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POVZETEK

S heparinom izzvana trombocitopenija (HIT) je najpstejSa trombocitopenija, ki jo
povzratajo zdravila in lahko predstavlja zaplet pri zdjemju s heparinom. Stanje se
pojavi pri 1-5 % bolnikov, ki prejemajo heparincveot 5 dni. Izraza se z arterijskimi in
venskimi trombozami, ki lahko povafigo gangrene ali celo smrt bolnika. Glavno lastnost
te bolezni predstavlja paradoks: kljub trombocitupenamre ne prihaja do krvavitev,
ampak do tromboz. Nadaljevanje zdravljenja s hepamiima lahko hude posledice, zato
je za ustrezno nadomestno zdravljenje d&ipga pomena hitro diagnosticiranje HIT.
Postavitev diagnoze HIT je zaradi nespéaifn znakov zahtevna, saj ima trombocitopenija
pri Stevilnih bolnikih razkine vzroke.

Z laboratorijsko diagnostiko z odkrivanjem spetifh protiteles potrdimo ali ovrzemo
sum na HIT, vse boljSe razumevanje patogeneze HiTvai v razvoj zanesljivejSih
laboratorijskih  metod. V literaturi lahko zasledimged razlicnih pristopov k
diagnosticiranju HIT, prav tako pa tudi podatke morabi razlénih testov za odkrivanje
heparinsko odvisnih protiteles oziroma dw@lnju njihove patogenostilavno viogo pri
tem imajo funkcijski testi, s katerimi ne odkrivani® prisotnosti heparinsko odvisnih
protiteles, ampak dotamo tudi njihovodejansko sposobnost aktivacije trombocitov. V
nasi nalogi smo se ukvarjali z eno izmed sodobimdjsnkcijskih preiskav, ki temelji na
pretani citometriji. Za testiranje smo uporabili seruni #olnikov, pri katerih je bil
postavljen sum na HIT. Po opravljenem presejalnesiut za ugotavljanje prisotnosti
protiteles IgG z metodo ELISA smo izvedli dva fuiika testa, in sicer Ze uveljavljeni
test HIT »in-house« ter test z novim reagrem sestavom HIT Alef!. Oba testa temeljita
na uporabi trombocitov zdravega darovalca (testambociti), ki jih inkubiramo z
bolnikovim serumom in heparinom v raziih koncentracijah. V primeru prisotnosti
heparinsko odvisnih protiteles pride do aktiva¢gstnih trombocitov, ki so pri testu HIT
»in-house« ozrni s protitelesi anti-CD62P, pri testu HIT Alera |3 protitelesi anti-
aneksin V.

Na podlagi naSih rezultatov smo ocenili, da s testgG-specifétna ELISA dobimo 36 %
lazno pozitivnih rezultatovgée jo primerjamo s testom HIT »in-house« ter 46 % po
primerjavi s testom HIT Alert. Primerjali smo tuckzultate obeh funkcijskih testov in
ugotovili, da sta testa med seboj primerljiva pbteanosti izvedbe in p&asu, ki ga za to

Vi



potrebujemo. Specifnost testa HIT Alert glede na test HIT »in-house«100 %,
obcutljivost pa 79 %, vendar bi za nataejSi izr&un potrebovali vge Stevilo vzorcev
bolnikov in podatke o njihovih klignih slikah. Pomanijkljivost testa HIT Alert je upbea
trombocitov enega samega darovalca, medtem ko HéEBt »in-house« izvajamo s
trombociti Stirih darovalcev. Zaradi polimorfiznteombocitnega receptorja #Rlla to
pomeni nekoliko v&§o zanesljivost testa HIT »in-house«. Glede na ltat ki smo jih
dobili z novim funkcijskim testom HIT Alert menimaja Ze vpeljanih postopkov za

laboratorijsko testiranje HIT zaenkrat ne bi sprgai.

VI



ABSTRACT

Heparin-induced thrombocytopenia (HIT) is the mosbmmon drug-associated
thrombocytopenia, which may represent a complicatibheparin treatment. This clinical
condition occurs in 1-5 % of patients receivingdreptherapy for more than 5 days. It is
associated with a high risk of arterial and venttw®mbosis, which can induce limb
gangrene and even death of the patient. The maircall feature of the disease is a
paradox: despite thrombocytopenia, bleeding is, sahéle HIT is strongly associated with
thrombosis. Prolonged administration of heparin rhaye serious adverse consequences,
so prompt diagnosis is of key importance for theohuction of supplemental therapy. To
diagnose HIT can often be difficult because the pms are non-specific, as well as

thrombocytopenia can be result of many differeaedses.

In order to confirm or refute suspected HIT, thbolatory diagnostic is based on the
detection of heparin-induced antibodies. The urideding of the HIT pathogenesis has
led to invention of more reliable and accurate tabwy assays. The experts describe
different approaches in diagnosing HIT, as differassays to detect heparin-induced
antibodies and determine their pathogenicity. Honel assays for the detection of
heparin-induced antibodies and determination af engtual platelet-activating ability have
a main role here as well. One of the newer funefiassays is the flow cytometric analysis
that was used in our study. In this assay, sera #@ patients with suspected HIT were
analysed. After the screening test ELISA for theedion of IgG antibodies two functional
assays, the HIT »in-house« test and a new comrhéitiaAlert™ test, were performed.
In both tests, we used platelets obtained fromthgalonors, which were incubated with
the patient's sera and different concentrationdhegarin. In case of the presence of
heparin-induced antibodies, the platelets werevaietd. They were anti-CD62P labelled in

the HIT »in-house«test and anti-annexin V labeilethe HIT Alert test.

We estimated there were 36 % false positive resoltsparing 1gG-specific ELISA to the
HIT »in-house« test and 46 % false positive restdtaparing it to the HIT Alert test. The
comparison of the results of two functional assayseals that the tests are both equally
demanding to perform and they have almost the gamaround time. According to the

HIT »in-house« test, the specificity of the HIT Aléest was 100 % and the sensitivity was



79 %. However, a study with more samples from pédi@nd with information of their

clinical picture would assure results, which wobkl more accurate. The lack of the HIT
Alert test is the use of platelets from single domdhile the platelets from four donors are
used in the HIT »in-house« test. Due to EogRIla receptor polymorphism the HIT »in-
house« test provides a slightly higher reliabilifccording to the results of the new
functional assay, we decided not to change ourgoha® in the laboratomgsting for HIT.



1. UvOD
1.1. HEPARIN

Heparin je naravni ogljikohidratni polimer iz skapi glikozaminoglikanov. Sestavljen je
iz ponavljaj@ih se disaharidnih enot, ki so tmo sulfatirane in je od vseh poznanih
bioloskih molekul najméneje negativno nabit (1).

CH20803 CH,0H
0
OH OH
0
Q NHSO3™, 0 NHA 0
C00™ oH C/too- M
OH OH OH
HO HO HO
0S05~ OH OH
(1) (2) (3) (4) (5)

Slika 1. Kemijska struktura heparina (2)

Po svoji strukturi je heparin ena najbolj nenavahdmolekul, ki jih uporabljamo za
zdravljenje. lzl@ajo ga bazofilci in mastociti iz svojih sekretorngranul, njegova
fizioloSka vloga pa je predvsem obramba pred miiganizmi, manj pa opravlja funkcijo
antikoagulanta (3,4).

Heparin je zaradi enostavne uporabe, kratke ragpelalobe in nizke cene Se vedno
nepogresljivo zdravilo, ki ga izdelujejo iz mukolznikiv praséev in goveda (5,6). Kot
antikoagulantno zdravilo so ga poznali ze preded) Yendar so Sele po 40 letih uporabe
opazili, da lahko ima tudi paradoksnecinke (5). Heparin in njegovi Stevilni
nizkomolekulski derivati preptgjejo strjevanje krvi in so dinkoviti pri prepré&evanju
globokih venskih tromboz in pliimih embolij, ker inhibirajo delovanje faktorjev jsivanja
krvi, serinskih proteaz Xla, Xa, IXa in lla (tronm)i Heparin se spedtio veze na
antitrombin 11l in do 1000-krat po¢a njegovo aktivnost. Na tak &a bistveno zavre
nastajanje strdkov. Hkrati z vezavo na trombin hiepzavre tudi aktivacijo trombocitov
(3,4). Za terapijo najpogosteje uporabljajo analdgeparina, Se posebej njegove
nizkomolekulske oblike, ki bolj kot na aktivnostt@wrombina delujejo na aktivnost faktorja
X. Tako bolj natatino urejajo strjevanje krvi (6).



1.2. TROMBOCITNI FAKTOR 4 (PF4)

Trombocitni faktor 4 (PF4) ima kliino vlogo pri nastanku HIT. To je majhna, pozitivho
nabita tetramerna molekula, dolga 70 AK. Sestasljgm iz Stirih podenot - enakih
polipeptidnih verig, ki tvorijo tetramer, za katgee domnevajo, da je aktivha oblika

molekule. Tetramerno strukturo stabilizirajo elektatske in vodikove vezi (7).

PF4 tetramer

Poztivno nabiti obro¢&

Antigensko mesto 1 Lizinski ostanki na C
(Pro37) terminalnem koncu

Antigensko mesto 2 Drugi lizinski in
(Asp7-GIn9, Pro34) . argininski ostanki

Slika 2. Kristalna tridimenzionalna struktura PF4 (8)

V tridimenzionalni strukturi molekule PF4 na SliRi sta prikazana dva neoepitopa, ki
tvorita pozitivno nabiti obré& Prvi del je sestavljen iz lizinskih ostankov nde@minalnem
koncu PF4 (svetlo modro), drugi pa iz lizinskihamgininskih ostankov (temno modro). Za
vezavo heparina pa sta poleg pozitivno nabitegatabpomembni tudi dve antigenski
mesti, in sicer antigensko mesto 1, ki je bogatoraddinom ter antigensko mesto 2, ki

vsebuje asparagin, glutamin in prolin (7) (Slika 2)

PF4 je citokin, ki spada v skupino kemokinov CX& je shranjen va-granulah
trombocitov in v megakariocitih. 1zto se ob aktivaciji trombocitov in se veze na hepari
in njemu podobne molekule. S tem ureja njihovo d&hje in prepréuje nenadzorovano
Sirjenje antikoagulacije (1). PF4 zmanjSuje prdvepliv antitrombina, prav tako pa vpliva
tudi na celjenje ran ter zmanjSuje vnetne reakwjendoteliju (6). Veze se na trombocite,
poleg tega pa tudi na endotelijske celice ter med®,10). Heparin veze PF4 z visoko
afiniteto. Ta vezava je odvisna od sestave, dolgargge in stopnje sulfatiranja heparina.
Koncentracija PF4 v plazmi je v mirovanju zelo rdazkrendar naraste, ko se sprosti v

plazmo ob aktivaciji trombocitov ali po infuziji parina (1).



1.3. SHEPARINOM IZZVANA TROMBOCITOPENIJA (HIT)

S heparinom izzvana trombocitopenija (HIT) je Kimb stanje oziroma imunsko dogajanje
v organizmu, ki je posledica aplikacije heparinigpaldobnih molekul. Préije HIT opisal
Rhodes s sodelavci leta 1973 (1,11)c¢ibm dve obliki. HIT tipa | je zmerna, neimunsko
pogojena trombocitopenija, kéasih spremlja zdravljenje s heparinom in ponavazieni
po 3 do 4 dneh. HIT tipa Il pa je imunsko pogojeér@ambocitopenija, do katere pride
zaradi tvorbe protiteles in predstavlja za bolmésno stanje predvsem zaradi tromdéat
zapletov (1).

1.3.1. HIT TIPA I

Za HIT tipa | je zngilna zmerna trombocitopenija, nima pa kéimih posledic in tudi ni
imunsko pogojena. Verjetno gre pri tem za neposreaienek heparina na aktivacijo
trombocitov. Heparin se veze na trombocite in po&iznjihovo blago aktivacijo in tvorbo
trombocitnih agregatov. Agregirani trombociti semaazgradijo v retikuloendotelijskem
sistemu. To lahko pojasni velik padec Stevila trooitov, ki se pojavi v prvih Stirih dneh
po aplikaciji heparina. HIT tipa | ofajno mine sama od sebe kljub nadaljevanju
zdravljenja s heparinom (12). Pojavi se pri 10-30b®&tnikov s sepso, opeklinami in
Zilnimi obolenji zaradi prisotnosti hiperaktivnitrombocitov pri teh stanjih. Stevilo
trombocitov redko pade pod 100 000/uL in se nomalize po 1 do 2 dneh (12,13).
Trombotnih zapletov pri tej obliki HIT ni (12).

