
1. ĐẶT VẤN ĐỀ

Yếu tố 4 tiểu cầu (Platelet factor 4 - PF4) còn 
được gọi là yếu tố chống heparin, có tác dụng 
trung hòa hoạt tính chống đông máu của heparin. 
Kháng thể kháng PF4 có khả năng hoạt hóa tiểu 
cầu quá mức, dẫn đến các biến chứng giảm tiểu 
cầu, gây huyết khối. Kháng thể kháng PF4 được 

phát hiện trong máu ở các bệnh nhân (BN) mắc 
bệnh lí giảm tiểu cầu do heparin (heparin induced 
thrombocytopenia - HIT) hoặc giảm tiểu cầu 
huyết khối do vắc-xin phòng COVID-19 (Vaccine 
induced thrombotic thrombocytopenia - VITT). Cơ 
chế bệnh sinh của hai bệnh lí HIT và VITT đều có 
liên quan đến kháng thể kháng PF4. Nhưng để 
phát hiện sự có mặt của kháng thể kháng PF4 
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ở mỗi tình trạng bệnh lí nêu trên, cận lâm sàng 
lại phải sử dụng đến những phương pháp xét 
nghiệm khác nhau. Các xét nghiệm “nhanh” nhằm 
phát hiện kháng thể kháng PF4 đang có trên thị 
trường gồm: xét nghiệm miễn dịch tăng cường 
latex (HemosIL HIT-Ab [PF4-H]), xét nghiệm miễn 
dịch hóa phát quang (HemosIL AcuStar HIT-IgG), 
xét nghiệm miễn dịch gel hạt (xét nghiệm kháng 
thể ID-PaGIA Heparin/PF4), xét nghiệm miễn dịch 
dòng bên (STic Expert HIT [Diagnostica Stago])... 
Tuy nhiên, trong các xét nghiệm này, có những xét 
nghiệm có độ nhạy gần như bằng không khi thực 
hiện phát hiện kháng thể kháng PF4 trên các BN 
mắc VITT.

Tại Việt Nam, để phát hiện kháng thể kháng 
PF4 trên người bệnh HIT, cận lâm sàng chủ yếu sử 
dụng các xét nghiệm HIT “nhanh”, như xét nghiệm 
HIT-Ab bằng phương pháp miễn dịch đo độ đục 
hoặc HIT-IgG bằng phương pháp miễn dịch hóa 
phát quang. Như trên đã đề cập, các xét nghiệm 
này không phát hiện được kháng thể kháng PF4 ở 
BN VITT. Vì thế, để phát hiện kháng thể kháng PF4 
ở BN VITT, nên phải xét nghiệm chẩn đoán HIT 
bằng phương pháp ELISA và kết quả dương tính 
được coi là một tiêu chuẩn quan trọng trong chẩn 
đoán VITT.

VITT là một biến chứng nặng, xuất hiện sau 
tiêm vắc-xin phòng COVID-19 với tỉ lệ mắc khoảng 
1/263.000 người (3,8 phần triệu) [1]. Bệnh có tỉ lệ 
tử vong cao nếu không được chẩn đoán và điều 
trị kịp thời. Góp phần nâng cao năng lực chẩn 
đoán với các trường hợp mắc bệnh lí VITT, chúng 
tôi triển khai nghiên cứu này nhằm ứng dụng xét 
nghiệm phát hiện kháng thể kháng PF4 trong phức 
hợp heparin - PF4 bằng phương pháp ELISA (xét 
nghiệm HPIA) trên BN sau tiêm vắc-xin phòng 
COVID-19.

2. ĐỐI TƯỢNG, PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
2.1. Đối tượng nghiên cứu

35 BN (gồm 21 BN nữ và 14 BN nam) có biểu 
hiện lâm sàng nghi ngờ VITT, được chỉ định làm 
xét nghiệm HPIA, tại Bệnh viện Bạch Mai, từ tháng 
7/2021 đến tháng 12/2021.

