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PHAT HIEN KHANG THE KHANG YEU TO 4 TIEU CAU
TREN BENH NHAN SAU TIEM VAC-XIN PHONG COVID-19
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Dwong Hai Yén?, Vii Minh Phwong?

TOM TAT

Muc tiéu: Nghién ctru (ing dung xét nghiém HPIA phat hién khéng thé khéang PF4 trén ngudi bénh sau
tiém véc-xin phong COVID-19.

D6i twong: 35 bénh nhan cé 1é&m sang nghi ngor méc bénh i gidam tiéu cau huyét khéi do vac-xin phong
COVID-19, diéu tri tai Bénh vién Bach Mai, ttr thang 7/2021 dén thang 12/2021.

Két qua: Mat dé quang giéng “blank” trung binh la 0,041 + 0,004 ndm trong khuyén céo cta nha san
xuét (dwéi 0,06); méat do quang giéng R6 méi lan xét nghiém déu ndm trong dai khuyén céo cta nha san
xuét; chirng R7a va R7b déu cho két qua &m tinh va duong tinh (phu hop véi gia tri chiing dm, ching
dwong). Mat dé quang trung binh cta nhém cé xét nghiém HPIA dwong tinh va &m tinh khac nhau cé
y nghia théng ké, véi p < 0,05. Xét nghiém HPIA phéat hién duoc khang thé khang PF4 & cé bénh nhan
HIT va VITT.

Két luan: Xét nghiém HPIA duoc tién hanh trén bénh nhan nghingo VITT tai Bénh vién Bach Mai dap teng
cac yéu cau vé ki thuét thuc hién xét nghiém.

T khéa: Khang thé khang PF4, xét nghiém HPIA, VITT.

ABSTRACT

Objective: An applied research on HPIA test to detect anti - PF4 antibodies in patients after vaccination
against COVID-19.

Subjects: 35 patients with clinical suspicion of thrombocytopenia due to COVID-19 vaccine, treated at
Bach Mai Hospital, from July 2021 to December 2021.

Results: The average “blank” optical density was 0.041+0.004 within the manufacturer’'s recommendation
(below 0.06); controls R7a and R7b both gave negative and positive results (consistent with negative and
positive control values). The mean optical density of the group with positive and negative HPIA tests was
statistically significant, with p < 0.05. The HPIA test detected PF4 antibodies in both HIT and VITT patients.
Conclusion: HPIA test conducted on patients with suspected VITT at Bach Mai Hospital met the technical
requirements for testing.

Keywords: Anti - PF4 antibody, HPIA test, VITT.
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2Bénh vién Bach Mai.

1. DAT VAN BE phéat hién trong mau & cac bénh nhan (BN) mac
bénh li gidm tiéu ciu do heparin (heparin induced
thrombocytopenia - HIT) hodc gidm tiéu cau
huyét khdi do vac-xin phong COVID-19 (Vaccine

induced thrombotic thrombocytopenia - VITT). Co

Yéu tb 4 tiéu cau (Platelet factor 4 - PF4) con
duwoc goi 1a yéu té chdng heparin, c6 tac dung
trung hoa hoat tinh chéng déng mau cla heparin.

Khang thé khang PF4 cé kha nang hoat hoa tiéu
cau qua murc, dan dén cac bién chirng gidm tiéu
cau, gay huyét khéi. Khang thé khang PF4 duoc
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ché bénh sinh cla hai bénh Ii HIT va VITT déu cé
lién quan dén khang thé khang PF4. Nhung dé
phat hién sy cé mat cla khang thé khang PF4
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& mdi tinh trang bénh i néu trén, can l1am sang
lai phai s dung dén nhitng phwong phap xét
nghiém khac nhau. C4c xét nghiém “nhanh” nham
phat hién khang thé khang PF4 dang cé trén thj
trwdng gém: xét nghiém mién dich ting cwdng
latex (HemosIL HIT-Ab [PF4-H]), xét nghiém mién
dich héa phat quang (HemoslIL AcuStar HIT-1gG),
xét nghiém mién dich gel hat (xét nghiém khang
thé ID-PaGIA Heparin/PF4), xét nghiém mién dich
dong bén (STic Expert HIT [Diagnostica Stago]))...
Tuy nhién, trong cac xét nghiém nay, cé nhirng xét
nghiém cé dé nhay gan nhw bang khang khi thuc
hién phat hién khang thé khang PF4 trén cac BN
méc VITT.

