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TROMBOCYTOPENIE

Penka M., Novotny J., Zavrelova J.

OKH a Trombotické centrum
FN Brno




Muz, 67 let

Akutni polyradikuloneuritis

PE — CT angiografie

UFH 2 dny, pote LMWH (Fraxiparin)

TRC 181... 5. den 98....19 x 107/

Ischemie LDK, trombus AFC [. sin.

HIT Diamed opakovane +, agregace silne + se
vsemi dostupnymi hepariny

Refludan s prechodem na Warfarin — vzestup TRC,
zlepseni ischémie

Trombektomie AFC I. sin. kryta fondaparinuxem 7,5
mg/d s prechodem na Warfarin



Patofyziologie HIT

e« HIT | e HIT II
pravdepodobnée primy g ¢ tvorba protilatek proti

proagregacni efekt komplexum
heparind GAG/PF4, vzacné

- : jiné
muze predisponovat k , .
HIT 1|2 * nasledna aktivace

y TRC vazbou Ig na
Mirny pokles TRC od FcR = dal$i uvolnéni

1. dne lecby, PF4 a aktivace Mo a
spontanni uprava endotelu




* 5.-15. den lecby
* u senzibilizovanych i drive

» stacCi stopova mnozstvi heparinu !

(proplachy)
* asi u 5% ,,delayed-onset HIT* nékolik
dni po vysazeni GAG




komplexni klinicky syndrom

0,5 - 5 % pacientu s expozici hepariny

cca 1/3 spojena s trombozou (HIT/T)

cca 1/3 HIT/T amputace koncetin a/nebo
umrti
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Diagnosa HIT Il

Klinicky obraz

» zhorseni stavajicich a/nebo vyvoj novych
tromboz (VTE, akutni koncCetinova ischemie,

CMP, IM...)
* kozni nekrozy
- vznik “rezistence’ na heparin

Predispozice - ateroskleréza, Zilni
iInsuficience, imobilizace, sepse, operace...

Nutno hledat jiné priciny trombocytopenie




The Pathogenesis of Venous LimDb

Gangrene Associated with HIT
Warkentin et al, Ann Int Med 127,9:804
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Laboratorni diagnostika HIT

» pokles TRC o0 30 -50% a/nebo pod 100-
150 G/l - od 5. dne podavani H
(asi u 5% pacinetu az po vysazeni GAG !,

u senzibilizovanych behem 24 hod !)
* biologicke (funkcni) testy
» serologickeé (imunologicke) testy

* ex post — postupny vzestup TRC po
vysazeni heparinu, ale nekdy pomaly




Laboratorni testy HIT

Testy serologické - imunologické
— vysetreni protilatek proti Heparin/PF4

« kvalitativni testy - prikaz pfitomnosti/nepfitomnost

 ELISA - prikaz protilatek rdznych tfid IgG, IgM a IgA
Testy biologickeé - funkcni

— vysSetreni schopnosti HIT protilatek aktivovat normaini

trombocyty jen v pfitomnosti heparinu (ne v jeho nepfitomnosti
a/nebo pfi jeho vysoké koncentraci)

« destickovy agregacni test
 test uvolnéni serotoninu (referencni metoda)

« prukaz uvolnéni destiCkovych mikropartikuli (flowcytometrie,
ELISA), event. jiné




Algoritmus vysetrovani HIT

 Imunologické metody

— LFIA (lateral flow immunochromatografy assay) HIT
* mimo denni rezim pracovnich dni
 z ¢asovych duvodu v dennim rezimu pracovnich dni
* nizka/stredni pravdépodobnost HIT
— ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) HIT
« stfedni/vysoka pravdépodobnost HIT
« pozitivita LFIA HIT

Funkcni metoda

— agregace HIT
 pozitivita ELISA 1gG




LFIA HIT - princip
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Anti-PF4/ Biotinylated

heparin PF4/polyanion

antibodies complex

(patient) (buffer)

Colloidal gold nanoparticles
exhibiting anti-biotin
antibodies (membrane)

Goat anti-human lgG
antibodies fixed on
the membrane (T)




ELISA HIT

« Zymutest HIA I1gG, IgA, IgM (Hyphen

Biomed)

pozitivita az u 50% pacientu od 7. dne

podavani H (pacienti po vykonech v ECC)
HIT overdiagnhosis

Ize stanovit i titr protilatek

azv 10% HIT jiné Ag ( IL, BTG aj..)
patogenni vs. pouze IgG




ELISA HIT - princip
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Biologicke testy na HIT

* Agregace - vysoka specifita, nizka senzitivita (
az 50% potvrzenych HIT negativni)