- Tiêu chuẩn lựa chọn: BN tiêm vắc-xin 
phòng COVID-19 mũi 1 (30 BN tiêm vắc-xin loại 
adenovirus, 5 BN tiêm vắc-xin loại mARN). Tháng 
đầu sau tiêm vắc-xin, BN xuất hiện các biểu hiện 
nghi ngờ VITT (như tiểu cầu giảm dưới 150 G/l và/

hoặc huyết khối); BN ≥ 16 tuổi; BN có hồ sơ bệnh 
án đủ thông tin nghiên cứu.

- Tiêu chuẩn loại trừ: BN có triệu chứng nghi 
ngờ VITT nhưng không làm xét nghiệm HPIA; BN 
làm xét nghiệm HPIA nhưng không có tiền sử tiêm 
vắc-xin phòng COVID-19; BN không đồng ý tham 
gia nghiên cứu.

2.2. Phương pháp nghiên cứu
- Thiết kế nghiên cứu: mô tả cắt ngang.

- Biến số nghiên cứu:

+ Đặc điểm về xét nghiệm HPIA: mật độ quang 
giếng blank, R6, R7a, R7b, cutoff, nhóm xét nghiệm 
HPIA dương tính và âm tính.

+ So sánh một số xét nghiệm phát hiện kháng 
thể kháng PF4 ở nhóm BN chẩn đoán HIT và VITT.

- Nguyên lí xét nghiệm HPIA: kháng thể kháng 
phức hợp Heparin-PF4 trong huyết thanh hoặc 
huyết tương BN được cố định trong các giếng 
microplate phủ sẵn kháng nguyên Heparin-PF4. 
Sau đó, kháng thể HIT bị cố định sẽ phản ứng với 
kháng kháng thể lớp IgG gắn men peroxidase. 
Men peroxidase phản ứng với TMB substrate để 
tạo màu đặc trưng (để kết thúc phản ứng, người ta 
dùng một acid mạnh). Cường độ màu trong giếng 
microplate (đo bằng máy ELISA tại bước sóng 450 
nm) sẽ tương ứng với nồng độ kháng thể HIT - IgG 
trong huyết thanh BN.

- Bệnh phẩm xét nghiệm: máu toàn phần chống 
đông bằng natricitrat 3,2%.

- Hóa chất: 1 kit xét nghiệm ASSERACH-ROM 
HPIA-IgG của hãng Stago gồm:

+ Giếng phản ứng (R1): 3 x 2 strip (mỗi thanh 
strip chứa 8 giếng), được phủ bằng phức hợp 
heparin (cộng hóa trị).

+ Anti-IgG-Peroxidase (R2): 6 lọ x 2 ml, chứa 
kháng thể của dê kháng kháng thể IgG người kết 
hợp với peroxidase.

+ TMB (R3): 6 lọ x 8 ml, tetramethylbenzidin 
nồng độ < 1% 

+ Dilution Buffer (R4): 3 lọ x 30 ml, dung dịch 
đệm citrate có chứa huyết thanh dê.

+ Washing solution (R5): 1 lọ x 50 ml, dung dịch 
rửa đậm đặc gấp 20 lần. 

+ HPIA-IgG Reference (R6): 3 lọ x 1 ml, 
chứa các kháng thể phản ứng với các phức hợp 
heparin-PF4.
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+ Control 1 (R7a): 3 lọ x 1 ml, huyết tương người đông khô (chứng âm).

+ Control 2 (R7b): 3 lọ x 1 ml, chứa kháng thể phản ứng với phức hợp heparin-PF4 (chứng dương).

+ Khung gắn các giếng nhựa: 1 cái.

+ Tấm phủ khay: 1 cái.

- Dụng cụ, máy móc: máy ly tâm ống mẫu (trên 2.000g); máy lắc (vortex); máy rửa; máy lọc (màng 450 
nm); găng tay; pipet đơn kênh 10 µl và 1.000 µl; pipet 8 kênh + máng nhựa; đầu côn (10 µl, 200 µl và 1.000 
µl); đồng hồ bấm giây; ống nhựa sạch; đũa khuấy thủy tinh, bình thủy tinh; khăn giấy khô...