1.3.2. HIT TIPA Il

HIT tipa Il (v nadaljevanju HIT) je posledica preaitljivostne reakcije imunskega sistema
na heparin ali njemu podobne molekule (14). Pri terstanejo protitelesa proti kompleksu
heparina z molekulami PF4, ki se sgia® v okolico pri aktivaciji trombocitov (1,12,14).
HIT nastane pri 1-5 % bolnikov, ki so prejemali &ep kot terapijo ali profilakso. Za HIT
je zn&ilno hitro znizanje Stevila trombocitov in njihovogast v nekaj dneh po ukinitvi
heparina. Trombocitopenija se pojavi 5-15 dni p&etlau zdravljenja, lahko pa tudi takoj
po uvedbi heparina. Gre za resno, Zivljenje ogaiEagtanije, ki ga spremljajo arterijske in
venske tromboze. Pri okoli 3-5 % bolnikov lahko Hi&stopi tudi nekaj dni po ukinitvi
terapije s heparinom (zakasnjeni HIT) (15). Podrievu zdravljenja s heparinom se HIT

pojavi redkeje (6).



1.3.2.1. Patofiziologija HIT

Kot smo Ze omenili, se v krvnem obtoku PF4 vezéheparin. Ko sta heparin in PF4 v
optimalnem stehiometmmem razmerju, tvorita linearne d&raolekulske komplekse
heparin/PF4, ki predstavljajo neoantigene in laBpmzijo imunski odziv (16). Nastanejo
protitelesa anti-heparin/PF4, ki so imunoglobuliazredov 1gG, IgM in IgA (17). Ob
sproganju PF4 iza-granul trombocitov nastaja vednocvkompleksov heparin/PF4, ki
ostanejo vezani na njihovo povrSino¢imer je omogoéena vezava vedno §jega Stevila
heparinskih protiteles. Protitelesa IgG se s svolm delom skupaj s kompleksom
heparin/PF4 vezejo na trombocite preko trombocamegeptorja RdRlla in jih aktivirajo.
Vzpostavi se verizna reakcija, ki povérantenzivno aktivacijo trombocitov in tvorbo
trombocitnih agregato\1,5). Posledica aktivacije trombocitov je nadajmospeSeno
spro$anje PF4 in protrombatnih mikrodelcev, kar aktivira kaskadni koaguladijsistem
in pospesi nastajanje trombina (Rpzvoj HIT prikazuje Slika 3.

PF4

& heparin +
N IgG

s

L/ay

imunski
kompleks

trombocit

Fc receptor

aktivacija trombocita

Slika 3. Shematski prikaz razvoja HIT (6)

Celotno dogajanje vodi v trombocitopenijo in trortiboe zaplete, ki lahko povztijo celo
smrt bolnika. Heparinsko odvisna protitelesa, kvgglavnem razreda IgGl¢asih pa tudi
IgG3, se vezejo neposredno na mikrovaskularne ehg@&e celice in jih aktivirajo
(10,17). Vezejo se tudi na levkocite in monocitar kerjetno pospesi cétio sintezo in
izrazanje tkivhega faktorja (18). Posledica so o&vandotelija ter dodatno paiano

tveganje za trombozo in diseminirano intravaskuwdwagulacijo (DIK) (19).



1.3.2.2. Epidemiologija HIT

Pojavnost HIT je mé&no odvisna od diagnoze bolnikov, njihovega Kimgga stanja in
vrste uporabljenega heparina. Kirurski bolniki,gkejemajo heparin, pogosteje razvijejo
heparinsko odvisna protitelesa kot intergistibolniki, saj sta aktivacija trombocitov in
posledéno sprosanje PF4 iza-granul pogosti posledici operativhega posega (20).
Nefrakcionirani ali standardni heparin (SH) poggstpovzr@a nastanek spedifiih
protiteles kot nizkomolekulski heparin (NMH). Moldke NMH so namré&krajSe od SH in
imajo nizjo afiniteto do PF4, zato redkeje powzim nastanek protiteles (21). Tako NMH
povzraajo do 10-krat manj primerov HIT (6). Znano pa ¢ ima veéina nastalih

heparinsko odvisnih protiteles visoko navzkriznaktesnost tudi z NMH (4,17,19).

HIT lahko nastane tudi nenadno ob sepsi, brez pdth izpostavljenosti heparinu. V
takSnih primerih jo verjetno povzijo ze prej nastala heparinsko odvisna protitelesa
razreda IgG, ki krozijo v krvnem obtoku. Avtorjimaet navajajo, da se trombocitni faktor
PF4 lahko veZe na raztie bakterije, taki kompleksi pa povéijo nastanek heparinsko
odvisnih protiteles (22). Meyer in sod. opisujejmitprimer prisotnosti protiteles razreda
IgA pri bolniku s HIT, zato teh protiteles pri diagstiki HIT ne smemo povsem izkéit
(23).

Dejavnike tveganja, ki povzégo HIT, lahko razdelimo v dve kategoriji: prva p@vezana

s heparinom, druga pa s Stevilnimi spremenljivkami.prvo kategorijo sodita vrsta
heparina in trajanje njegovi izpostavljenosti, druga vsebuje spremenljivke kot so:
starost, spol in vrsta bolnikov (24). Ob uporabpdx@na pri operacijah srca kar 50-70 %
bolnikov razvije heparinsko odvisna protitelesander pa se HIT pri njih kligho izrazi le

v majhnem odstotku (1-3 %) (25). Najbolj ogroZemil®Iniki po sénih in ortopedskih
operacijah (17).

1.3.2.3. Klini ¢na slika in diagnostika HIT

Diagnozo HIT postavimo na podlagi kigme slike in izsledkov laboratorijskih preiskav
(15). Glavna klintna zndilnost HIT je trombocitopenija s Stevilom trombawitpod 150 x
10%L, vendar le redko pod 50-70 x °ID. Pojavi se pri 80-90 % bolnikov s HIT (17).
Stevilo trombocitov ponavadi pade za 50 % it wel izhodig&ne vrednosti, po ukinitvi
terapije s heparinom papet naraste v 4-14 dne@ie Stevilo trombocitov pade pod 15 x

10°/L, je bolj verjetna kak3na druga diagnoza (17)le§drombocitopenije predstavljajo



pri HIT veliko tezavo tudi venske in arterijske fiboze. Tveganje za nastanek tromboze
pri bolnikin s HIT je kar 20 do 40-krat &e kot pri drugih bolnikih (26,27). Do 75 %
bolnikov s HIT razvije arterijsko oziroma venskorrbozo ali obe (17). Venske tromboze
so priblizno Stirikrat pogostejSe od arterijskib).(Brterijski strdki lahko povzré&jo kap,
miokardni infarkt ali akutno ishemijo udov, vengla trombozo globokih ven ali pljno
embolijo (25). Drugi pomembni zapleti so 8ekroténe kozne spremembe na mestu
dajanja heparina, sistemske reakcije po aplikadijavenskega odmerka heparina in pojav
DIK (6,28).

V klini¢ni sliki HIT je pomemben tudtasovni okvir pojavljanja trombocitopenije, ki
ponavadi nastopi od 5 do 10 dni pocetku zdravljenja s heparinom (28,29). Stanje
spremljata vrdina in tresenje, nekateri bolniki pa razvijejo alautrespiratorno ali 8no
disfunkcijo, ki se kaze kot hipertenzija, tahikgadiangina pektoris ali dispneja (14).

Ponovna izpostavljenost heparinu po priblizno 168hdpa oliajno ne povzra HIT (12).

Postavitev diagnoze HIT je Se posebej zahtevna kmurskih bolnikih, ker se
trombocitopenija pojavi in vztraja pri #@i bolnikov tudi 72 ur po operaciji (25). Pri
klinicnem stanju, kjer se pojavi nova tromboza med jeemarfjieparina, kljub odsotnosti
padca Stevila trombocitov, je potrebna S&a@ozornost, saj je tudi v tem primeru mozno,
da je priSlo do HIT. Takrat je najpomembneje, d& Wrepoznamo in ukrepamo pred

pojavom sekundarne tromboze (30).

Pri kliniéni oceni verjetnosti za HIT nam je v najj@ poma tockovalnik 4T (angl.
thrombocytopeniaiming, trombosis, absence offer explanations). Tatkovalni sistem
so razvili z namenom zgodnjega odkrivanja HIT, upe& in seSteva pa Stiri glavne
kazalce klinkne oblike HIT: trombocitopenijo¢as pojava trombocitopenije po uporabi
heparina, prisotnost tromboze ali drugih zapletev ®dsotnost drugih razlogov za
trombocitopenijo (31). SeStevek 6 do 8kgomeni veliko verjetnost za nastanek HIT, 4
do 5 t@k srednjo, 0 do 3 ttk pa majhno verjetnost za HIT (Preglednica |). Tsesn je
Siroko uporaben v kligni praksi in ima zelo dobro negativno napovednalnost (32). Pri
nizkem rezultatu (0 do 3 &ke) lahko HIT izkljw&imo z veliko verjetnostjo (97 %) (16,33).



Preglednica I. Ocenjevanje verjetnosti za nastanelIT—to ¢kovalnik 4T (31)

Predtestna verjetnost
Tocke
. 2 1 0
Znadilnosti
> 50 % padec trombocito 30-50 % padec St. < 30 % padec ali
. " ali St. trombocitov < 20 x trombocitov ali St. St. trombocitov
Trombocitopenija 10°L trombocitov 10-19 x 19L <10 x 16/L
. 5-10 dni ali < ob >10dniali<1danop | <4dni(brez
Pojav L : L ; . predhodne
A B predhodni izpostavljenosti nedavni izpostavljenosti i00stavlienost
trombocitopenije heparinu (30 dni) heparinu (31-100 dni) | '#P2StaVl
heparinu)
nove tromboze, koZne | napredovanje ali ponovitve
Tromboza ali druge| nekroze, akutna sistemska tromboze, eritematozne . . .
o X - niso prisotni
; reakcija po intravenskem spremembe na koZi, suni
posledice ; . :
vbrizganju heparina na trombozo
Drugi vzroki za niso prisotni mozni prisotni
trombocitopenijo

Pred nekaj leti so razvili Se en sistem za Ehoi ocenitev verjetnosti HIT, in sicer
tockovalnik HEP (anglHIT ExpertProbability), ki temelji na mnenjih 26 strokovnjaksv
podraija diagnostike HIT (34). Tekovanje v sistemu HEP temelji na osmih dejavnikih,
so klinicno pomembni. VKljduje obseg padca Stevila trombocitov (v odstotkit)ggov
¢asovni interval po izpostavitvi heparinu, celotrtevio trombocitov, pojav tromboze,
kozne nekroze in akutne sistemske reakcije, kreavier prisotnost drugih vzrokov
trombocitopenije. Ugotovili so, da se z njegovimo§igvanjem zmanjSa uporaba

alternativnih zdravil (neposrednih zaviralcev trana) kar za 41 %. (32,34).

Postavitev diagnoze HIT je lahko precej zahtevagpimsajo hudi bolniki raztine dodatne

potencialne vzroke za nastanek trombocitopenijet kg polovica bolnikov s HIT ima
trombotne zaplete. Pri sumu na HIT je potrebno takoj gnatiez uporabo vseh vrst
heparina ter heparinsko obdelanih katetrov in prikov ter obvezno spremeniti
antikoagulantno zdravljenje. Alternativho zdrav|gempredstavljajo zdravila, ki inhibirajo
nastanek trombina. To so neposredni ali posredviratei trombina (6,35). Neposredni
zaviralci so npr. lepirudin, argatroban in bivatin, posredni zaviralci, ki zavirajo faktor
Xa, pa npr.danaparoid in fondaparinux (6,15). Alternativhailadgulantna terapija
pomeni tudi veje tveganje za komplikacije kot so krvavitve, zaéo prav@asna in

zanesljiva diagnostika zelo pomembna (20)¢iN& avtorjev priporda ukinitev terapije s



heparinom, ko je Stevilo zbranih¢tos tatkovalnikom 4T véje od 4 in ze ob dokazu
prisotnosti heparinsko odvisnih protiteles, Se preg opravljen potrditveni funkcijski test
(28,32).

1.4. LABORATORIJSKA DIAGNOSTIKA HIT

Diagnozo HIT postavljamo tako na podlagi kéimih podatkov, kot tudi rezultatov
razlicnih laboratorijskih preiskav. Laboratorijska diagtika HIT temelji na dveh vrstah
preiskav, ki se med seboj dopolnjujejo. Prve sole8ke, s katerimi potrdimo prisotnost
heparinsko odvisnih protiteles, druge pa funkcijsle katerimi ocenimo dejansko
sposobnost teh protiteles, da aktivirajo tromboté5,36) Znatilnosti obeh vrst preiskav

prikazuje Preglednica Il.

