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Platelet fall after recovery may suggest HIT
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HIT-I.

* A heparin kezelés els6 5 napja soran jelentkezik
* Enyhe thrombocytopenia
 Thrombocytaszam (PLT) csokkenés kisebb a kiindulasi
érték 30%-anal



HIT-II.

A heparin kezelés 5-14. napja kozott jelentkezik

A folyamat IgG indukalta immun-thrombocytopenia
Sulyos, életveszélyes thrombotikus, kisebb mértékben
vérzeéses szovodmeények

A thrombocytaszam két egymast kovetdé meghatarozas
soran 150G/L alatt van, vagy a kezelés el6tti értékhez
képest legalabb 50%-ot csokken
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Mit lat mindebbodl a klinikus?
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Suspicion of HIT based

Pre-test Probability Score Criteria

uponthe ‘4 T's”  Score 2 1 0

Thrombocytopenia

Timing of onset of platelet fall

Thrombosis or other sequelae

OTher cause of platelet fall

nadir 20-100, or nadir 10-19, or nadir <10, of
>50% platelet fall 30-50% platelet fall <30% platelet fali

day 5-10, or <day 1 >day 10 or timing un- <day 1 (no
with recent hepann®  clear (but fits with HIT) recent heparnn)

proven thrombosis, progressive, recurrent,
skin necrosis, or silent thrombosis, none
or ASRYT erythematous skin lesions

none evident possible definite

Total Pre-test Probability Score

periodic reassessment as new information can change
pre-test probability (e.g.. positive blood cultures)

High

Total Pre-test Probability Score

Moderate Low
5 | 4 3 ! 2 !

1

Stop heparing, give alternative
non-heparin anticoagulant

argatrobany or lepiruding or danaparoid™
(or bivalirudintt or fondaparinuxil)

Physician Continue
judgment (LMW) heparin

Warkentin TE: Sem Thremb Haemost 30(4):273, 2004




4T SCORE

4T score 2 pont 1 pont 0 pont

fthrombocytopenia > 20 G/L és 10-19 G/L vagy <10 G/L
[(thrombocytaszam esés) [(>50%) [(30-50%) vagy
(<30%)

fthrombocytaszdm esés id6pontja |5-10 nap, (< 24 dra, ha > 10 nap, 5-10 nap (?), (< 24 6ra, ha

a heparin terapiat kovetéen heparin 1 hénapon belil) [heparin 30-100 nap) <> nap

[4j thrombosis, b6rnekrozis, Jprogressziv, ismétl6d6 thrombosis

[thrombosis vagy egyeb jelenseg anafilaxia vagy gyanu, erythema

fthrombocytopenia

Inincs lehetséges

|egyéb oka




HIT vizsgalati panel
 PLT szam meghatarozasa

— Kezelés el6tt, a kezelés 7. és 10. napja kozott, majd a
tovabbiak soran hetente 1-szer

e Funkcionalis tesztek

* Immunoldgiai tesztek



PLT szam meghatarozasa ADVIA 2120 készuléken
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Funkcionalis tesztek

e Serotonin felszabadulasi teszt (SRA)

PLT aktivacio soran felszabadulé mennyiségét méri, a vizsgalat soran
C-14-el jelzett serotoninnal telitett thrombocyta készitményt hasznal.
90%-0s senzitivitas, 100%-os specificitas. Gold standard, Mo-on nem,
f6leg az USA-ban alkalmazzak.
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Funkcionalis tesztek

e Serotonin felszabadulasi teszt (SRA)
 Heparin indukalta thrombocyta aktivacio (HIPA)

A beteg plazmajat egészséges donorok mosott thrombocyta
készitményéhez adjak, majd hozzaadjak kis koncentracioban a
kezelésnél alkalmazott heparin készitményt. Pozitiv esetben
thrombocyta aktivacio és aggregacio alakul ki (magas sensitivitas,
alacsony specificitas).