- Các bước thực hiện xét nghiệm:

Bước 1: Phân phối vào các giếng trên kit

Bước 2: cố định các kháng thể HPIA
Mẫu test 200 mcl

Đậy nắp các giếng và ủ trong 1 tiếng ở nhiệt độ (18 - 25ºC)

Bước 3: Rửa tất cả các giếng 5 lần bằng R5; sau đó, ngay lập tức tiếp tục bước tiếp theo

Bước 4: Cố định liên hợp kháng 
thể - kháng kháng thể

Hóa chất R2 200 mcl

Đậy nắp các giếng và ủ trong 1 tiếng ở nhiệt độ (18 - 25ºC)

Bước 5: Rửa tất cả các giếng 5 lần bằng R5, sau đó lập tức bấm đồng hồ hẹn giờ và bắt đầu 
bước tiếp theo

Bước 6: Nhuộm màu

Hóa chất R3 200 mcl

Ủ mỗi giếng ở nhiệt độ 18-25ºC đúng 5 phút, sau đó thêm acid

H2SO4 1M 50 mcl

Bước 7: Xoay đều micro-plate để trộn các thành phần sau khi đã bổ sung acid vào tất cả các giếng

Bước 8: Đợi 15 phút, sau đó đo độ hấp thu ánh sáng ở bước sóng 450 nm trong vòng 1 giờ. Điều chỉnh 
máy đọc về Zero ở giếng Blank

- Nhận định kết quả:

+ Kết quả đo mật độ quang (OD) của R6 phù hợp với giá trị được công bố trong insert của kit xét 
nghiệm. Kết quả xét nghiệm luôn luôn phải được diễn giải cùng với tình trạng lâm sàng và động học của 
tiểu cầu.

+ Tất cả kết quả xét nghiệm có OD lớn hơn X% so với giá trị R6 được coi là dương tính (giá trị X được 
quy định trong insert của kit).

+ Tất cả kết quả xét nghiệm có OD nhỏ hơn hoặc bằng X% giá trị của R6 được coi là âm tính (bình 
thường). Tuy nhiên, vì nồng độ kháng thể kháng heparin-PF4 có thể tăng nhanh, nếu nghi ngờ (có OD gần 
với mức dương tính) nên lấy lại mẫu để xét nghiệm.

- Xử lí số liệu: bằng phần mềm thống kê y sinh học.

3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU

Bảng 1. Mật độ quang của BN làm xét nghiệm HPIA.

Mật độ quang Trung bình Thấp nhất Cao nhất Khuyến cáo
Blank 0,041 ± 0,004 0,038 0,046 < 0,06

R6 1,832 ± 0,176 1,625 2,052 Theo từng lô

Cutoff 0,191 ± 0,0157 0,175 0,215 Tính theo R6

HPIA dương tính 1,63 ± 0,52 0,978 2,132 Trên cut-off

HPIA âm tính 0,055 ± 0,029 0,015 0,123 Dưới cut-off
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Mật độ quang giếng “blank” thấp và giếng tham 
chiếu (R6) phù hợp với dải tham chiếu của nhà sản 
xuất. Các BN có xét nghiệm HPIA dương tính thì có 
giá trị OD trung bình cao hơn ngưỡng cut-off (trong 
đó, BN có giá trị OD cao nhất là 2,132, thấp nhất 
là 0,978); các BN có xét nghiệm HPIA âm tính thì 
có giá trị OD trung bình thấp hơn ngưỡng cut-off 
(trong đó, BN có giá trị OD cao nhất là 0,123, thấp 
nhất là 0,015).

- Tỉ lệ BN có xét nghiệm HPIA dương tính, âm 
tính (n = 35):

+ Xét nghiệm HPIA dương tính: 5 BN (14,3%).