Preglednica Il. Znacgilnosti laboratorijskih preiskav pri sumu na HIT (2 0)

Laboratorijske preiskave Znacilnosti

e visoka olgutljivost, toda nizka specifhost,
vecinoma odkrivajo protitelesa razreda IgG, IgM,
ali IgA, vendar so le protitelesa IgG patoloSka

« viSje mejne vrednosti ogthe gostote (OD) pri test
ELISA pove&ajo speciftnost testa

» dolgotrajna izvedba

» hitri testi so Se v fazi preizkuSanj

Seroloske preiskave
(ELISA, hitri testi)

[

» visoka specifinost

e tehnino zahtevni testi, ki se izvajajo le v
specializiranih laboratorijih

» dolgotrajna izvedba

Funkcijske preiskave
(testiaktivacije
trombocitov)

Seroloske preiskave so aliljive, a premalo specifine in z njihovo pom&o ne moremo
lociti patoloskih protiteles od nepatoloskih (20). &dnjemc¢asu so na trzé& Ze dostopni
tako imenovani »hitri« imunski testi za dokazovangparinsko odvisnih protiteles, ki pa
jih Se preizkuSajo. Funkcijske preiskave imajo wiSpecifénost, vendar pa je njihova
izvedba zahtevnejSa in omejena le na specializiraberatorije (6). Tako rezultati
seroloskih kot funkcijskih preiskav postanejo pkajetednih ali mesecih negativni, saj
heparinsko odvisna protitelesa ponavadi po 4 megswisem izginejo iz krvnega obtoka
(14).



V zadnjih nekaj letih je prislo do velikih sprememé podrdju diagnostike HIT. Najvgi
klini¢ni problem ni vé neprepoznavanje, temveliagnosticiranje in zdravljenje HIT v
primerih, ko bolniki dejansko nimajo HIT, imajo pazitiven rezultat seroloSke preiskave
(24,37). \tasih postavijo diagnozo HIT pri vsakem bolniku szigenim rezultatom
encimsko-imunskega testa za d@loje HIT, ne da bi ob tem uposStevali nizko napoweedn
vrednost tega rezultata. Napake ob postavljanjgndize HIT so lahko naslednje:
naraanje preiskav v primerih, ko je diagnoza malo wege avtomatino nargilo
ponovnega presejalnega testiranja, in najpomemdnejEenartanje enega izmed
funkcijskih testov za potrditev HIT (38).

1.4.1. SEROLOSKE PREISKAVE ZA ODKRIVANJE HEPARINSKO

ODVISNIH PROTITELES
Seroloske preiskave za odkrivanje heparinsko odvigrotiteles so encimske (ELISA) in
aglutinacijske. Danes so dostopni komercialni testimetnim antigenom heparin/PF4, ki
jih je najlazje standardizirati, za njihovo izvedpa ne potrebujemo testnih trombocitov.
Poznamo ve vrst seroloskih preiskav: encimsko-imunske, katlgGAM ELISA in 1gG-
specifctna ELISA PF4 enhanced(GTI Diagnostics, Inc., Waukesha, WI, USA),
aglutinacijski test z mikrodelci v gelu PaGIA (Diaedh Cressier, Switzerland) in hitre
teste, kot je npr. lateralna imunodifuzija LFI-H(Milenia Biotec, Giessen, Germany)
(6,39-41).

1.4.1.1. Encimsko-imunski test s¢vrsto fazo (ELISA, angl. Enzyme Linked
Immunosorbent Assay)

S tem testom odkrivamo prisotnost protiteles pneparinu v serumu bolnika, pri katerem
klini¢na slika kaze sum na HIT. Z &igo testov ELISA odkrivamo protitelesa razredov
IgG, IgM in IgA, ¢eprav so le protitelesa IgG sposobna aktivacijmbracitov preko svojih
FcyRlla receptorjev. Z novejSimi komercialnimi testiLIEA tako dol@damo samo
protitelesa razreda IgG, vendar pa tudi vsa pteste IgG ne povzigo aktivacije

trombocitov (20).

V mikrotitrski vdolbinici je vezan kompleks PF4 fpgarinom ali polivinil sulfonatom
(PVS), ki je heparinu podobna polimerna molekuld. dddatku bolnikovega seruma se
heparinsko odvisna protitelesa vezejo na komplekd/PVS, nato pa jih potrdimo s

sekundarnimi protitelesi anti-lgG, -IgM in -IgA, o&enimi z encimom. Po dodatku



kromogenega substrata s spektrofotometrom izmerspemembo barve in rezultat
podamo v obliki izmerjene vrednosti apte gostote (OD). Za potrditev prisotnosti
heparinsko odvisnih protiteles vzporedno izvedeneo pdtrditveni test, pri katerem
testiranim vzorcem dodamo prebitek heparina inns kempetitivno inhibiramo njihovo
vezavo na kompleks heparin/PF4 (6,43). Rezultdh tgs pozitiven,ce je vrednost OD
vecja od 0,4 in inhibicija pozitivne reakcije pri vaoor s prebitkom heparina &a od 50 %,

Vv primerjavi s pozitivno reakcijo vzorca brez dodga heparina (15,42).

Slabost testa ELISA je, da zazna Ze nizek, &liainepomemben titer protiteles. Rezultat
je lahko pozitiven tudi pri bolnikih, ki klidgho nimajo HIT, kar je Se posebej pomembno
za kirurske bolnike. To so lazno pozitivni rezultaaj njihova protitelesa ne aktivirajo
trombocitov (20). Negativen rezultat izkiuje diagnozo HIT (40). Test ELISA je torej
zelo oltutljiv za dolaianje vseh razredov protiteles proti kompleksu hiefReF4, vendar
pa je slabo specifen (17). Obutljivost testa je 97-100 %, specifiost 46-86 % (43),
napovedna vrednost pozitivnih rezultatov pa ne gas90 % (4,6)Ce uporabimo test
ELISA, s katerim odkrivamo le protitelesa razred& | lahko na ta ri@n pove&amo njeno
specifinost (44). Za potrditev diagnoze pa je poleg tegfaepno izvesti Se funkcijski test
(19).

1.4.1.2. Aglutinacijski test z mikrodelci v gelu (PaGIA, and. Particle-Gel
Immunoassay)

PaGIA se uporablja kot presejalni test, s katerdtkriwamo prisotnost heparinsko odvisnih
protiteles in je hiter za izvedbo (30,45). V kolbrmgelom so naneSeni obarvani polimerni
delci, na katere so vezani antigenski kompleksiahaefPF4. Po dodatku preiskovanega
seruma se morebitno prisotna protitelesa vezejkongpleks heparin/PF4, polimerni delci
v gelu pa aglutinirajo. Po centrifugiranju rezudtadctitamo vizualno (46,47). Tako kot
ELISA, tudi aglutinacijski test ne prikaze spososin@rotiteles za aktivacijo trombocitov

(30). Kljub visoki negativni napovedni vrednosti g&ta test v praksi redkeje uporablja.

1.4.1.3. Lateralna imunodifuzijska metoda (LFI-HIT, angl. La teral-Flow
Immunoassay)

LFI-HIT spada med hitre teste. Temelji na princikapilarne reakcije, ki vzbudi tok
testiranega vzorca vzdolZ trdne faze (testni tralg.testno pla8co nanesemo bolnikov
serum in raztopino, ki vsebuje z ligandom (biotonaen humani PF4 v kompleksu s
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polianionom (PA). Med potovanjem po testnem trakmadeni kompleks PF4/PA veze
konjugat, ki ga predstavlja zlati nanodelec, prtekranti-ligandomCe so v bolnikovem
serumu prisotna protitelesa IgG, se vezZejo heottnom ozn&en kompleks PF4/PA. Sledi
mobilizacija zlatih nanodelcev s pripetimi anti-timskimi protitelesi, s katerimi se veZejo
na kompleks IgG-PF4/PA, ujet na imobilizirana kopjeotitelesa, fiksirana na umetni
membrani, ki specifno zadrzijo oziroma vezejo imunski kompleks z Ig&ozitivha
reakcija je vidna kot intenzivho obarvanata, kar lahko o&tamo vizualno ali
kvantitativno italcem.Ce protitelesa niso prisotna, &a ne pojavi. Prisotnost kontrolne
¢rte nam kaze, da je bil test pravilno izveden (4p,4Rezultati so na voljo ze po 30
minutah, metoda pa je zelo primerna za izktpy HIT. Prednost te metode je odkrivanje
samo potencialno trombogenih protiteles razreda, kg lahko zmanjSa Stevilo lazno
pozitivnih rezultatov in posle&ino prepoznavanje HIT v primerih, ko ta v resnici ni
prisotna (41). Po podatkih proizvajalca (DiagnastBtago) je okutljivost metode 100 %,
specifinost pa 93 % (48).

1.4.2. FUNKCIJSKE PREISKAVE ZA POTRDITEV S HEPARINOM

IZZVANE TROMBOCITOPENIJE
Funkcijske preiskave za potrditev HIT temeljijo mi@locanju sposobnosti protiteles
bolnika, da po vezavi na kompleks heparin/PF4 akiw in kasneje tudi agregirajo testne
trombocite (6,20). Te preiskave so zahtevnejSeeavdiaskih, trajajo dlje, za izvedbo pa
potrebujemo sveze testne trombocite zdravih datevalObstaja \e razlicic tovrstne
preiskave, ki se med seboj razlikujejo po vrstigpaetra, ki ga uporabimo za merjenje
aktivacije trombocitov. Poznani funkcijski testi: 4est spro&nja serotonina (SRA), test s
heparinom povzrgene agregacije trombocitov (HIPA) in déémje aktivacije trombocitov

s pret@no citometrijo (20,21).

1.4.2.1. Test sprofanja serotonina (SRA, angl. Serotonin Release Assay

Test spro&anja serotonina iz aktiviranih trombocitov je najsiSi funkcijski test. Temelji
na ozndevanju testnih trombocitov z radioaktivnitfC-serotoninom, ki jim nato
dodajamo bolnikovo plazmo in heparin v dveh kaih koncentracijahCe so v bolnikovi
plazmi prisotna heparinsko odvisna protitelesa, akdivirajo testne trombocite, kar
zaznavamo kot spr&dnje radioaktivnega serotonina v supernatant potoita, ki smo jim
dodali heparin v nizki koncentraciji. Spra®ni serotonin izmerimo s Stevcem

radioaktivnosti. Rezultat tega potrditvenega tgetgozitiven,ce se v vzorcih z nizko
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koncentracijo heparina sprosti vsaj 20 % serotomatakot v tistih s prebitkom heparina
(27,49,50). SRA velja v laboratorijski diagnostika »zlati standard«, saj so Studije

pokazale zelo visoko ujemanje njegovih rezultaté&lirs cno verjetnostjo za HIT (15,45).

Test SRA ima visoko spedaifiost (89-100 %) in dlutljivost (88-100 %), njegovi slabi
lastnosti pa sta dolgotrajnost in uporaba radieakti izotopov, kar zahteva zapletene
laboratorijske postopke in kontrolirano okolje @%). Lazno pozitivhe rezultate lahko
povzrai kontaminacija s trombinom ali prisotnost pro&®l ki aktivirajo trombocite,
vendar niso heparinsko odvisna (38). Zato moramimikmvo plazmo pred preiskavo

toplotno inaktivirati, da ugimo ostanke trombina, potencialnega aktivatorjantrocitov.

1.4.2.2. Tests heparinom povzrédene agregacije trombocitov (HIPA, angl.
Heparin Induced Platelet Aggregation)

Test HIPA temelji na oceni vidne agregacije tromtmycv mikrotitrski plogi. Trombocite
Stirih zdravih darovalcev posamezno inkubiramo mikovo plazmo in heparinom v
terapevtski koncentraciji ter s heparinom v prahitRaztopina je na 2atku motna, ker so
trombociti razprSeni v tekini in lomijo svetlobo. Med inkubacijo raztopino sa&mo z
magnetnim meSalom. Test je pozitivér, postane raztopina s terapevtsko koncentracijo
heparina prosojna pri vsaj dveh od Stirih vdolbisitrombociti darovalcev, medtem ko
ostane suspenzija v vdolbinicah s prebitkom hepamotna. Prosojnost je znak, da so se
trombociti aktivirali in agregirali, motnost pa pem, da so ostali neaktivirani in da prosto

lebdijo v suspenziji. Test ima podobnatabijivost in specifénost kot test SRA (6,9).

1.4.2.3. Dolo¢anje aktivacije trombocitov s pretaéno citometrijo

Pret@&na citometrija je otutljiva metoda za analiziranje rasiih celinih populacij na
osnovi njihovih morfoloSkih zr@nosti ter izrazanja spectinih molekul. Temelji na
vezavi specifinih ligandov (najpogosteje protiteles), ozeaih s fluorokromi, na
povrSinske ali znotrajceline molekule.

Pri funkcijski preiskavi za potrditev HIT testninrombocitom (trombociti zdravih
darovalcev) ob dodatku preiskovanega seruma dodeparin v terapevtski koncentraciji,
vzporedno pa Se heparin v prebitku. Testne trond@a inkubaciji ozn&mo s protitelesi

proti glikoproteinom, ki so zr@ni zanje (npr. anti-CD61). Na membranah aktiviran

trombocitov se spremeni izrazanje Stevilnih molelRdve&ata se npr. izrazanje fosfatidil
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serina ali pa P-selektina (CD62P) (20,51). Molek@®62P je protein iz druzine
selektinov, ki se pri neaktiviranih trombocitihaza na notranji strani membrargranul.
Ob aktivaciji pride do degranulacigggranul, pricemer se antigen CD62P izpostavi na
povrsSini trombocitov. 1zpostavljene antigene nargov trombocitnih membran ozéiano

s protitelesi anti-CD62P, na katere je vezan flhoym, jakost imunofluorescence pa
izmerimo s preténim citometrom (6,9,39). Rezultat testa je pozitivkadar je izrazenost
CD62P v vzorcih s terapevtsko koncentracijo hepavisaj za 50 % wga kot v tistih s
prebitkom heparina. Na tem principu temelji tesT Hiin-house«, ki ga obravhavamo v

nalogi.