SRA - zlaty standard, mélo dostupny,
radioaktivni (x HPLC)

HIPA (H-induced platelet activation — Greinacher
et al) vizualni test na mikrotitracnich destiCkach
jiné lab. nedosahuji udavane sens/spec, rusi zakal

lumiagregometrie (ATP release)

flowcytometrie platelet-derived microparticles,
exprese P-selektinu, aktivace GPIllIb/llla

VySSi senzitivita/specifita u testu s promytymi TRC




DestiCkovy agregacni test

 VySetreni agregace trombocytu normalu
(PRP) v pritomnosti heparinu a plazmy

(PPP) pacienta
— porovnani agregacni odezvy
* v pritomnosti heparinu

— v terapeutické koncentraci ( 1 U / ml)

— avysoké koncentraci ( 100 U / ml)
» vyloucCeni faleSné pozitivity
» Stépeni imunokomplexud pfi vysoké koncentraci heparinu

* vV nepritomnosti heparinu (fyziologicky roztok)



HIT
TE Warkentin, Drug Safety 17,5:325

Testy Senzitivita % Specificita %
Uvolnovani > 90 > 90
serotoninu

Agregace s > 90 > 90
promytymi trc

Agregace s PRP 50 - 80 80 - 90

Heparin-PF4 ELISA 75 - 90 75 -90



4T pretest probability score”

Trombo-penia

Timing

Thrombosis

o T her cause of
thrombocytopenia

2 body

Pokles o0 > 50% a
nadir > 20 G/I

5.-10. den
(pocatek sestupu
poctu desicek), u
senzibilizovanych
v 30 dnech 1.den
po podani

Konfirmace nové

trombézy, celkova
systémova reakce
na heparin, kozni

nekréza

Neni zfrejma

1 bod

Pokles o 30-50%
neb nadir 10-19G/I|

Nejasny pocet dni

Progresivni nebo
rekurenttrombdza,
nekrotické kozni
léze, suspektni
trombéza (?)

Mozna

0 bodu

Pokles <30%,
nebo nadir <10 G/I

Pokles v méné jak
4 dnech bez
predchozi
senzibilizace
heparinem

Definitivni

Velmi 6-8 bodl, stredné 4-5 bodt , malo pravdépodobné pod 3 body



Diferencialni diagnostika pri
podezreni na HIT

* DIC
* APS
 TTP, HUS

« AITP
» potransfuzni purpura
» drenovy utlum




TROMBOPENIE BEZ HIT

v kardiochirurgii bézny pokles TRC pod
150 G/I, vetsinou nad 100 G/l (ECC,CBP)

u 50% i vice pacientti po ECC pozitivni
ELISA na HIT-lg bez klinického
korelatu

nejcastejsi pricinou trombocytopenie jsou
septicke stavy a syndrom DIC, ¢asto u
pacientu s podavanymi GAG

castou pricinou poklesu desticek jsou
vétsi pooperacni krvaceni, rozsahlé op.
vykony a traumata




HIT(T) BEZ TROMBOPENIE

 pokles trombo o 30-50% ALE:

- Casta reaktivni trombocytosa ( akutni
trombosa, pooperacni, neoplasie...)

- aktivace trombopoezy konzumpci
trombocytu

- celkova alergicka reakce ( vzacne)

pred aplikaci heparinu nutno vzdy
stanovit poc€et trombocytu !!



HIT paradoxy

(TE Warkentin: J Thromb Haemost 2011, S1:105-117)

yoverdiagnosis®“ HIT(T)
prevazuji venozni trombozy
,delayed® ci autoimunni HIT i po vysazeni H,

aktivace trombocytu bez pfitomnosti H, TRC 150
G/l i déle nez 30 dni

spontanni HIT

Fondaparinux v IéCbé ucinny i pres pozitivni
testy na vyskyt protilatek in vitro

Po 100 dnech mozno bezpecné nasadit H?



Reexpozice Hu HIT

 Titr protilatek klesa, po 100 dnech u
vetsiny nemocnych negativni

* Nedochazi k anamnestické imunitni
odpovedi

* Rekurenci HIT vsak nelze vyloucit (!)
(TE Warkentin, J Thromb Haemost 2011, S1: 105 - 117)



Terapie HIT

» Vysazeni H

e /Zvazit, zda je nutna alternativni
antitromboticka leCba? (po vysazeni GAG
pokracCuje zvysena generace lla)

 LMWH jsou dle vétSiny autoru Kl - negativni
testy invitro nevyluCuji cross-reakci in vivo




Terapie HIT

Lepirudin (Refludan — jiz neni k disp.) — pr.i.lla
Pentasacharidy (Arixtra)
Argatroban (Argatra, Exembol) — pr. inhib. lla

Bivalirudin (Angiox) — pr. inhib. lla

Danaparoid (Orgaran) — inhib. Xa

Kumariny (Warfarin pri vzestupu desticek na
100 — 150 x 10°/1)




Davkovani non-heparinovych

Lék
argatroban

danaparoid

bivalirudin

fondaparinux O

NOAC

antikoagulancii
bolus Kont.inf./s.c.