+ Xét nghiệm HPIA âm tính: 30 BN (85,7%).

Trong số 35 BN biểu hiện lâm sàng nghi ngờ 
mắc VITT được chỉ định xét nghiệm HPIA trong 
nghiên cứu, có 5 BN (14,3%) cho kết quả xét 
nghiệm HPIA dương tính.

Bảng 2. So sánh OD trung bình ở BN có xét 
nghiệm HPIA dương tính và âm tính.

So sánh HPIA (+) HPIA (-) p

OD 1,63 ± 0,52 0,055 ± 0,028 0,000

Số BN 5 30

Giá trị OD trung bình ở các BN có HPIA dương 
tính là 1,63 ± 0,52; ở các BN có HPIA âm tính là 
0,055 ± 0,028, khác biệt có ý nghĩa với p < 0,05.

Bảng 3. So sánh xét nghiệm Asserachrom® 
HPIA - IgG và HIT-Ab.

Ca bệnh HPIA HIT-Ab

Ca bệnh 1 (VITT) Dương tính Âm tính

Ca bệnh 2 (VITT) Dương tính Âm tính

Ca bệnh A (HIT) Dương tính Dương tính

Ca bệnh B (HIT) Dương tính Dương tính

Xét nghiệm HPIA phát hiện được kháng 
thể kháng PF4 ở cả BN mắc HIT và mắc VITT. 
Trong khi đó, xét nghiệm HIT-Ab chỉ phát hiện 
được kháng thể kháng PF4 ở các BN có chẩn 
đoán HIT.

- Kết quả một số BN làm xét nghiệm HPIA:

Hình ảnh một số BN làm xét nghiệm HPIA  
(trang bên) thể hiện: strip 2 có 8 giếng theo thứ tự 
gồm 2 giếng blank R4, 2 giếng R6, 2 giếng R7a, 
2 giếng R7b; strip 3 có 8 giếng, gồm 4 BN, mỗi 
BN tương ứng với 2 giếng. Giếng R6 và giếng 
R7b có màu vàng, là thể hiện kết quả xét nghiệm 
dương tính.

Một số hình ảnh BN làm xét nghiệm HPIA 
(giếng màu vàng thể hiện kết quả xét nghiệm 

dương tính, giếng màu trắng là âm tính).

4. BÀN LUẬN

Bảng 1 cho thấy, mật độ quang giếng “blank” 
trung bình là 0,041 ± 0,004, thấp nhất là 0,038 
và cao nhất là 0,046. Theo khuyến nghị, mật 
độ quang của giếng “blank” phải nhỏ hơn 0,06. 
Như vậy, mật độ quang giếng “blank” trong 
nghiên cứu này đáp ứng theo khuyến nghị của 
nhà sản xuất, đồng nghĩa với việc các điều kiện 
thực hiện xét nghiệm, như nhiệt độ và quá trình 
rửa đã đáp ứng các yêu cầu về kĩ thuật. Giá 
trị mật độ quang giếng R6 trung bình là 1,832 
± 0,176, thấp nhất là 1,625, cao nhất là 2,052, 
phù hợp với dải tham chiếu được nhà sản xuất 
cung cấp theo hướng dẫn sử dụng từng lô hóa 
chất. Giá trị đo ở giếng R7a và R7b đều cho kết 
quả âm tính và dương tính, phù hợp với giá trị 
chứng âm, chứng dương. Điều này chỉ ra, quy 
trình thực hiện xét nghiệm HPIA đạt yêu cầu về 
kĩ thuật.
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Kết quả bảng 1 cho thấy, BN có xét nghiệm 
HPIA dương tính thì có giá trị OD trung bình 
cao hơn ngưỡng cut-off (với p < 0,05); trong đó, 
BN có giá trị OD cao nhất là 2,132, thấp nhất 
là 0,978. Như vậy, giá trị OD của BN cho kết 
quả dương tính rõ (trong đó có những BN thấy  
OD > 2).