Tai Viét Nam, dé phat hién khang thé khang
PF4 trén nguwdi bénh HIT, can 1am sang cha yéu st
dung cac xét nghiém HIT “nhanh”, nhw xét nghiém
HIT-Ab bédng phuwong phap mién dich do do duc
ho&c HIT-IgG béng phwong phap mién dich héa
phat quang. Nhw trén da dé cap, cac xét nghiém
nay khéng phét hién dwoc khang thé khang PF4 &
BN VITT. Vi thé, dé phat hién khang thé khang PF4
& BN VITT, nén phai xét nghiém chan doan HIT
bang phwong phap ELISA va két qué dwong tinh
dwoc coi la mot tiéu chuan quan trong trong chan
doan VITT.

VITT & mét bién chirng ndng, xuat hién sau
tiém vac-xin phong COVID-19 véi ti 1é méc khoang
1/263.000 nguwoi (3,8 phan triéu) [1]. Bénh cé ti 1&
tlr vong cao néu khong dwoc chan doan va diéu
tri kip thoi. Gop phan nang cao ndng lwc chan
doan v&i cac trwdng hop méc bénh li VITT, ching
t6i trién khai nghién ctru nay nhdm (rng dung xét
nghiém phat hién khang thé khang PF4 trong phirc
hop heparin - PF4 bang phwong phap ELISA (xét
nghiém HPIA) trén BN sau tiém vac-xin phong
COVID-19.

2. DOl TUQNG, PHWONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Béi twong nghién ctru

35 BN (gébm 21 BN ni va 14 BN nam) c6 biéu
hién l1am sang nghi ng& VITT, dwoc chi dinh lam
xét nghiém HPIA, tai Bénh vién Bach Mai, tir thang
7/2021 dén thang 12/2021.

- Tiéu chuadn Iwa chon: BN tiém véac-xin
phong COVID-19 mdi 1 (30 BN tiém vac-xin loai
adenovirus, 5 BN tiém vac-xin loai mMARN). Thang
dau sau tiém vac-xin, BN xuat hién cac biéu hién
nghi ng& VITT (nhuw tiéu cau giam dwéi 150 G/l va/
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hoac huyét khéi); BN = 16 tudi; BN c6 hd so bénh
an du thong tin nghién ctru.

- Tiéu chuén loai trr: BN ¢ triéu chirng nghi
ng® VITT nhwng khéng lam xét nghiém HPIA; BN
lam xét nghiém HPIA nhung khéng c6 tién st tiém
vac-xin phong COVID-19; BN khong déng y tham
gia nghién ctru.

2.2. Phwong phap nghién ctru

- Thiét ké nghién ctru: mé ta cat ngang.

- Bién sb nghién ctru:

+ D&c diém vé xét nghiém HPIA: mat dd quang
giéng blank, R6, R7a, R7b, cutoff, nhém xét nghiém
HPIA dwong tinh va am tinh.

+ So sanh mot s xét nghiém phéat hién khang
thé khang PF4 & nhém BN chan doan HIT va VITT.

- Nguyén i xét nghiém HPIA: khang thé khang
phirc hop Heparin-PF4 trong huyét thanh hodc
huyét twong BN duwoc cb dinh trong cac giéng
microplate phi sdn khang nguyén Heparin-PF4.
Sau d6, khang thé HIT bi c6 dinh sé& phan (rng v&i
khang khang thé Iop IgG gan men peroxidase.
Men peroxidase phan ng véi TMB substrate dé
tao mau dac trwng (dé két thuc phan &ng, nguoi ta
dung mét acid manh). Cuwéng d6 mau trong giéng
microplate (do bang may ELISA tai bwédc séng 450
nm) sé twong (rng v&i ndng do khang thé HIT - IgG
trong huyét thanh BN.

- Bénh pham xét nghiém: mau toan phan chéng
déng béng natricitrat 3,2%.