Kot ozna&evalec aktiviranih trombocitov se pri testu HIT Aleamesto CD62P uporablja
rekombinantni fosfolipid aneksin V, ki je izrazem ha povrSinah aktiviranih trombocitov
(6,52). Aktivacija trombocitov je povezana s trahksicijo negativno nabitih fosfolipidov,
v glavnem fosfatidilserina, iz notranje na zunapjast membrane, kar vodi v tvorbo
prokoagulantne povrSine in je povezano z nastankamkrodelcev. lzrazanje
fosfatidilserina lahko doldmo s povéanjem vezave aneksina V, oZeaega s
fluorokromom, ki se pripenja na negativho nabitefdtipide. Poleg testiranega vzorca
moramo uporabiti tudi dve negativni kontroli. P& vsebuje heparinagsner izklju¢imo
neposredni vpliv plazme na trombocite in potrdimdvienost njihove aktivacije od
heparina. Druga pa vsebuje visoko (presezno) kdra@jo heparina, da zavre imunsko
odvisni mehanizem HIT in izklji mozZnost neposredne aktivacije trombocitov s [most
heparinom (nasenje vseh vezavnih mest PF4 za heparin). Pozitkambrolo predstavlja
vzorec, v katerem smo Ze ddéillo prisotnost heparinsko odvisnih protiteles (5Bo
podatkih iz literature je spedaifiost testa s pretao citometrijo 100 % in je primerljiva s
testoma SRA in HIPA, alutljivost pa je 95 % (53).

1.4.3. NOVI DIAGNOSTI CNI TESTI ZA ODKRIVANJE HIT

V novejsi literaturi zasledimo nekaj novih diagnoésih testov. Véina jih je Se v fazi
razvoja ali preizkuSanj, nekateri pa so Ze valiiia tudi komercialno dostopni. To so
predvsem hitri testi, saj je hitra in zanesljivastavitev diagnoze zelo pomembna. Poleg
seroloSke metode LFI-HIT so leta 2010 Legnani ind.s@vrednotili dva hitra,
avtomatizirana, semikvantitativna kemiluminiscenttesta za odkrivanje heparinsko
odvisnih protiteles razredov IgG, IgA in IgM. Testta pokazala visoko obtljivost in

zanesljivost za izkljgevanje diagnoze HIT (54).
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Funkcijski test, ki ga Se preizkusajo, je test ggoge trombocitov iz polne krvi WBIA
(whole blood impedance aggregometry). To je hiteeppst in avtomatiziran test, ki ga
izvajajo z analizatorjem za trombocite in temegi merjenju spremembe prevodnosti med
dvema paroma elektrod, ko se nanje vezejo aktivirambociti. Metoda ima primerljivo
obdutljivost s SRA (55,56).

Da bi izboljSali specifinost laboratorijskega testiranja za odkrivanje H®,razvili nove
diagnostine teste, kot sta inhibicijski test KKO-I ELISA tast DT40-luciferaza (57,58).
V inhibicijskem testu ELISA so uporabili miSja mddonska heparinsko odvisna
protitelesa KKO, ki so imunoglobulini razreda Ig& pri miSih povzreéijo tromboticno
stanje s trombocitopenijo, podobno HIT. ProtiteldsdO so uporabili za leevanje
potencialno patogenih heparinsko odvisnih protitebel nepatogenih (58). Test naj bi
uporabljali vkombinaciji s testom DT40-luciferaza, s katerim mmer celicno aktivacijo
zaradi heparinsko odvisnih protiteles z uporabacc@&T40 (pigarcji limfociti B),
transficiranih sloveskim FgRIla. Prednost te metode je, da namesto testnmbogitov
uporabljamo cetino linijo, ki jo lahko hranimo zamrznjeno in po pati uporabimo za

testiranje (57).

1.4.4. PRISTOP K TESTIRANJU ZA POTRDITEV DIAGNOZE HIT

Vecina pristopov k testiranju ob sumu na HIT izhaj&limi¢ne ocene verjetnosti za HIT
oziroma iz tékovalnika 4T. Ohiajno je prvo testiranje za odkrivanje heparinskeismh
protiteles seroloSka preiskava (ELISA). Negativeaultat testa ELISA v kombinaciji z
majhno ali zmerno predtestno verjetnostjo pokéwalniku 4T ima dobro negativno
napovedno vrednost, kar pomeni, da je verjetnosHida majhna. Bolnikom, ki imajo
pozitiven rezultat testa ELISA in le zmerne kiimé znake ter tistim z negativnim ali Sibko
pozitivnim rezultatom, pri katerih obstaja velikarjetnost za HIT, pa moramo oprauviti
tudi funkcijsko preiskavo.Primer diagnostnega pristopa sta predstavila Smock in
Rodgers, prikazuje pa ga Slika 4. Avtorja tega masgicnega algoritma pripotata
laboratorijsko testiranje samo pri srednji in veliinicni verjetnosti za HIT. Najprej
moramo torej opraviti seroloSko preiskavo, pri @npozitivnem rezultatu in ob srednji
verjetnosti pa sledi Se funkcijska preiskava. Pelikv verjetnosti za HIT svetujeta
funkcijsko preiskavo, tako v primeru pozitivnhegat kwegativhega rezultata seroloSke
preiskave (20).
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-kliniéna ocena verjetnosti za HIT|
-ponovna ocena klithega stanja
skozi proces testiranja
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testiranje pogostg ' .
ni potrebno Negativna- HIT je malo Negativna- izvedba
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dobro negativno funkcijske preiskave unkcijske preiskave
napovedno dlagnoza' HIT je zelo
vrednost verjetna

Slika 4. Diagnost&ni pristop ob sumu na HIT (20)

Avtorja Cuker in Cines pa sta izdelala dréga algoritem, kjer po oceni Kligne
verjetnosti in glede na rezultate seroloskih inkftijskih preiskav, doléimo verjetnost za
diagnozo HIT. V algoritem je vklieno tudi svetovanje glede oditve o zdravljenju s
heparinom. Funkcijsko preiskavo pripdaba pri pozitivnem rezultatu testa ELISA, in sicer
pri vrednostih OD vgih od 0,4 in veliki klingni verjetnosti za HIT. Pri Sibko pozitivnem
rezultatu testa ELISA (OD 0,4-0,99) in srednji kim verjetnosti diagnoza HIT ni
verjetna in zato ni potrebno izvedtinkcijske preiskave. Pri posameznem bolniku se
klini¢na verjetnost za HIT skoZas lahko spremeni, zato je potrebno ponovno prawerj
stanja tistih bolnikov, pri katerih obstajajo nejasti v diagnostiki, prav tako pa tudi

prilagajanje zdravljenja (24).

Stevilo bolnikov, ki imajo prisotna heparinsko osiva protitelesa dalepresega Stevilo
tistih, ki imajo klinicno izrazeno HIT, kar lahko prikazemo z modelom fexdgore (17)
(Slika 5). Model prikazuje zidnosti HIT v povezavi s preiskavami, ki jih upotgmo v
diagnostiki HIT. Heparinsko odvisna protitelesa pogjosteje odkrivamo s seroloSkim
testom ELISA. Trombocite aktivira le dalen delez teh protiteles, ki pa jih odkrijemo Sele
s funkcijskimi preiskavami. Rezultati so pozitivnbbema vrstama preiskav, kadar bolniki
dejansko imajo HIT (27).
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Slika 5. Model ledene gore v diagnostiki HIT (38)

Klini¢no izrazena HIT, ki vkljauje HIT s trombozo (HIT-T) ali brez nj@redstavlja vrh

ledene gore. Nad vodo je le 1/10 ledene gore, kememi, da je le priblizno 10 %

heparinsko odvisnih protiteles, ki jih odkrijemoari doloienem bolniku, sposobnih

aktivacije trombocitov. Pri odkrivanju teh protigsl so najv§ega pomena funkcijske

preiskave. Najvgi del ledene gore predstavlja subkéina HIT, pri kateri so prisotha

heparinsko odvisna protitelesa, drugih Kimh znakov pa ni. Ta protitelesa odkrivamo z
visoko olgutljivimi testi kot so SRA, HIPA, IgG-spectina ELISA in IgGAM ELISA.
Med njimi imata najvisjo diagnosto speciftnost funkcijska testa SRA in HIPA, najnizjo

pa IgGAM ELISA. ViSja vrednost OD pri testu ELISAmeni tudi véjo verjetnost za

pozitiven rezultat funkcijskega testa SRA ali HIF38).
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2. NAMEN DELA

S heparinom izzvana trombocitopenija je neZelea&adi@, ki je povezana z zdravljenjem
s heparinom. Stanje je lahko Zivljenje ogroZejo zato je pomembna prasasna
postavitev diagnoze, kar pa ni enostavno. Strolakrnjopisujejo razline modele
diagnosticiranja HIT, prav tako pa v literaturi leBmo uporabo razinih kombinacij
laboratorijskih preiskav. Ne glede na to, séina avtorjev strinja, da seroloSke preiskave
za odkrivanje heparinsko odvisnih protiteles nisvalj speciftne in zato priporéajo, da

v laboratorijsko diagnostiko HIT vklfiimo enega izmed funkcijskih testov za potrditev
HIT.

Namen naloge je preizkusiti in primerjati dva r&zé funkcijska testa za potrditev HIT.
Oba se izvajata s preé&tam citometrom. Prvi je test HIT »in-house, s kiateanaliziramo
izrazanje P-selektina na povrSini aktiviranih trawitov, pri drugem pa uporabljamo
komercialni sestav HIT Alel¥, ki temelji na doléanju izrazenosti fosfatidilserina na
aktiviranih trombocitih. Rezultate bomo primerjaliizmerjenimi vrednostmi OD testa
IgG-speciftna ELISA. Na podlagi rezultatov in pregleda novegskovne literature

bomo po potrebi spremenili Ze ustaljene postopKeltzaratorijsko testiranje HIT.
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3. MATERIALI'IN METODE

3.1. PREISKOVANA SKUPINA BOLNIKQOV

V raziskavo smo VkIjeili 47 bolnikov s sumom na HIT. Od teh je bilo 2Bngk in 22
moskih, v starosti od 33 do 85 let. Povjma starost bolnikov je bila 66 let. Vzorci njihove
krvi so bili odvzeti na raztnih klinikah oziroma oddelkih (Preglednica Il1Bri bolnikih

tockovalnika 4T nismo upostevali, ker ga na klinikapraksi zal véinoma ne uporabljajo.

Preglednica lll. Klinike in oddelki ter Stevilo preiskovanih bolnikov

Klinika-oddelek Stevilo bolnikov

UKC Ljubljana, Interna klinika, KO za Zilne bolezni 6
UKC Ljubljana, Interna klinika, Center za bolezriain
oZilja

UKC Ljubljana, Interna klinika, KO za intenzivnat@rno
medicino

UKC Ljubljana, Klinika za kirurgijo srca in oZilja
Onkoloski institut

UKC Ljubljana, Klinika za infekcijske bolezni in
vrocinska stanja

Splo3na bolnidnica Celje
UKC Maribor, Oddelek za kardiologijo 2
UKC Maribor, Klinika za kirurgijo, Oddelek za

W w | P O

anesteziologijo 2

SploSna bolniSnica Celje, Oddelek za kardiologijo 2

UKC Maribor, Oddelek za interno intenzivno terapijo

UKC Maribor

UKC Ljubljana, Nefroloska klinika 1

Splo3na bolnidnica Celje, Oddelek za intenzivnerimt 1

medicino

UKC Ljubljana, TravmatoloSka klinika 1

Splosna bolniSnica Slovenj Gradec, Enota za intemozi 1

interno medicino

Splo3na bolniSnica Novo Mesto, Interni oddelek 1

BolniSnica Golnik 1

(SEpIc')é'na bolnisnica Franca Derganca, Sempeter pii No 1
orici
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3.2. POTEK DELA

Preiskave smo izvedli s 50 serumskimi vzorci 47nlkmv. Najprej smo v okviru
rutinskega testiranja v Laboratoriju za trombocitmgranulocitne preiskave Zavoda RS za
transfuzijsko medicino izvedli presejalno testierg kvalitativnim encimsko-imunskim
testom IgG-speciéna ELISA PF4 enhanced (GTI Diagnostics, Inc., Wabke WI, USA),
po navodilu proizvajalca. Test je bil pozitivete je bila izmerjena vrednost OD 0,4 ali
vec. Znotraj tega testiranja smo hkrati vedno izvedtli potrditveni test s prebitkom
heparina (5000 i.e./mL). Inhibicija pozitivhe reg&z dodanim heparinom v obsegu 50 %

ali vet je pomenila potrditev prisotnosti heparinsko odihgprotiteles.