0 2 ug/kg
tel.hm./min.

1500-3750 U 400 U/hod. 4
hod.

300 U/hod. 3
hod.

0 0,15
mg/kg/hod.
5..7,5..10 mg
S.C.

? ?

monitoring
APTT

Anti-Xa

APTT

Anti-Xa



Terapie HIT

* IVIg
* plazmafereza

» trombolyza ( zvl. ,lokalni,,)
 frombektomie
e I'TFPI




Diagnostické zavery —
Walenga et al.

klinicky i laboratorni prubéh HIT(T) vysoce
variabilni

specifita ELISA testu na HIT-Ig

dosud neexistuje maximalne spolehlivy
laboratorni test na HIT

sance na konfirmaci HIT(T) se zvysuje
kombinaci testu a opakovanym vysetrenim

vzestup TRC po vysazeni GAG




Terapie HIT

* Nutno vysadit H
Inhibitory lla (Refludan stazen z trhu)
Argatroban

Danaparoid Orgaran®
Fondaparinux ArixtraR

Warfarin az PLT nad 100-150 G/I, s
premostenim jinym A




Nova AT?



H s velkou klinickou i laboratorni variabilitou
Je multidisciplinarni problem
Imunologicka reakce neni do podrobnosti

objashena
Od ctvrteho dne podavani H kontrolovat Trc

Diagnostiku HIT je vyhodné soustredit do vetsich
center a diagnozu konfirmovat baterii 2-3 testu

Pri vysokém suspiciu na HIT nutno GAG vysadit |
pfi negativité testu in vitro, |éky volby pfimé
inhibitory lla




Odnesu si domu...

 V pripadé duvodného podezieni na HIT je nutné
ukoncCeni podavani heparinu a je treba vyuziti
jiného antitrombotika

* Pokud jsou testy z obou skupin vysetreni
negativni, pak je HIT malo pravdepodobna

* U heparinizovanych je treba na komplikaci myslet
a od 4. dne pocet TRC kontrolovat
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* Diamed test — ID-HPF4

» Polystyr. Castice, potazené komplexy
PF4/H

* Protilatky v séru/plazme pacienta zpusobi
aglutinaci analogicky k aglutinaci erys v
imunohematologické diagnostice

* Nutna pozitivni a negativni kontrola
* Cely test trva 15 minut



Prinzip

HPF4 Polymer Partikel

Methode

10 pl Serum/Plasma
50 ul Partikelsuspension

+

HIT Antikorper

»
¥ N

A

5 Minuten
stehenlassen

Partikel
Agglutination

Positives
Testergebnis

10 Minuten Ablesen

zentrifugieren




Particle ImmunoFiltration Assay
Heparin/PF4 + sérum pac.

V pripade agregace partikule neprojdou
filtrem — neni modré zbarveni v reakCnim
okénku

Bed-side test, cca 10 min
Agreement s ELISA cca 97%
Test druhé generace — markantngjsi modra

Nevyhoda — pozitivni | u netrombogennich
protilatek



Nove testy

* HIMEA — heparin induced multiple
electrode aggregometry



Walenga et al - vysledky

median 82 G/l a 66,5 G/ uHITaHITT
sensitivita agregace 26%, SRA 55%,ELISA 64%
panel 3 testl zvySuje sensitivitu na 83%

jsou mozne vsechny kombinace pozitivnich a
negativnich testu na HIT-Ig

17% agregaci bylo SRA-, 16% ELISA-, 5% oba neg

byla tendence k vy$Sim ELISA titrim u HITT, ale
nelze klinicky vyuzit ( velky rozptyl ),ruzné ELISA testy
ruzné citlivé



Funkcni testy

Agregace TRC

Multiplate impedancni agregometrie
HIPA (Greinacher 1991)

SRA

SRA modifikace HPLC
_umiagregometrie

~low cytometrie (vazba anexinu V, aktivace GP
Ib/llla, mikropartikuly,P selektin CD62P)




Dekuji Vam za pozornost