Theo một số nghiên cứu, BN có OD > 2 thì 
có thể khẳng định chẩn đoán mắc VITT mà 
không cần thực hiện xét nghiệm chức năng 
[2], [3]. Nghiên cứu của Palaiodimou L trên 492 
nhân viên y tế tiêm vắc-xin ChAdOx1 nCoV-19 
(AZD1222; AstraZeneca) thì có 6 người cho kết 
quả xét nghiệm kháng thể kháng PF4 dương 
tính, nhưng triệu chứng lâm sàng ổn định, xét 
nghiệm số lượng tiểu cầu thấy bình thường [4]. 
Salih F và cộng sự thực hiện nghiên cứu kiểm 
tra huyết thanh 281 người tiêm một trong hai 
loại vắc-xin phòng COVID-19, kết quả tìm thấy 
kháng thể kháng PF4 ở cả hai nhóm (7% người 
nhận ChAdOx1 và 8% người nhận vắc-xin mRNA 
BNT162b2) [5]. Xét nghiệm hồi cứu ở những 
cá nhân đã có sẵn huyết thanh trước khi tiêm 
phòng, thấy một số trường hợp dương tính trước 
khi tiêm và một số trường hợp âm tính. Hầu hết 
các trường hợp dương tính đều yếu (OD từ 0,5-
1), không có kháng thể nào kích hoạt tiểu cầu và 
không BN nào có triệu chứng hoặc giảm tiểu cầu. 
Những kháng thể này không có ý nghĩa về mặt 
lâm sàng.

Bảng 2 cho thấy, mật độ quang trung bình ở các 
BN có xét nghiệm HPIA dương tính là 1,63 ± 0,52, 
ở các BN có xét nghiệm HPIA âm tính là 0,055 ± 
0,028, khác biệt có ý nghĩa thống kê với p < 0,05. 
Như vậy, các BN có xét nghiệm HPIA dương tính 
thì có mật độ quang cao hơn các BN xét nghiệm 
HPIA âm tính, khác biệt với p < 0,05.

Theo bảng 3, xét nghiệm HPIA phát hiện 
kháng thể kháng PF4 ở cả BN mắc HIT và mắc 
VITT, trong khi đó, xét nghiệm HIT-Ab chỉ phát 
hiện được kháng thể kháng PF4 ở BN mắc 
HIT. Theo nhiều nghiên cứu, các xét nghiệm 
“nhanh” thường âm tính đối với BN mắc VITT 
và không được sử dụng để chẩn đoán VITT do 

độ nhạy kém [6], [7], [8]. Các xét nghiệm HIT 
“nhanh” hiện có trên thị trường, như xét nghiệm 
miễn dịch tăng cường latex (HemosIL HIT-Ab 
(PF4-H), xét nghiệm miễn dịch hóa phát quang 
(HemosIL AcuStar HIT-IgG), xét nghiệm miễn 
dịch gel hạt (xét nghiệm kháng thể ID-PaGIA 
Heparin/PF4), xét nghiệm miễn dịch dòng bên 
(STic Expert HIT [Diagnostica Stago])... Trong 
đó, xét nghiệm HIT-Ab là xét nghiệm có độ nhạy 
gần như bằng không trong phát hiện kháng thể 
kháng PF4 ở BN mắc VITT. Do đó, nó không 
được sử dụng để chẩn đoán VITT. Ngược lại, 
xét nghiệm HPIA có thể phát hiện được kháng 
thể kháng PF4 trong cả VITT và HIT với độ nhạy 
cao (trên 90%) [6] nên có tính ứng dụng cao. 
Do vậy, xét nghiệm hấp thụ miễn dịch liên kết 
với enzym (ELISA) là xét nghiệm sàng lọc được 
khuyến nghị [7].