Z vsemi 50 vzorci smo s preétwo citometrijo najprej izvedli funkcijski test HIbin-
house«, ki se uporablja za rutinsko diagnostiko kiJe v pom@ zdravnikom na kliniki
pri postavitvi diagnoze. Ostanke vzorcev smo poawdnih preiskavah zamrznili in
shranili pri -20°C. Nato smo jih odmrznili in izvé8e funkcijski test z novim reagémm
sestavom HIT Alef Kit (IQ Products, Groningen, The Netherlands).oBat postopek
od odvzema vzorcev bolnikom do njihovega zbiraazzedbo testa HIT Alert prikazuje
Slika 6.
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Odvzem vzorcev krvi v epruvete
brez antikoagulanta

l

lo¢evanje seruma od eritrocitov

[ Priprava vzorcev: centrifugiranje in ]

presejalno
testiranje: IgG
specifiéna ELISA

( pozitiven rezultat ) ( negativen rezultat )

funkcijski test HIT
"in-house"

Y

C pozitiven rezultat ) C negativen rezultat )

[ zamrznitev vzorcev pri -20°C ]

Slika 6. Opravljene preiskave in pridobitev vzorcevza test HIT Alert
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3.3. DOLOCANJE AKTIVACIJE TROMBOCITOV S PRETOCNO
CITOMETRIJO

3.3.1. FUNKCIJSKI TEST HIT »IN-HOUSE«
3.3.1.1. Princip testa

Funkcijski test HIT »in-house« temelji na dédmju sposobnosti bolnikovih protiteles, da
po vezavi na kompleks heparin/PF4 aktivirajo testrambocite (trombociti zdravih
darovalcev). Te po inkubaciji z bolnikovim serumoozna&imo s protitelesi proti
glikoproteinu llla (CD61), ki ga izrazajo vsi tromditi ter s protitelesi proti P-selektinu
(CD62P), ki ga izrazajo le aktivirani trombociti )(6Delez aktiviranih trombocitov
dolacimo na podlagi degranulacipegranul, ki povzréi izrazanje P-selektina na njihovih
membranah, izmerimo pa ga z neposredno dvobarvoodffuorescenco na préteem
citometru. Za potrditev, da gre v resnici za oddrgma izzvano aktivacijo trombocitov,
izvedemo Se vzporedni test, v katerem s prebitka@pahna v reakciji prepéemo
aktivacijo trombocitov (5).

Delo je potekalo v naslednjih stopnjah:
e priprava vzorcev in reagentov
* pipetiranje na mikrotitrsko plés
* inkubacija
» dodatek protiteles (oztavanje trombocitov)
* inkubacija

e analiza s prettmim citometrom

3.3.1.2. Reagenti in materiali

Reagenti:
* s trombociti bogata plazma (PRP) iz vzorcev polne &tirih zdravih darovalcev s

krvno skupino 0, odvzetih v epruvete z natrijeviitnatom
» fosfatni pufer (PBS), pH: 7,2-7,4
» raztopina heparina za injekcije 25000 i.e./5mL (B06./mL), Krka
* raztopina heparina 1 : 1000; 1uL heparina (5000mle v 999 pL PBS
» cloveSka monoklonska protitelesa anti-CD61, @éema s fluoresc&mim barvilom

fluorescein izotiocianat (FITC) (Becton Dickinson)
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cloveSka monoklonska protitelesa anti-CD62P, o6ena s fluoresc&nim
barvilom fikoeritrin (PE) (Becton Dickinson)

1 % raztopina paraformaldehida (PFA)

Materiali in aparature:

mikrotitrske ploge (96 vdolbinic, ravno dno)
samolepilna folija

centrifuga za epruvete

Pasteurjeve pipete

epruvete PVC, velikosti 12 x 75 mm

epruvete za pretoi citometer (5 mL, Falcon, Becton Dickinson)
nastavljive pipete z ustreznimi nastavki

lateks rokavice za enkratno uporabo

posoda za infektivhe odpadke

pretani citometer FACSCalibdM (Becton Dickinson)
racunalniski program CellQuest Pro

tiskalnik

hladilnik in zamrzovalnik

3.3.1.3. Vzorci

Vzorce krvi bolnikov smo odvzeli v epruvete brezilamagulanta,primerni pa so tudi

vzorci, odvzeti z antikoagulantom natrijevim citat. Funkcijski test smo izvedli s

serumskimi vzorci. Z vsemi vzorci in reagenti snavrali kot s potencialno kuznim

materialom.

3.3.1.4. Postopek izvedbe funkcijskega testa HIT »in-house«

Priprava reagentov

Vse vzorce in reagente smo pred uporabo ogreliobacstemperaturo. Epruvete s krvjo

darovalcev trombocitov smo ozfilaz A, B, C in D in jih centrifugirali 5 minut pr100g.

Zgornjo plast suspenzije brez eritrocitov (PRPstrietrombociti) smo odpipetirali v nove,

enako oznéne epruvete.
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Reagente shranjujemo pri temperaturi od 2 do 8&stni trombociti so uporabni do 24 ur,
shranjujemo pa jih pri sobni temperaturi (22-25°C).

Postopek

Skladno s pripravljenim gaom smo ozndli vdolbinice na mikrotitrski plo& po
pripravlienem né&tu in vanje odpipetirali testne trombocite, hepan bolnikov serum,
kot to prikazuje Preglednica IV. Za vsak vzorecr@otijemo 24 vdolbinic na mikrotitrski

plo&i (8 za bolnika, 8 za pozitivho in 8 za negativiomtcolo).

Preglednica IV. Reagenti in njihove koléine, potrebne za izvedbo funkcijskega testa

HIT »in-house«

TEST AKTIVACIJE TEST INHIBICIJE

1. 13,4 pL trombocito\A + 1,6 pL heparina 5 13,4 pL trombocitoA + 1,6 puL heparina
(iz R 1:1000) + 25 pL seruma (iz R5000i.e./mL) + 25 pL seruma

3. 13,4 pL trombocitoB + 1,6 pL heparina 4 13,4 pL trombocitoB + 1,6 pL heparina
(iz R 1:1000) + 25 pL seruma (izR5000i.e./mL) + 25 uL seruma

5. 13,4 pL trombocitoxC + 1,6 pL heparina 6. 13,4 pL trombocito\C + 1,6 puL heparina
(iz R 1:1000) + 25 pL seruma (iz R5000i.e./mL) + 25 pL seruma

v 13,4 pL trombocitoD + 1,6 pL heparina 8 13,4 pL trombocitod + 1,6 pL heparina
(iz R 1:1000) + 25 pL seruma (izR5000i.e./mL) + 25 uL seruma

Za pozitivno kontrolo smo uporabili serum bolnik&lmi¢no potrjeno HIT, za negativno
kontrolo pa serum zdravega darovalca. Obe kongrob pripravili po istem postopku kot
testirane vzorce bolnikov. Vzorce v mikrotitrskogli smo premesali z rahlim nagibanjem
in plo¥o nato pokrili s samolepilno folijo. Mikrotitrskol@gsco z vzorci smo inkubirali 60
minut pri sobni temperaturi (22-25°C). Po inkubiacgmo trombocite ozrdi s
specifénimi protitelesi:
e Po 10 pL vzorca iz vsake vdolbinice smo prenesiznaeno epruveto za pretoi
citometer.
* V vsako epruveto smo dodali po 5 pL protiteles-@id61 in 5 pL protiteles anti-
CDe62.
* Epruvete smo inkubirali 20 minut pri sobni tempergatv temi.

* Vvsako epruveto smo dodali po 300 pL raztopinajoamaldehida (PFA).
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Vzorce smo analizirali s pretoim citometrom.

I nterpretacija rezultatov

Rezultat funkcijskega testa je pozitiven, kadarbjiek heparina v vzorcu zmanjSa
aktivacijo vsaj za 50 % (test inhibicije) v vsajaiivod Stirih uporabljenih vzorcev testnih
trombocitov.Delez aktiviranih trombocitov (CD62P pozitivnih) @@dmo iz tadkovnega
diagrama glede na vse trombocite (populacija CD61itinih trombocitov). Znélne

primere prikazuje Slika 8.

3.3.2. FUNKCIJSKI TEST HIT ALERT
3.3.2.1. Princip testa

HIT Alert™ je komercialni test za odkrivanje spetifin protiteles proti heparinskim
kompleksom, ki so sposobni aktivacije trombocitoMahko povzréijo HIT. Za njegovo
izvedbo uporabimo PRP zdravega darovalca, ki jabimamo z bolnikovim serumom v
prisotnosti oziroma odsotnosti heparina. Vzorec ubikamo s protitelesi proti
trombocitom, ozn&nimi s PE in proti ozri@valcem aktivacije trombocitov (aneksin V),
oznaenimi s FITC. Aneksin V se veze na fosfatidilsaraaktiviranih trombocitinCe so
prisotna heparinsko odvisna protitelesa, prideldivacije testnih trombocitov. Intenziteto

fluorescence izmerimo s prétom citometrom (59).

Vzorce smo pripravili in analizirali po navodilirgizvajalca (IQ Products). Hkrati smo
odmrznili po 3 do 4 vzorce, delo pa je potekale¥ stopnjah:

* odmrznitev vzorcev

» priprava PRP, reagentov in materiala

* pipetiranje vzorcev in reagentov na mikrotitrskogb

* inkubacija

» dodatek protiteles (oztavanje trombocitov)

* inkubacija

e analiza s pretmim citometrom

3.3.2.2. Reagenti in materiali
* s trombociti bogata plazma (PRP)

« reage#ni sestav HIT Alert, ki vsebuje naslednje reagente (Preglednica V)
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Preglednica V. Reagenti, ki jih vsebuje reagdimi sestav HIT Alert™

Reagent A pufer 5mL
Reagent B heparin (fizioloSka koncentracija) 150 pL
Reagent C aktivator trombocitov (Ca ionofor) 1 atapu
Reagent D pufer za barvanje 20 mL

Reagent E| ozravalec trombocitov: protitelesa anti-CD61 200 pL

ozn&evalec aktiviranih trombocitov: protitelesa

RIFEEEL S anti-aneksin V

200 pL

Reagent G heparin (1000 enot/mL) 150 pL

Poleg reagamega sestava smo uporabili Se naslednji materegamature:
* epruveta z antikoagulantom (natrijev citrat)
e epruvete PVC, velikosti 12 x 75 mm
e Pasteurjeve pipete
» centrifuga
* 96 % etanol
* nastavljive pipete z ustreznimi nastavki
* mikrotitrske ploge
* samolepilna folija
» stresalec za mikrotitrske phkas
e epruvete, primerne za préto citometer, 5 mL
« pretani citometer FACSCalibdlM (Becton Dickinson)
» ratunalniski program CellQuest Pro (Becton Dickinson)
» tiskalnik

¢ hladilnik in zamrzovalnik

3.3.2.3. Vzorci

Za preiskavo z reageénim sestavom HIT Aleft! so primerni vzorci venske krvi, odvzeti
v epruveto brez antikoagulanta ali zamrznjeni vzaeruma, ki jih pred uporabo
odmrznemo in centrifugiramo, da odstranimo agreg@te obdelave lahko serumske
vzorce hranimo pri sobni temperaturi do 12 ur. ZsttHIT Alert smo uporabili

odmrznjene vzorce seruma.
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3.3.2.4. Postopek izvedbe funkcijskega testa HIT Alert

Priprava reagentov

Reagenini sestav smo pred uporabo vzeli iz hladilnikaustgi, da so se reagenti ogreli na
sobno temperaturo. Neodprti reagenti so uporabniodo&enega datuma uporabe.
Shranjujemo jih pri temperaturi od 2 do 8°C.

Reagent C, ki ga potrebujemo za pozitivnho kontrstap raztopili v 200 pL 96 % etanola
in vsebino epruvete dobro premesali. Po 20 mins&je reagent popolnoma raztopil. Del

te raztopine smo takoj uporabili za testiranjeansk pa zamrznili pri -20°C.

PRP smo pripravili iz vzorca venske krvi darovaddarvno skupino 0, odvzete v epruveto
z antikoagulantom natrijevim citratom. Epruveto smmarahlo premesSali in nato
centrifugirali 5 minut pri 100g z nizkim pospeSejan in brez zavore. PRP smo

odpipetirali v novo, prazno epruveto.