- Héa chéat: 1 kit xét nghiém ASSERACH-ROM
HPIA-IgG cla hang Stago gom:

+ Giéng phan tng (R1): 3 x 2 strip (mdi thanh
strip chvra 8 giéng), dwoc phli bang phirc hop
heparin (cong hoa trj).

+ Anti-lgG-Peroxidase (R2): 6 lo x 2 ml, chira
khang thé ctia dé khang khang thé IgG ngudi két
hop v&i peroxidase.

+ TMB (R3): 6 lo x 8 ml, tetramethylbenzidin
nong do < 1%

+ Dilution Buffer (R4): 3 lo x 30 ml, dung dich
dém citrate cé chira huyét thanh dé.

+ Washing solution (R5): 1 lo x 50 ml, dung dich
rira dam d&c gap 20 lan.

+ HPIA-IgG Reference (R6): 3 lo x 1 ml,
chira cac khang thé phan tng véi cac phirc hop
heparin-PF4.
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+ Control 1 (R7a): 3 lo x 1 ml, huyét twong ngudi ddng khé (chirng am).

+ Control 2 (R7b): 3 lo x 1 ml, chra khang thé phan (rng v&i phirc hop heparin-PF4 (chirng dwong).
+ Khung gén céc giéng nhya: 1 cai.

+ TAm phu khay: 1 cai.

- Dung cu, may méc: may ly tam dng mau (trén 2.000g); may lac (vortex); may rira; may loc (mang 450
nm); gang tay; pipet don kénh 10 pl va 1.000 ul; pipet 8 kénh + mang nhwa; dau con (10 pl, 200 pl va 1.000
ul); ddng hd bam giay; dng nhwa sach; dia khudy thay tinh, binh thay tinh; khan gidy khé...

- Cac budc thye hién xét nghiém:

Bwéc 1: Phan phdi vao cac giéng trén kit

MAu test 200 mcl

Bwéc 2: cb dinh cac khang thé HPIA

Day nap céac giéng va U trong 1 tiéng & nhiét do (18 - 25°C)

Bwéc 3: Rira tat ca cac giéng 5 lan bang R5; sau do, ngay lap tirc tiép tuc budrc tiép theo

Bwéc 4: CH dinh lién hop khang Hoéa chét R2 200 mcl

thé - khang khang thé Day nap céc giéng va U trong 1 tiéng & nhiét do (18 - 25°C)

Bwéc 5: Riva tat ca cac giéng 5 lan bang R5, sau d6 Iap tlrc bam dong ho hen gio va bat dau
budc tiep theo

Hoéa chét R3 200 mcl
Bwéc 6: Nhudm mau U méi giéng & nhiét do 18-25°C dung 5 phut, sau dé thém acid
H,SO, 1M 50 mcl

Bwéc 7: Xoay déu micro-plate dé tron cac thanh phan sau khi da bd sung acid vao tat ca céc giéng

Bwaéc 8: Doi 15 phut, sau d6 do do hap thu anh sang & bwéc séng 450 nm trong vong 1 gi¢r. Diéu chinh
may doc vé Zero & giéng Blank

- Nhan dinh két qua:

+ Két qué do mat do quang (OD) clia R6 phu hop véi gia tri dwoc cong bd trong insert cha kit xét
nghiém. Két qua xét nghiém ludn luén phai dwoc dién gidi cuing véi tinh trang 1am sang va déng hoc cuia
tiéu cau.

+ T4t ca két qua xét nghiém cé OD I&n hon X% so v&i gia tri R6 dwoc coi la dwong tinh (gia tri X duwoc
quy dinh trong insert cua kit).

+ T4t ca két qua xét nghiém c6 OD nhd hon hodc bang X% gia tri cia R6 dwoc coi 1a am tinh (binh
thwong). Tuy nhién, vi ndng dé khang thé khang heparin-PF4 c6 thé tang nhanh, néu nghi ngd (c6 OD gan
véi mirc dwong tinh) nén 13y lai mau dé xét nghiém.

- X li s6 liéu: bang phan mém théng ké y sinh hoc.
3. KET QUA NGHIEN cUrU
Bang 1. Mat dé quang cua BN lam xét nghiém HPIA.