Các xét nghiệm ELISA PF4/polyanion thương 
mại thường dương tính với VITT, đặc biệt là ELISA 
miễn dịch (PF4/polyvinyl sulfonate [PVS]). Trong 
các báo cáo sơ bộ, những người mắc VITT có 
chỉ số mật độ quang học (OD) cao, trong khoảng 
từ 2,00 đến 3,00 (thậm chí cao hơn), đủ để xác 
định chẩn đoán VITT (đặc biệt trong trường hợp 
không tiếp xúc gần với heparin) [3], [9]. Ở những 
BN có OD cao, không cần khẳng định chẩn đoán 
bằng xét nghiệm giải phóng serotonin (SRA). Một 
nghiên cứu đánh giá các xét nghiệm ELISA cho 
thấy, không có phương pháp ELISA đơn lẻ nào 
phát hiện được tất cả các trường hợp mắc VITT 
[7]. Một số kết quả âm tính giả đã được báo cáo 
với xét nghiệm ELISA PF4/heparin và PF4/PF4/
phân giải tiểu cầu.

Các BN xét nghiệm HPIA với mỗi strip gồm 8 
giếng (tương ứng với một cột), cột đầu tiên theo 
thứ tự từ A đến H, trong đó, 2 giếng (A, B) là blank, 
2 giếng (C, D) là R6, 2 giếng (E, F) là R7a, 2 giếng 
(G,H) là R7b. Cột thứ 2 là của BN, mỗi BN được 
làm trên 2 giếng, mỗi strip sẽ làm được cho 4 BN. 
Kết quả cho thấy, các giếng R6 và R7b (BN đầu 
tiên) ở cột thứ 2 có màu vàng khác với các giếng 
còn lại. Khi tiến hành đo mật độ quang trên máy 
ELISA bước sóng 450 nm, các giếng này đều có 
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mật độ quang cao, tương ứng với kết quả dương 
tính (phản ứng ELISA sẽ dương tính khi màu sắc 
trong các giếng thay đổi). Vì vậy, với mỗi lần làm 
xét nghiệm ELISA, luôn phải làm cùng chứng 
dương và chứng âm, nếu giếng của BN có màu 
vàng thể hiện dương tính, mức độ vàng khác nhau 
thể hiện được nồng độ kháng thể khác nhau trong 
mẫu bệnh phẩm. Bằng mắt thường, có thể sơ bộ 
kết luận được xét nghiệm ELISA, nhưng để khẳng 
định xét nghiệm, cần phải tiến hành đo mật độ 
quang của các mẫu bệnh phẩm trên máy ELISA 
bước sóng 450 nm. Mật độ quang của mẫu bệnh 
phẩm càng cao, chứng tỏ nồng độ kháng thể kháng 
PF4 trong mẫu bệnh phẩm càng lớn, tương ứng 
với màu sắc của các giếng càng đậm. Xét nghiệm 
ELISA được trả theo phương pháp định tính (tức là 
xét nghiệm dương tính hoặc âm tính). Tuy nhiên, 
kết quả có thể định lượng được dựa trên mật độ 
quang. Do vậy, đây được coi là một xét nghiệm bán 
định lượng.

5. KẾT LUẬN

Nghiên cứu 35 BN có biểu hiện lâm sàng nghi 
ngờ VITT, được chỉ định làm xét nghiệm phát hiện 
kháng thể kháng PF4 bằng xét nghiệm HPIA, tại 
Bệnh viện Bạch Mai, từ tháng 7/2021 đến tháng 
12/2021, kết luận:

Xét nghiệm HPIA bảo đảm các tiêu chuẩn về 
kĩ thuật: mật độ quang giếng “blank” trung bình 
là 0,041 ± 0,004 nằm trong khuyến cáo của nhà 
sản xuất (dưới 0,06); mật độ quang R6 mỗi lần xét 
nghiệm đều nằm trong dải khuyến cáo của nhà 
sản xuất; chứng R7a và R7b đều cho kết quả âm 
tính và dương tính (phù hợp với giá trị chứng âm, 
chứng dương). Mật độ quang trung bình của các 
BN có xét nghiệm HPIA dương tính và âm tính thì 
khác nhau có ý nghĩa thống kê, với p < 0,05.
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