT Alert do praxe nas viedla
snaha poskytnut rychlu a kompletnt
diagnostiku na stanovenie diagno6zy HIT.
Urcenie pritomnosti protilatok sposo-
bujtcich HIT je nevyhnutné, ale nie do-

stato¢né na diagnostiku HIT. Vysledky
funk¢éného testu HIT v analyzovanom
subore podavaju kvalitativny a spolahlivy
udaj na urcenie pritomnosti protilatok
$pecifickych pre komplex heparin/PF4.
Vysledky imunologického testu, funké-
ného testu spolu s klinickym nalezom
a stanovenim 4Ts skére mézZu vyznamne
zlepsit prognoézu ochorenia.

Zaver: Na zaklade nasich doteraj-
Sich skasenosti s aplikaciou funkéného
testu stanovenia HIT pomocou prieto-
kovej cytometrie moZzeme povedat, Ze
metdda mé svoje vyhody. Test je certifi-
kovany, ¢as analyzy trva relativne kratky
cas, test je neradioaktivny a ma vysoku
senzitivitu a hlavne $pecificitu. Test nie
je mozné aplikovat na vSetky pracovis-
ka, vyzaduje $pecializované pracoviska
s odbornou znalostou a pristrojovym
vybavenim prietokovej cytometrie.
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