Mat dé quang Trung binh Thép nhét Cao nhét Khuyén cao
Blank 0,041 £ 0,004 0,038 0,046 < 0,06
R6 1,832 £ 0,176 1,625 2,052 Theo tirng 16
Cutoff 0,191 £ 0,0157 0,175 0,215 Tinh theo R6
HPIA dwong tinh 1,63 +0,52 0,978 2,132 Trén cut-off
HPIA am tinh 0,055 + 0,029 0,015 0,123 Duaoi cut-off
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Mat dé quang giéng “blank” thap va giéng tham
chiéu (R6) phu hop véi dai tham chiéu clia nha san
xuét. Cac BN c6 xét nghiém HPIA dwong tinh thi co
gia tri OD trung binh cao hon ngwéng cut-off (trong
do, BN c6 gia tri OD cao nhét 1a 2,132, thp nhéat
la 0,978); cac BN cé xét nghiém HPIA am tinh thi
c6 gia tri OD trung binh th4p hon nguwdng cut-off
(trong d6, BN c¢6 gia tri OD cao nhéat |a 0,123, thap
nhét 14 0,015).

- Ti 1&é BN cé xét nghiém HPIA dwong tinh, am
tinh (n = 35):

+ Xét nghiém HPIA dwong tinh: 5 BN (14,3%).

+ Xét nghiém HPIA am tinh: 30 BN (85,7%).

Trong s6 35 BN biéu hién Iam sang nghi ngd
mac VITT dwoc chi dinh xét nghiém HPIA trong
nghién ctru, c6 5 BN (14,3%) cho két qua xét
nghiém HPIA dwong tinh.

Bang 2. So sanh OD trung binh & BN c6 xét
nghiém HPIA dwong tinh va am tinh.

So sanh | HPIA () HPIA (-) p
oD 1,63 £ 0,520,055 £ 0,028 0,000
S6 BN 5 30

Gia tri OD trung binh & cac BN cé HPIA dwong
tinh 1a 1,63 £ 0,52; & cac BN c6 HPIA am tinh la
0,055 + 0,028, khac biét c6 y nghia véi p < 0,05.

Bang 3. So sanh xét nghiém Asserachrom®
HPIA - IgG va HIT-Ab.

Ca bénh HPIA HIT-Ab
Cabénh 1 (VITT) | Dwong tinh Am tinh
Cabénh 2 (VITT) | Dwong tinh Am tinh
Ca bénh A (HIT) Duong tinh Dwong tinh
Ca bénh B (HIT) Duong tinh Dwong tinh

Xét nghiém HPIA phat hién dwoc khang
thé khang PF4 & ca BN méc HIT va méc VITT.
Trong khi do6, xét nghiém HIT-Ab chi phat hién
dwoc khang thé khang PF4 & cac BN c6 chan
doan HIT.
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- Két qua mot s6 BN 1am xét nghiém HPIA:

Hinh &nh mot sé BN lam xét nghiém HPIA
(trang bén) thé hién: strip 2 c6 8 giéng theo thi tw
gbm 2 giéng blank R4, 2 giéng R6, 2 giéng R7a,
2 giéng R7b; strip 3 c6 8 giéng, gém 4 BN, mdi
BN twong ng véi 2 giéng. Giéng R6 va giéng
R7b c6 mau vang, |1a thé hién két qua xét nghiém
duwong tinh.

Mot s6 hinh dnh BN lam xét nghiém HPIA
(giéng mau vang thé hién két qué xét nghiém
dwong tinh, giéng mau trédng la &m tinh).