Heparin-induce

d Platelet Aggregation Results Examples
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Funkcionalis tesztek

* Serotonin felszabadulasi teszt (SRA)
* Heparin indukalta thrombocyta aktivacio (HIPA)
e Aramlasi cytometria alkalmazasa

Aramldsi cytometria mddszerrel detektalt, Annexin-V kotédésen alapulé
thrombocyta aktivacio kimutatasa. Az aktivacio soran a
thrombocytamembran kiilsé felszinére kertl a phosphatidil-serin,
amihez kotddik a fluoreszcens festékkel jelolt Annexin-V.

A teszt eredmeénye akkor pozitiv, ha a donor thrombocytak legalabb
11%-a aktivalodik és heparin jelenlétében legalabb 1,5x annyi vér-
lemezke lesz Annexin-V pozitiv, mint heparin nélkil. (Annexin rata > 1,5)

Minden mérés alkalmaval a PLT-mikroparticula aranyt is le kell kérni.
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Patient serum with nl platelets,
UFH, 0.5 U/mL
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Immunologiai tesztek

Partikulalt gél immuno-assay (PaGIA)
Gélkartyas modszer, sz(ir6teszt, nagy szenzitivitas, alacsony specificitas.

Gél agglutinacios vizsgalat, melynek soran a polisztirol mikropartikulumok
felszinén eloszlaltott PF-4 — heparin komplex és a beteg szérumaban HIT
betegség esetén jelenlévd antigének agglutinaciot okoznak (fliggetlentl az
immunglobulinok izotipusatdl). Gélfiltraciot alkalmazva (centrifugalas) az
agglutinalt komplex a gél tetején fennt marad (pozitiv), mig agglutinacié
hianyaban a cs6 aljara kerul (negativ).

Fig. 2 - 1D - PaGlA Chagas Test kit with positive and negative reactions




Immunologiai tesztek

Partikulalt gél immuno-assay (PaGIA)

Enzim immuno-assay (Elisa)

— Ha PaGIA szlr6teszt pozitiv, akkor az antitestek jelenlétét ELISA technikaval
igazoljuk

— A maddszer sensitivitasa kivalo, specificitasa azonban alacsony

Ennek okai:

Olyan kis mennyiségl antitest is kimutathatd, ami nem jar még klinikai
kdvetkezménnyel

Ellentétben a funkcionalis tesztekkel, nem tesz kilonbséget a thrombocytakat
aktivalé és nem aktivalé antitestek kozott

Egyes ELISA tesztek kimutatjak az klinikai jelent6séggel nem biro IgA és IgM
tipust is

A csak PF4 — és nem a PF4/heparin komplex — ellen termel8d6 antitestet is
képes detektalni

* Megoldas: olyan teszt, ami csak az IgG tipusu HIT antitestet detektal

 Minél magasabb az optikai denzitas (OD), annal nagyobb a HIT
valdszinlsége
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Lateral-flow immunoassay HIT antitest detektalasara

High level of performances

100% NPV IgG isotype: 93% specificity!" Unitary test, easy to use and rapid
combined with a pretest clinical reduces overdiagnosis of HIT? available 24/7, STAT
score “, allows clinicians to exclude reduces number of confirmation adapted to any type of laboratory

HIT which means: tests 3
Heparin therapy can be continued ;ggtnsces cost of HIT outsourcing

reduction of bleeding risks and no need for extra equipment
costs associated with alternative

anticoagulants®

Test principle: positive example

1- Sample addition

& ; ot Patient's IgG, IgA, IlgM antibodies bind biotiny
+ MIGRATION W MIGRATION : lated PF4/polyanion complexes.

2- Mobilization of gold nanoparticules

Anti-biotin antibodies from gold nanoparticles
bind to the biotin of the immune complexes.