Postopek

Najprej smo odmrznili po 3 ali 4 vzorce serumovnikadyv. Za vsak vzorec smo uporabili
po 5 vdolbinic na mikrotitrski plas

I: vzorec PRP s heparinom; za prikaz spontane akgvestnih trombocitov zaradi
odvzema krvi in rokovanja z vzorcem,

Il vzorec PRP s Ca-ionoforom; za prikaz aktivirandmtbocitov,

[I: vzorec PRP z bolnikovim serumom; za prikaz od hepaneodvisne aktivacije
trombocitov,

IV: vzorec PRP z bolnikovim serumom in fizioloSko kentacijo heparina; s tem
testom prikazemo aktivirane trombocite zaradi pgniesti kompleksov heparin/PF4, ki
vezejo heparinsko odvisna protitelesa,

V. vzorec PRP z bolnikovim serumom in prebitkom he@ar(1000 enot/mL); za
prikaz zmanjSanega deleza aktiviranih trombocitoyprimeru pozitivnega rezultata v

vzorcu V.
1. PIPETIRANJE VZORCEV IN REAGENTOV

V vdolbinice mikrotitrske plo& smo odpipetirali vzorce in reagente skladno&tam za

pipetiranje (Preglednica VI). Vzorce za analizo ssro&:ili s Stevilkami od | do V.
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Preglednica VI. N&rt za pipetiranje vzorcev in reagentov za test HITAlert

Vzor<_:i za | Reagent PRP Vzo_rec Reagent| Reagent | Reagent
analizo: A bolnika B G C
I 35uL | 10pL - 5uL - -
Il 35uL | 10pL - - - 5uL
i 30puL | 10pL | 10pL - - -
v 25 uL 10 pL 10 pL 5uL - -
\% 25 uL 10 pL 10 pL - 5uL -

Mikrotitrsko plogo z ustreznimi kotiinami vzorcev in reagentov smo eno uro inkubirali

na stresalcu pri sobni temperaturi (20-25°C).
2. OZNACEVANJE TROMBOCITOV

Za vsak vzorec smo si pripravili po 5 epruvet, mimh za preténi citometer in jih
ozn&ili z oznakami I, I, lll, IV in V. Vanje smo dodafreagente D, E in F, tako kot

prikazuje Preglednica VII.

Preglednica VII. Naért za pipetiranje vzorcev in reagentov za oznéevanje

trombocitov s protitelesi

Epruveta | Vzorci za analizo (5 puL)| ReagentD | ReagentE | Reagent F
| | 35 L 5uL 5uL
I I 35 L 5uL 5uL
1l 1l 35 L 5pL 5pL
\Y \Y; 35 L 5pL 5pL
V \Y 35 L 5L 5L

Epruvete smo inkubirali 15 minut v temi pri sobeiperaturi. Po preteku inkubacije smo
v vsako epruveto dodali po 400 pL reagenta IXjnser smo trombocite pripravili za

vrednotenje s pretoim citometrom.
3. ANALIZA SPRETOCNIM CITOMETROM

Pred préetkom analize smo morali najprej umeriti pggtio citometer. Za dokitev

obmaija merjenja smo sledili navodilom proizvajalca. &aeter sprednjega sipanja
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svetlobe (Forward Scatter-FSC), ki meri sipanje mes laserskega zarka, poda
informacijo o velikosti trombocitov. Parameter sigskega sipanja svetlobe (Side Scatter-
SSC), ki meri sipanje svetlobe v pravokotni sméeidg na laserski Zarek, pa nam daje
informacijo o granuliranosti trombocitov. Na¢kmvnem diagramu FSC/SSC tako lahko

vidimo razliéne populacije trombocitov glede na njihovo velikastgranuliranost (Slika
7).
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Slika 7. To¢kovni diagrami populacije trombocitov

Naredili smo tri tékovne diagrame: FSC/SSC z logaritemsko skalo Zaptirombocitov,
PE/SSC za prikaz trombocitov, ozeaih s protitelesi anti-CD61PE inctamvni diagram
FITC/PE za prikaz aktiviranih trombocitov. dlovni diagram A prikazuje trombocite
glede na njihovo velikost in granuliranost.ckovni diagram B predstavlja populacijo vseh
trombocitov, ki so ozngeni s protitelesi proti CD61 in obarvani s PE (R2 tatkovnem
diagramu C pa je prikazana populacija aktiviramgnibocitov, ki so ozngeni z obema

vrstama protiteles, anti-CD61PE in anti-aneksinlVG:

Epruvete z vzorci smo namestili v pr&o citometer in izvedli meritve s porjo
programa CellQuest Pro. Rezultate smo vrednotiliosaovi t@kovnih diagramov, ki
prikazujejo aktivirane trombocite v zgornjem desn&wadrantu. Odstotek aktiviranih
trombocitov smo izrazili kot odstotek od celotngoplacije trombocitov. Za vsak vzorec

bolnika smo izvedli po 5 meritev (vzorci, ozeai od | do V).
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I nterpretacija rezultatov

Vzorec I: Vseboval naj bi manj kot 1 % aktiviranih trombaeit V kolikor je odstotek

vi§ji od 5 %, moramo analizo ponoviti.

Vzorec Il: Vzorec vsebuje Ca-ionofor, zato je v njem¢vieot 80 % trombocitov

aktiviranih (Slika 7, tékovna diagrama B in C).

Vzorci lll, IV in V:  Odstotek aktiviranih trombocitov édamo iz ta¢kovnih diagramov in
jih interpretiramo, kot to prikazuje PreglednicallVVzorec IV (PRP s heparinom in
bolnikovim serumom) mora imeti delez aktiviranilbrirbocitov veji ali enak 8 %, da je
rezultat testa pozitiverCe je odstotek aktiviranih testnih trombocitov vegetah 1l in V
manjSi od 5 %, je rezultat negativen in bolnik nikiE. Kadar pa je odstotedktiviranih
testnih trombocitov v vzorcih Il in \& 50 % aktiviranih trombocitov v vzorcu IV, je

rezultat pozitiven in bolnik najverjetneje ima H(39,60).

Preglednica VIII. Znagéilni pozitivni in negativni rezultati testa HIT Ale rt

vzorec | Negativen rezultat, HIT ni | Pozitiven rezultat, HIT je zelo

prisotna verjetna
I <5% <5%
Il 80-100 % 80-100 %
m <50 manj kot polovéna vrednost

aktivacije v vzorcu IV
v <8% >8%

manj kot polovtna vrednost
aktivacije v vzorcu IV

\% <5%

Pri vrednotenju rezultatov obstajajo naslednjenige

1. Bolnikov vzorec lahko Ze vsebuje komplekse hepasnarotitelesi, ki so v
njegovem krvnem obtoku. Delez aktiviranih tromboeite veji ali enak 8 %,
vendar ni znélne razlike med vzorcema Il in IV. V vzorcu V zasamo znéilno
nizji delez aktiviranih trombocitov (polovica alianj kot v vzorcu V). Aktivacija
trombocitov je v tem primeru odvisna od heparirek, tezultat pa je zkden za
HIT.

2. Aktivacija ni odvisna od heparina: odstotek akawiih trombocitov v vzorcu IV je
>8 %, vendar med vzorci lll, IV in V ni zgdnih razlik. Dodatek fizioloskih al

29



visokih koncentracij heparina ne vpliva na odsto@kiviranih trombocitov;
njihova aktivacija torej ni odvisna od heparinajenponavadi enaka v vseh treh
vzorcih.

Omegjitvetesta HI T Alert

Oseba, ki analizira vzorce s pr&tam citometrom, mora biti za to usposobljena in
mora znati interpretirati rezultate.

Pret@ni citometer mora biti redno vzdrzevan in kalibnira

Test lahko da lazno pozitivne rezultate,uporabimo PRP darovalca krvne skupine
A, B ali AB, in sicer zaradi prisotnosti antigenAwziroma B na trombocitih.
Hemoliti¢ni, iktericni, lipemicni ali bakterijsko onesnazeni vzorci lahko dajo
nap&ne rezultate.

Nezanesljive rezultate lahko dobimo pri bolnikihi iknajo prisotne hladne

aglutinine ali avtoprotitelesa.
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4. REZULTATI

Pri 47 bolnikih s sumom na HIT smo ugotavljali ptisost heparinsko odvisnih protiteles
v 50 serumskih vzorcih in daldi njihovo sposobnost aktivacije testnih tromboeit Za
vse vzorce smo pridobili tudi rezultate seroloSkesgda ELISA PF4 Enhanced, ki so jo kot
del rutinskega testiranja izvedli v Laboratoriju zambocitno in granulocitno serologijo
Zavoda RS za transfuzijsko medicino. Rezultatiduasti OD) so zbrani v Preglednici IX.
Ta prikazuje tudi izsledke potrditvenega testagjenega vzporedno z dodatkom prebitka

heparina.

Preglednica IX. Rezultati seroloSkega testa IgG-spdiéna ELISA

WARITEE B (test bre(z)lkjleparina) (test s prebi(t)kgm heparina) Rezullat
1 0,47 0,06 +
2 0,07 0,06 -
3 0,88 0,40 +
4 1,55 0,35 +
5 3,19 0,05 +
6 2,13 0,06 +
7 0,40 0,24 +
8 1,44 0,10 +
9 0,96 0,17 +
10 1,73 0,05 +
11 0,58 0,08 +
12 1,35 0,08 +
13 0,88 0,08 +
14 0,60 0,09 +
15 0,56 0,04 +
16 2,39 0,08 +
17 0,04 0,04 -
18 0,13 0,11 -
19 0,08 0,08 -
20 1,19 0,08 +
21 1,19 0,06 +
22 0,44 0,08 +
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23 0,42 0,06 +
24 1,01 0,11 +
25 1,40 0,08 +
26 0,48 0,05 +
27 2,84 0,06 +
28 0,60 0,11 +
29 0,40 0,05 +
30 1,42 0,06 +
31 2,10 0,06 +
32 2,13 0,08 +
33 1,34 0,14 +
34 0,06 0,06 -
35 0,06 0,05 -
36 2,35 0,14 +
37 0,05 0,05 -
38 2,73 0,04 +
39 2,96 0,05 +
40 0,06 0,05 -
41 2,85 0,07 +
42 1,99 0,07 +
43 0,86 0,24 +
44 0,95 0,10 +
45 2,40 0,16 +
46 0,50 0,05 +
47 1,07 0,09 +
48 2,33 0,08 +
49 3,14 0,17 +
50 0,53 0,11 +

Nato smo z vsemi 50 serumskimi vzorci bolnikov efrase funkcijska testa HIT »in
house« in HIT Alert. Rezultate obeh testov smosmdti v obliki histogramov oziroma
tockovnih diagramov, ki smo jih izdelali s programorellQuest Pro. Slika 8 prikazuje
histograme z zr@nimi negativnimi in pozitivnimi rezultati funkcgkega testa HIT »in
house«, Slika 9 pa prikazujectmvne diagrame z zgdnimi negativnimi in pozitivnimi

rezultati funkcijskega testa HIT Alert.
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Slika 8. Prikaz populacij aktiviranih trombocitov (test HIT »in-house«)
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HistogramaA in B prikazujeta zndlen negativen rezultat testa HIT »in-house«. Na

histogramuA je prikazan delez aktiviranih trombocitov, ki senaieni s protitelesi anti-
CD62 PE in znaSa 3,46 %, na histograBipa delez 1,07 % aktiviranih trombocitov v

prisotnosti seruma s prebitkom hepariDalez aktiviranih trombocitov s serumom, ki ga

uporabljamo kot negativno kontrolo, ob dodatku odkaenizke in visoke koncentracije

heparinane sme biti vgi od 10 %.

Na histogramihC in D je prikazan zné&len pozitiven rezultat testa HIT »in-house«.

Aktivirani trombociti so oznéeni s protitelesi anti-CD62 PE. Histogrdinprikazuje delez

aktiviranih trombocitov, ki je 45,90 %, na histograD pa je njihov delez man;jsi, in sicer

3,73, kar pomeni, da je v prisotnosti prebitka me@aprisio do inhibicije, kar potrjuje

pozitiven rezultat testa (Slika 8).
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Slika 9. Prikaz populacij aktiviranih trombocitov (test HIT Alert)

Tockovna diagramaA in B predstavljata tigien negativen rezultat testa HIT Alert.

Trombociti so ozn&ni s protitelesi anti-CD61 PE in aneksin V FITCd&snem zgornjem

kvadrantu toékovnega diagrama so prikazani aktivirani trombociti (1,52 % vseh

trombocitov), tékovni diagramB prikazuje inhibicijo zaradi prebitka heparina @ %).

Tockovna diagram&C in D prikazujeta pozitiven rezultat testa HIT Alert. i&kovnem

diagramuC je prikazan delez aktiviranih trombocitov (45,19, %ackovni diagramD pa

prikazuje zmanjSan delez aktiviranih trombocitov4@ %), ker je priSlo do inhibicije

reakcije zaradi dodatka prebitka heparina (Slika 9)
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Rezultate, ki smo jih dobili na podlagi testirarj@ vzorcev s seroloSkim testom IgG-
specifcna ELISA in dvema funkcijskima testoma, smo zbralPreglednici X in jih
ozna&ili z znakoma + in - . 42 rezultatov je bilo pogiiih s testom ELISA, od teh je bilo
24 pozitivnih s testom HIT “in house”, 19 pa s tastHIT Alert. V 5 primerih (10 %) se
rezultati funkcijskih testov niso ujemali (osema polja v Preglednici X)saj so bili
pozitivni s testom HIT »in-house« in negativni steen HIT Alert. Rezultate testa HIT

Alert prikazujemo v Prilogi.

Preglednica X. Primerjava rezultatov seroloSkega ta IgG-specifina ELISA z
rezultati funkcijskih testov HIT “in house” in HIT Alert

Vzorec &t. Rezu[tgti testa Rezgltati testa | Rezultati testa
IgG-specifitna ELISA | HIT "in house” HIT Alert

1 + + +
2 - - -
3 + + -

4 + + +
5 + + +
6 + + +
7 + - -
8 + - -
9 + - -
10 + + +
11 + - -
12 + - -
13 + - -
14 + + +
15 + - -
16 + + +
17 - - -
18 - - -
19 - - -
20 + - -
21 + i -

22 + + +
23 + - -
24 + - -

25 + + +
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Rezultate izvedenih testov smo ovrednotili s patanket so diagnostna olgutljivost in

specifenost ter pozitivna in negativna napovedna vrednost.

Diagnosticna ob¢utljivost (O): Diagnosténa olgutljivost preiskave je njena
sposobnost, da odkrije bolnike z di@oo boleznijo, torej da prikaze odstotek bolnih

s patoloskim rezultatom preiskave.

O =PP/PP + LN
PP: Stevilo pravilno pozitivnih rezultatov

LN: Stevilo lazno negativnih rezultatov
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Diagnosticna specifénost (S): S tem parametrom merimo sposobnost preiskave, da
izlo¢i preiskovance brez dalene bolezni. Prikaze nam odstotek zdravih z

normalnim rezultatom preiskave.

S =PN/PN + LP
PN: Stevilo pravilno negativnih rezultatov

LP: Stevilo lazno pozitivnih rezultatov

Pozitivna napovedna vrednost (PNV): predstavlja delez pravilnih oziroma

dejanskih patoloskih rezultatov med vsemi patolm$kezultati
PNV = PP/PP + LP

Negativnha napovedna vrednost(NNV): predstavlja delez pravilnih oziroma

dejanskih normalnih rezultatov med vsemi normalmezultati
NNV = PN/PN + LN

V nasi nalogi smo primerjali @hbtljivost in specifénost testa HIT Alert z Ze uvedenim
testom HIT »in-house«. Ker nismo imeli podatkovadelzni (klinicno izrazena HIT), smo

kot referenco uposStevali rezultate testa HIT »indes« ter predpostavili, da so pravilno
pozitivni rezultati (PP) tisti, ki so pozitivni zobema metodama, lazno pozitivni (LP) tisti,
ki so pozitivni s testom HIT Alert in negativni astom HIT »in-house«, lazno negativni
(LN) tisti negativni s testom HIT Alert in pozitivis testom HIT »in-house« ter pravilno
negativni (PN) tisti, ki so negativni z obema testo Stevilo posameznih vrst tako

opredeljenih rezultatov prikazuje Preglednica XI.

Preglednica Xl. Prikaz Stevila PP, LP, PN in LN remltatov testa HIT Alert v

primerjavi s testom HIT »in-house«

HIT »in-house«
Rezultat POZ NEG
HIT Alert POZ pp | 19 | 1p 0
NEG LN 5 PN 26
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Izratunani parametri testa HIT Alert v primerjavi s taatHIT »in-house« so:
O=79%

S =100 %

PNV =100 %

NNV= 84 %

Rezultate obeh funkcijskih testov smo primerjatlita vrednostmi OD, ki smo jih izmerili
v testu IgG-specitina ELISA. Vrednosti OD smo uredili v intervale idede na to
razvrstili rezultate funkcijskih testov med poziter oziroma negativne. Preglednica XIi
prikazuje, kako so razporejeni negativni in poxtiwezulati, ki smo jih dobili s
funkcijskima testoma HIT »in-house« in HIT Aleriede na OD vrednosti, izmerjene v
testu 1gG-speciina ELISA. Vrednosti OD smo razvrstili v intervaleazponi po 0,4. Pri
vrednostih OD > 2,4 je Stevilo pozitivnih in negaih rezultatov obeh primerjanih
funkcijskih testov enako, prav tako v intervalu b do 1,6. V ostalih intervalih so
rezultati obeh testov razporejeni neenakomernovilStaegativnih rezultatov (pod mejno

vrednostjo OD 0,4) je enako pri obeh testih.

Preglednica XIll. Rezultati funkcijskih testov HIT »in-house« in HIT Alert,

razporejeni po intervalih vrednosti OD

HIT »in-house« HIT Alert

ELISA pozitivni negativni pozitivni negativni
(OD) rezultati rezultati rezultati rezultati
2,832 | ... .. S /
24-28 |. / ) /
2024 |(....... N
1,6-2,0 |. . /
1,2-1,6
0812 (...  |...... I P
04-08 ... ... oo
<0,4 N I
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Stevilo posameznih rezultatov smo ponazorili tudbliki stolpsnega diagrama (Slika 10).

10

8 - ® neg.HIT"in-house"

® poz.HIT"in-house"

mneg. HIT Alert

m poz. HIT Alert

Stevilo rezultatov
(6)]

3 -
2 -
1
. 1l
0 0,4 0,8 12 1.6 2024 2,8 3,2

intervali vrednosti OD

Graf 1. Primerjava Stevila pozitivnih in negativnih rezultatov funkcijskih testov HIT

»in-house« in HIT Alert v posameznih intervalih vrednosti OD

Pri razliénih mejnih vrednostih OD (od 0,4 do 2,8) smo natacunali Se obutljivost in
specifinost testa IgG-spedtia ELISA, v primerjavi s testoma HIT »in-house«HIir
Alert (Preglednica XIlI) ter rezultate prikazaliobliki grafa (Graf 2).

Preglednica XIll. l1zra ¢unana olkxutljivost in specifiénost testa IgG-speciiina ELISA
v primerjavi s testoma HIT »in-house« in HIT Alert

Mejna ELISA / HIT »in-housec ELISA / HIT Alert
vrednost OD | gpgytljivost Specifiénost Obéutljivost Specifiénost
0,4 100 % 31 % 100 % 26 %
0,8 88 % 65 % 84 % 55 %
1,2 75 % 89 % 84 % 84 %
1,6 63 % 100 % 68 % 94 %
2,0 54 % 100 % 65 % 100 %
2,4 29 % 100 % 37 % 100 %
2,8 21 % 100 % 26 % 100 %
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Graf 2. Obéutljivost in specifiénost testa IgG-speci@ha ELISA v primerjavi s
testoma HIT »in-house« in HIT Alert

Krivulje prikazujejo, kako ob nar&snju specifinosti olgutljivost testa 1gG-specifha
ELISA upada. V grafu sta ozéeni tacki, kjer se sekata krivulji alutljivost/speciftnost

ob¢utljivosti testa ELISA (80 %), dobimo pri mejni vheosti OD 1,05 v primerjavi s
testomHIT »in-house«. Podobne vrednosti dobimo tudi v primeigatestom HIT Alert, in

anes
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5. RAZPRAVA

S heparinom izzvana trombocitopenija (HIT) je redkacasih tezko prepoznavno stanje
pri bolnikih, ki so bili zdravljeni s heparinom.itro diagnostiko in posle&no pravilnim
ukrepanjem se lahko izognemo hudim troméroth zapletom in usodnemu poteku
bolezni. V zadnjentasu je postala diagnostika HIT nekoliko lazja zamradvoja bolj
specifénih in  olEutljivih metod, napredek pri zdravljenju pa predf§go nova

antikoagulantna zdravila.

Strokovnjaki pripor¢ajo, da preiskavo za ddlanje prisotnosti heparinsko odvisnih
protiteles opravimo vedno ob sumu zdravnika na Hibicajno zaradi neptakovane
trombocitopenije ali tromboze pri tistih bolnikilkj prejemajo ali so v zadnjerdasu
prejemali heparin (60). Ob tem se zdravniki mnogbler€ujejo s problemom prehitrega
diagnosticiranja HIT, in sicer le na podlagi reatdty seroloskih preiskav, ne da bi pri tem
opravili tudi enega izmed potrditvenih funkcijskibstov. Funkcijski test lahko potrdi
diagnozo pri bolnikih s HIT, obenem pa zmanjSa i&etistih bolnikov, ki bi po
nepotrebnem dobili alternativne antikoagulante diaréazno pozitivnih rezultatov
seroloskih preiskav (46). Heparinska terapija jenr@& poceni in Ze dolgo poznana,
medtem ko so alternativni antikoagulanti dragi &ntevni za spremljanje, njihovicumki

pa Se niso dovolj preizkuSeni in raziskani. Takoekaterih primerih Se vedno obstaja

dilema, ali uporabljati heparin ali pa preiti ngeahativni antikoagulant (40).

Idealna diagnostna preiskava bi morala imeti visokoduitljivost in specifénost, biti hitra
in tehntno preprosta za izvedbo ter cenovno dostopna. Berbhitreje in s kar najugo
zanesljivostjo prisli do pravilne diagnoze za HI3g razvili in Se razvijajo razine
laboratorijske teste, a kljub temu diagnostika HbBtaja problematna. Veina
strokovnjakov priporéa izvedbo tako seroloSke kot tudi funkcijske praisk saj z
njihovo kombinacijo doseZemo najboljSo cabjivost in speciftnost. Ceprav imajo
seroloSke preiskave visoko aliljivost (> 90 %), pa je njihova spedifiost omejena z
dejstvom, da z njimi odkrijemo heparinsko odvismatitelesa tudi pri tistih bolnikih, pri
katerih HIT kliniékno sploh ni izrazena. Pozitivna napovedna vredmelstpreiskav pa

variira med 10 in 93 %, odvisno od preiskovane pagje bolnikov. Ker pa je negativha
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napovedna vrednost visoka (>95 %), lahko z njimTl Kl veliko verjetnostjo izkljgimo
(28). Najveja tezava funkcijskih preiskav pa je, da jih teskandardiziramo (60).

Najbolj razSirjena seroloSka preiskava je ELISAkaero veéinoma odkrivamo tako
patogena kot nepatogena protitelesa razreda Ig@Geatogena protitelesa razredov IgA
ali IgM. Z negativnim rezultatom seroloskih preigsklahko HIT izkljwtimo z veliko
verjetnostjo, s pozitivnim rezultatom pa te diagnoe potrdimo. Qlutljivost testa ELISA

je visja od 90 %, avtorji pa navajajo spesifist od 50 do 70 % (17,43). Ugotovili so, da je
vrednost OD pri testu ELISA neposredno povezanazitipnim rezultatom funkcijskega
testa, z rezultatom &¢&ovalnika 4T in s tveganjem za trombozo. Prav tamiajo, da pri
uporabi razknih testov ELISA mejna vrednost OD, ki odraza pnsest heparinsko
odvisnih protiteles, variira med 1 in 1,4. (44).e8ificnost lahko izboljSamo z izvedbo
testa 1gG-specifna ELISA, saj protitelesa razreda IgG najpogosiezraiijo HIT,
vendar pa se s tem rahlo zmanjSaulfivost testa (44)Bakchoul in sod. so primerjali dva
razlicna komercialna sestava za dw@lnje heparinsko odvisnih protiteles z IgG-spénifn
testom ELISA in ugotovili, da dodatek potrditvenedg@raka z uporabo visoke
koncentracije heparina izboljSa napovedno vredsesbloSkih preiskav pri diagnostiki
HIT (61). Kljub tem dejstvom pa naj bi bil nidoo pozitiven rezultat polispedtfiega testa
ELISA veliko boljSi napovednik HIT kot Sibko poaign rezultat IgG-specifnega testa
(38).

Javela in sod. navajajala so izmerjenerednosti OD v&e pri bolnikih, ki Ze imajo
potrjeno diagnozo HIT in tistih, ki so imeli tromibine zaplete. Oboje je pogostejSe pri
zenskah (44). Retrospektivne Studije so pokazaejediveganje za trombozo ¢ye pri
bolnikih z vi§jim nivojem heparinsko odvisnih ptelies oziroma z vrednostmi OD,
vecjimi od 1,5 (28). V kolikor dvignemo mejno vrednd3D iz 0,4 na 1, lahko po¥amo
specifinost testa iz 65 na 83 % (13). NaSe rezultate,nto §h dobili s testom IgG-
specifcna ELISA, smo razvrstili glede na definirani krijgoroizvajalca, po katerem so
vrednosti OD vée ali enake 0,4, pozitivne. I1zianana specifénost testa ELISA glede na
test HIT »in-house« je bila 31 %, aliljivost pa 100 %. Od 50 rezultatov smo s testom
ELISA dobili 18 lazno pozitivnih v primerjavi s tiesn HIT »in-house« ter 23 lazno
pozitivnih rezultatov v primerjavi s testom HIT AleNa podlagi primerjave testa IgG-
specifcha ELISA z omenjenima funkcijskima testoma pa srgotovili, da bi tudi mi

lahko izboljSali specitinost seroloSkega testa ELISA tako, da bi mejno nostd OD
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postavili viSje. Pri mejni vrednosti 0,4 je nadspeciftnost zelo nizka (26 % v primerjavi

s testom HIT Alert in 31 % v primerjavi s testomTHbin-house«), pri OD 0,8 pa se
povea na 55 % oziroma 65 %, vendar se pri tertutfivost zmanjSa na 88 % oziroma
84%. Ker je v tem primeru ¢htljivost prenizka, menimo, da je kljub vsemu bajadrzati
mejno vrednost 0,4. Glede nacdgdne vrednosti iz Grafa 2 pa opazamo, da dosezemo
testom HIT »in-house« ter 84 % pri vrednosti OD W @rimerjavi s testom HIT Alert. V

poteku obeh krivulj ni zr@nih razlik, kar kaze, da je test ELISA precej pesificen.