3- Development of the positive line
Goat anti-human IgG antibodies fixed on the
membrane retain specifically the immune com-

Anti-PF4/ Biotinylated plexes with 1gG isotype.

heparin PF4/polyanion Colloidal gold nanoparticles Goat anti-human IgG Other immune complexes (IgA, IgM isotypes)
antibodies complex exhibiting anti-biotin antibodies fixed on and free go|d nanoparticles migra{e as far as

fsent e i st U mesmbrane 1) the control line (C) where specific antibodies
2 - Mobilisation of 3 - Development will bind them. The development of the control

1 - Sample addition gold nanoparticles of the positive line line validates the test.




g

(g
'

Ease of use 't 2 packaging sizes available

+positive result - negative result 5 tests per Kit* 20 tests per kit*

Cat. Nr. 01058 Cat. Nr. 01059

5l serum 2 drops of buffer

*individual tests in blister packs

References

1- Sachs UJ et a. Evaluation of a new nanoparticle-based lateral-flow immunocassay for the exclusion of heparin-induced thrombocytopenia {(HIT). Thromb Haemost. 2011; 106:1197-1202
2- Lo GK et al. Evaluation of pretest clinical score (4T's) for the diagnosis of heparin-induced thrombocytopenia in two clinical settings. J Thromb Haemost 2008; 4:759-65

3- Cuker A. Heparin-induced thrombocytopenia (HIT) in 2011: An epidemic of overdiagnosis. Thromb Haemost. 2011; 106: 993-994




Results obtained with 452 samples in different immunoassays, and
predictive capabilities of these immunoassays calculated thereof

Positive Negative

Readout and e o
results results Specificity Sensitivity

cut-off
true false true false

LFI-HIT visually
LFI-HIT scanner; 100 mV
LFI-HIT scanner; 137 mV

GTI-lgG ELISA photometry;
OD=04

HIA-IgG ELISA photometry;
OD=0.5

visually

Evaluation of a new nanoparticle-based lateral-flow immunoassay for the exclusion of heparin-induced

thrombocytopenia (HIT).
Sachs UJ1, von Hesberg J, Santoso S, Bein G, Bakchoul T.

Thromb Haemost. 2011 Dec;106(6):1197-202.



Interpretation of laboratory results

(EIA)

Patient type | Setting

General pop. Screening

Score<3
Cardiac
Score=>3

Score<3

Orthopedic

Score=>3

Pre test
Prob.

0,01

0,50
0,90
0,50

0,90

Sens.

Spec.

PPV

NPV




Heparin-Induced Thrombocytopenia
lgnacio Cruz-Gonzalez,?

Maria Sanchez-Ledesma,?

Pedro L. Sdnchez,®

and lk-Kyung Janga?

aCardiology Division, Massachusetts
General Hospital, Harvard Medical
School, Boston,

Massachusetts, USA

bServicio de Cardiologia, Hospital
General Universitario Gregorio
Marafdén, Madrid, Spain

Figure 2.

Diagnostic and treatment
algorithm for heparin-induced
thrombocytopenia (HIT).

Rev Esp Cardiol. 2007;60(10):1071-82

Thrombocytopenia or Thrombosis in a
Patient Treated With Any Type of Heparin
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Hogyan torténik hazankban?

 Egyetemiintézetekben (Debrecen, Budapest)
* HIT iranyu kivizsgalas nemzetkozi ajanlasok alapjan
* 4T score
e Szlro6teszt(ek)
* PaGIA
* Immunoassay,
e Lateral-flow immunoassay
 Megerd6sito teszt(ek)
* Funkcionalis teszt (dramlasi cytometria)

Minta: 1 csé nativ + 1 cs0 citrattal alvadasgatolt vér
Vizsgalatok: OEP altal finanszirozott



A SE Laboratoriumi Medicina Intézet Haemostasis részlegén
2015.09.01-2016.08.31 kozott végzett HIT vizsgalatok

Objektum HIT szlirés (PAGIA)