Po primerjavi klinEne ocene in laboratorijskih preiskav za diagnastige HIT avtoriji
ugotavljajo, da je najbolj zanesljiva kombinacijeozjiivnega rezultata encimsko-
imunskega testa in srednja ali visoka ocena vergirpo t@kovalniku 4T. Sam test
ELISA pa je kljub razSirjeni uporabi le zmeren negdnik HIT (25,62). Uporaba
tockovalnika 4T za napoved verjetnosti kéino izrazene HIT je lahko problemata pri
velikem delezu bolnikov z drugimi &asnimi stanji, kot so: okuzbe, DIK, ITP, pri
preoperativni hemodiluciji in pri zdravljenju z dyimi zdravili, saj je tudi v teh primerih
lahko prisotna trombocitopenija. dkovalnik 4T ima visoko negativho napovedno
vrednost, novi tékovalnik HEP pa bolje korelira s kl#no obliko HIT (33). Njegova
uporaba je Se posebej v paimgri izklju¢evanju diagnoze HIT, saj majhno Stevil@ko
pomeni manj kot 2 % verjetnost za pozitiven rezuftankcijskega testa. Tudie je
verjetnost za HIT »velikak, pa ima le priblizno 36 bolnikov pozitiven rezultat
potrditvenega funkcijskega testa (34,38). Ker jettikovalnik HEP preizkuSen le v eni
ustanovi na premajhnem Stevilu vzorcéa potrebno Se nadaljnje vrednotenje, da bo

tockovalnik lahko preSel v kligho uporabo (32,34).

Med funkcijskimi preiskavami je v ZDA in Avstralijiajbolj razSirjena preiskava SRA, ki
pa je dolgotrajna in kompleksna ter omejena lepeiglizirane laboratorije, njeni rezultati
pa so na voljo Sele po 3 do 4 dneh (24,42). Metoditkujeta visoka otutljivost in
specifenost, prav tako pa tudi zelo visoka napovedna wostpozitivhega rezultata (blizu
100 %) (29,38).Ceprav naj bi bila SRA najbolj zanesljiva metoda abdratorijski
diagnostiki HIT, pa moramo kljub temu upoStevaditklini¢cne diagnostine kriterije (25).
Tako kot SRA, je tudi HIPA precej bolj spe¢ifia kot seroloSke preiskave in uporabna za
potrjevanje pozitivnih rezultatov testa ELISA. TeHPA se uporablja predvsem v Evropi,

je tehnéno nezahtevna in razmeroma hitro izvedljiva preisken dobro korelira s SRA
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(39,63). Njegova ohutljivost je v referetinih laboratorijin véja od 90 %, podatki za
specifiénost pa variirajo od 77 do 100 % (28).

Analiza aktivacije testnih trombocitov s préno citometrijo je ena izmed sodobnih
funkcijskih preiskav, ki se uporablja kot potrditwveest pri pozitivnih rezultatih seroloSkih
preiskav. Metoda je kompleksna in zahteva usposobljosebje, ima pa visoko
obcutljivost in specifénost. Ker ne obstaja absolutni standard za odkevaeparinsko
odvisnih protiteles oziroma sposobnosti aktivatéigtnih trombocitov, smo rezultate testa
HIT Alert primerjali s testom HIT »in house, ki & vpeljan v naSem laboratoriju in ga
uporabljamo kot potrditveni test za vzorce, ki gzipvni s testom IgG-specifna ELISA.
Analizirali smo 50 serumskih vzorcev, odvzetih 47nb@m. Podatkov o Klirinem
poteku HIT pri veéini bolnikov nismo imeli na razpolago, saj na kKkah takovalnika 4T
pogosto ne uporabljajo, zato smo lahko med sehwjgpjali le rezultate dveh funkcijskih
testov. Pri naSem delu smo sledili veljavhemu dist¢nemu algoritmu za potrjevanje
oziroma izkljutevanje HIT, po katerem najprej dolmo prisotnost heparinsko odvisnih
protiteles s presejalnim testom IgG-spe&ciéi ELISA, nato pa izvedemo Se funkcijski test.
Funkcijska testa HIT »in-house« in HIT Alert smeeadli z vsemi 50 vzorci, med katerimi
je bilo tudi 8 s testonmgG-speciftna ELISA negativnih rezultatov. Te vzorce smo
uporabili tudi za negativno kontrolo pri obeh fuipkkih testih. Po primerjavi omenjenih
testov smo ugotovili, da se je ujemalo 90 % retoltalO % pa jih je bilo pozitivnih s
testom HIT »in-house«, s testom HIT Alert pa nagali. Vzrok za neujemanje rezultatov
je morda tudi v uporabi trombocitov raglih darovalcev. Ker pri funkcijskem testu HIT
»in-house« zaradi zanesljivosti uporabljamo troniieo&tirih darovalcev, je to dejstvo
najverjetneje njegova dodatna prednost. Do raglikahko prislo tudi zaradi tega, ker so
bili vzorci Ze stari, nekateri pa tudidlegat odmrznjeni in ponovno zamrznjeni. Zato je bila
sposobnost aktivacije testnih trombocitov lahko gjF@na. Proizvajalec nantreriporata

uporabo seruma, ki je bil odmrznjen le enkrat.

Kot zagotavlja proizvajalec, je mejna vrednost &Rtivacije trombocitov pri testu HIT
Alert najboljSa za Ieevanje pozitivnih rezultatov od negativnih. Pri t@rverjetnost, da s
tem testom odkrijemo HIT (a@otljivost) 78 %, specitinost pa 98 % (59). Na podlagi
krivulj ROC, ki so jih izdelali glede na &&ovalnik 4T, so ugotovili, da lahko z uporabo
reagekinega sestava HIT AléM zanesljivo odkrijemo bolnike z veliko verjetnostia
HIT, kar so opisali tudi Solano in sod. Primerjati 4 metode, in sicer PaGIA, WBIA,
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SRA in PC (test HIT Alert). Studijo so izvedli zazi 37 bolnikov s sumom na HIT.
Glede na metodo SRA, ki so jo uporabili kot staddar je primerjava pokazala, da lahko
s pret@no citometrijo zelo izboljSamo spec¢ifiost laboratorijske diagnostike HIT (tudi do
100 %), ne da bi se zmanjSalacothivost, ki znaSa 81 % (46). S primerjavo testd H
Alert s testom HIT »in-house« smo ugotovili, daspecifcnost in olgutljivost ujemata s
podatki iz literature, saj smo pri testu HIT Aladbbili 100 % specifinost in 79 %
obtutljivost. Se bolj$o primerjavo pa bi imelée bi lahko pridobili klinkno oceno

verjetnosti za HIT in podatke o diagnozah obravndvaolnikov.

Nasi izsledki so pokazali, da je tudi test HIT Alprimeren za laboratorijsko diagnostiko
HIT, saj je primerljiv s testom HIT »in-house«,diter tako glede zahtevnosti izvedbe kot
casa, ki ga za posamezni test potrebujemo. Da lanfradje dol@ili obcutljivost in
specifinost novega testa, bi bilo potrebno nasa testiaoj@viti na véjem Stevilu svezih
serumskih vzorcev, prtemer bi morali obvezno pridobiti podatke o ldmém poteku
bolezni (Stevilo tek po taskovalniku 4T).Ce bi bili testni trombociti genotipizirani na
polimorfizme trombocitnega receptorja yRila, bi s tem lahko Se nekoliko paad
zanesljivost funkcijskih testov. Glede na ugotosjtwbjavljene v strokovni literaturi in
primerjave dveh funkcijskih testov za dédmje sposobnosti aktivacije testnih trombocitov,
je pri nas uveljavljeni postopek, ki vkiuje izvedbo presejalnega testiranja (IgG-
specifina ELISA) in funkcijski test HIT »in-house«, dovadanesljiv za diagnosticiranje
HIT. Predlagamo pa Se dosledno uporabo in izposmgvt@kovalnika 4T na klinikah.
Ker je uveljavljeni funkcijski test HIT »in-housezaradi uporabe trombocitov Stirih
darovalcev nekoliko zanesljivejSi od testa HIT Al@amenjava testa v naSem laboratoriju
ni smiselna. Glede na dejstvo, da komercialni sedt@ Alert™ zadostuje za izvedbo le 6
testov, se je izkazalo, da je test HIT »in-housak tenejSi. V kolikor bi tudi za test HIT
Alert uporabili trombocite Stirih darovalcev, bi &8 povéalo razliko v ceni preiskave,
narejenes primerjanima testoma. Vsa ta dejstvapivala na naSo odtitev, da torej
obdrzimo ustaljeni funkcijski test HIT »in-houseet lpotrditveni test za dotanje HIT.
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6. SKLEP

NasSo nalogo zaklgujemo z naslednjimi sklepi:

Oba testa, izvedena z metodo péat citometrije, HIT »in-house« in HIT Alert,

sta primerna za dotanje patogenosti heparinsko odvisnih protiteles.

Cas, potreben za izvedbo testa HIT »in-house« jelipno enak tistemu, ki ga

potrebujemo za izvedbo testa HIT Alert.

Pomanjkljivost testa HIT Alert je uporaba tromboeit(PRP) enega samega
darovalca, medtem ko pri funkcijskem testu HIT hiouse« zaradi g
zanesljivosti uporabljamo trombocite Stirih dar@mesl. S tem zmanjSamo tudi

moznost lazno negativnih rezultatov.

En komercialni sestav HIT Al zadostuje za preiskave za samo 6 bolnikov, kar
pomeni, da je preiskava draZja, Retbi jo izvedli s testom HIT »in-house&e bi

ob tem uporabili trombocite Stirih darovalcev, diSe dodatno podraZzilo preiskavo.

Glede na rezultate menimo, da menjava ze vpeljanegia HIT »in-house« s

testom HIT Alert ni smiselna, saj se ta ni izkaaat boljSi.

Za rutinsko diagnostiko HIT je Se vedno najprim@neistaljeni postopek, pri
katerem najprej izvedemo test IgG-speéaiéi ELISA, ob njegovem pozitivhem

rezultatu pa potrjevanje nadaljujemo s funkcijsk&stom HIT »in-house«.
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Priloga: Rezultati funkcijskega testa HIT Alert

8. PRILOGA

Dodatek fiziolosSke Dodatek prebitka
Vzorec St. koncentracije heparina: heparina: Rezultat
AKTIVACIJA (%) INHIBICIJA (%)
1 25,53 2,88 +
2 5,85 6,59 -
3 3,25 2,98 -
4 9,97 5,07 +
5 43,85 6,40 +
6 41,74 13,39 +
7 2,72 2,18 -
8 5,04 3,47 -
9 2,86 1,97 -
10 9,15 2,86 +
11 3,30 3,35 -
12 4,15 5,30 -
13 3,60 3,35 -
14 12,85 4,26 +
15 4,14 3,77 -
16 27,00 2,36 +
17 3,69 3,35 -
18 2,88 3,48 -
19 2,40 1,97 -
20 6,86 2,49 -
21 4,66 2,49 -
22 8,41 8,00 +
23 3,74 3,53 -
24 5,06 3,50 -
25 12,27 9,45 +
26 10,87* 7,91 -
27 20,37 2,87 +
28 3,56 2,55 -
29 7,72 4,45 -
30 5,64 4,46 -
31 15,80 5,56 +
32 88,75 7,33 +
33 43,83 3,65 +
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34 2,89 2,61 -
35 2,17 2,04 -
36 4,27 3,20 -
37 1,77 2,28 -
38 91,33 7,95 +
39 95,86 1,62 +
40 5,63 3,31 -
41 95,50 41,26 +
42 2,62 1,74 -
43 2,71 1,28 -
44 2,04 2,07 -
45 18,34 1,30 +
46 3,72 2,57 -
47 1,25 0,73 -
48 83,60 2,59 +
49 31,70 1,58 +
50 1,33 0,94 -

* od heparina neodvisna aktivacija, bolnik nima d@psko odvisnih protiteles
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