AD2C1AQFOH 2016.04.28 *pozitiv
CC1X1A0ED3 2016.03.30 *pozitiv
AS2C2A1QCH 2016.06.06 *pozitiv
CC1X1A3A1C 2015.11.25 *pozitiv 17,30U/ml
CC1X1A36U8 2015.11.27 *pozitiv 3,20U/ml
CC1X1A2YSE 2016.01.19 *pozitiv 2,70U/ml
AD201AO0F8E 2016.04.25 *pozitiv 2,80U/ml
AS292A0LAX 2016.04.29 *pozitiv 1,50U/ml
CC1X1A2UTF 2015.08.03 *pozitiv 3,20U/ml
AS241A077B 2015.12.14 *pozitiv ‘ﬂ:l:l!m’
CC1X1AOFE1 2015.12.22 *pozitiv 2,! lml
CC1X1A2CHK 2016.04.15 *pozitiv 27,70U/ml
CC1X1A37GP 2015.10.27 *pozitiv 20,40 U/ml
CC1X1A372I 2015.11.16 *pozitiv 7,40U/ml
AD2C1A1KO2 2016.05.23 *pozitiv 5,00U/ml
CC1X1AO0FDB 2016.01.04 *pozitiv 52,80 U/ml
AS241A26NU 2015.08.30 *pozitiv 9,70 U/ml
AD291A10WQ 2016.03.17 *pozitiv 2,20U/ml
AD291A10WZ 2016.03.17 *pozitiv 24,10 U/ml
AS292A0UHU 2016.03.21 *pozitiv 45,70 U/ml
AB2E1A2HGO 2016.07.19 *pozitiv 18,20 U/ml
AS2C1A00QW 2016.06.07 *pozitiv 1,40U/ml
AS241A096Y 2015.12.18 *pozitiv 2,80U/ml
= e *negativ: 108
Osszesen: 131 sz(irévizsgalat -
*pozitiv: 23
Eliza pozitiv: 10




AS241A0Z78B 2015.12.14 *pozitiv 67,00 U/ml 0.0-12.0
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A SE Laboratoriumi Medicina Intézet Haemostasis részlegén
2015.09.01-2016.08.31 kozott végzett HIT vizsgalatok

Objektum HIT szlirés (PAGIA)

AD2C1AOFOH 2016.04.28 *pozitiv 22,30U/ml
CC1X1A0ED3 2016.03.30 *pozitiv >300U/ml
AS2C2A1QCH 2016.06.06 *pozitiv @
CC1X1A3A1C 2015.11.25 *pozitiv 17,30 U/ml
CC1X1A36U8 2015.11.27 *pozitiv 3,20U/ml
CC1X1A2YS8E 2016.01.19 *pozitiv 2,70U/ml
AD201A0F8E 2016.04.25 *pozitiv 2,80 U/ml
AS292A0LAX 2016.04.29 *pozitiv 1,50 U/ml
CC1X1A2UTF 2015.08.03 *pozitiv 3,20U/ml
AS241A0Z7B 2015.12.14 *pozitiv 67,00U/ml
CC1X1AO0FE1 2015.12.22 *pozitiv 2,50U/ml
CC1X1A2CHK 2016.04.15 *pozitiv 27,70U/ml
CC1X1A37GP 2015.10.27 *pozitiv 20,40 U/ml
CC1X1A372I 2015.11.16 *pozitiv 7,40U/ml
AD2C1A1KO2 2016.05.23 *pozitiv 5,00 U/ml
CC1X1AO0FDB 2016.01.04 *pozitiv 52,80U/ml
AS241A26NU 2015.08.30 *pozitiv 9,70U/ml
AD291A10WQ 2016.03.17 *pozitiv 2,20U/ml
AD291A10WZ 2016.03.17 *pozitiv 24,10U/ml
AS292A0UHU 2016.03.21 *pozitiv 45,70 U/ml
AB2E1A2HGO 2016.07.19 *pozitiv 18,20 U/ml
AS2C1A00QW 2016.06.07 *pozitiv 1,40 U/ml
AS241A096Y 2015.12.18 *pozitiv 2,80U/ml
*negativ: 108
*pozitiv: 23

eliza pozitiv: 10




AS2C2A1QCH

2016.06.06

*pozitiv

U/ml 0.0-12.0
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AD291A10WZ 2016.03.17 *pozitiv 24,10 U/ml 0.0-12.0
AS292A0UHU 2016.03.21 *pozitiv 45,70 U/ml 0.0-12.0
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FELMERULO GONDOLATOK

HIT/T gyogyuldst kovetéen alkalmazhatd-e ismételten
heparin készitmény?

HIT lehetséges-e PF4/heparin ellenes antitest nélkil is?
A heparin molekula mérete is fontos!

Spontan HIT problémaja!

. Thrombocyta koncentratum alkalmazasa?
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