4. BAN LUAN

Bang 1 cho thay, mat dd quang giéng “blank”
trung binh 1a 0,041 + 0,004, thap nhét la 0,038
va cao nhét |1a 0,046. Theo khuyén nghi, mat
dd quang cla giéng “blank” phai nhé hon 0,06.
Nhw vay, mat d& quang giéng “blank” trong
nghién clru nay dap (rng theo khuyén nghi cta
nha san xuat, ddng nghia vé&i viéc cac diéu kién
thyc hién xét nghiém, nhw nhiét dé va qua trinh
rra da dap ng cac yéu cau vé ki thuat. Gia
tri mat dé quang giéng R6 trung binh I1a 1,832
+ 0,176, thap nhéat 1a 1,625, cao nhéat 1a 2,052,
phu hop véi dai tham chiéu dwoc nha san xuét
cung cap theo hwéng dan s dung tirng 16 héa
chét. Gia tri do & giéng R7a va R7b déu cho két
qua am tinh va dwong tinh, pht hop voi gia tri
chirng am, chirng dwong. Diéu nay chi ra, quy
trinh thwc hién xét nghiém HPIA dat yéu ciu vé
ki thuat.
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Két qua bang 1 cho thay, BN c6 xét nghiém
HPIA dwong tinh thi c6 gia tri OD trung binh
cao hon nguéng cut-off (v&i p < 0,05); trong do,
BN c6 gia tri OD cao nhéat la 2,132, thap nhat
la 0,978. Nhw vay, gia tri OD cta BN cho két
qua dwong tinh ré (trong d6 c6 nhirtng BN thay
OD > 2).

Theo mét s6 nghién ctru, BN cé OD > 2 thi
c6 thé khang dinh chin doan méac VITT ma
khéng can thuwc hién xét nghiém chic nang
[2], [3]. Nghién ctru clia Palaiodimou L trén 492
nhan vién y té tiém véc-xin ChAdOx1 nCoV-19
(AZD1222; AstraZeneca) thi c6 6 nguwdi cho két
qua xét nghiém khang thé khang PF4 duwong
tinh, nhwng triéu chirng 1am sang én dinh, xét
nghiém sé lwvong tiéu cau thay binh thuong [4].
Salih F va cong sw thwc hién nghién ciru kiém
tra huyét thanh 281 nguoi tiém moét trong hai
loai véc-xin phong COVID-19, két qua tim thay
khang thé khang PF4 & ca hai nhém (7% nguoi
nhan ChAdOx1 va 8% ngwdi nhan vac-xin mRNA
BNT162b2) [5]. Xét nghiém hdi ciu & nhirng
ca nhan da c6 san huyét thanh truéc khi tiém
phong, thdy mét sé trwong hop dwong tinh trwdc
khi tiém va mot sé trudng hop am tinh. Hau hét
cac trwong hop dwong tinh déu yéu (OD t 0,5-
1), khéng cé khang thé nao kich hoat tiéu cau va
khong BN nao c6 triéu chirng ho&c giadm tiéu cau.
Nhirng khang thé nay khéng cé y nghia vé mét
lam sang.

Bang 2 cho thay, mat dd quang trung binh & cac
BN c6 xét nghiém HPIA dwong tinh 1a 1,63 £ 0,52,
& cac BN c6 xét nghiém HPIA am tinh la 0,055 +
0,028, khac biét cé y nghia thdng ké véi p < 0,05.
Nhw vay, cac BN cé xét nghiém HPIA dwong tinh
thi c6 mat dé quang cao hon cac BN xét nghiém
HPIA am tinh, khac biét v&i p < 0,05.

Theo bang 3, xét nghiém HPIA phat hién
khang thé khang PF4 & ca BN mac HIT va mac
VITT, trong khi d6, xét nghiém HIT-Ab chi phat
hién dwoc khang thé khang PF4 & BN mac
HIT. Theo nhiéu nghién ctu, cac xét nghiém
“nhanh” thwéng am tinh déi véi BN mac VITT
va khéng dwoc st dung dé chan doan VITT do
14

dd nhay kém [6], [7], [8]. Cac xét nghiém HIT
“nhanh” hién co6 trén thj trwdng, nhw xét nghiém
mién dich tadng cwong latex (HemosIL HIT-Ab
(PF4-H), xét nghiém mién dich hoa phat quang
(HemosIL AcuStar HIT-IgG), xét nghiém mién
dich gel hat (xét nghiém khang thé ID-PaGIA
Heparin/PF4), xét nghiém mién dich dong bén
(STic Expert HIT [Diagnostica Stago])... Trong
doé, xét nghiém HIT-Ab la xét nghiém cé dé nhay
gan nhu bang khéng trong phat hién khang thé
khang PF4 & BN mé&c VITT. Do d6, né khéng
dwoc st dung dé chan doan VITT. Nguwoc lai,
xét nghiém HPIA c6 thé phat hién duoc khang
thé khang PF4 trong ca VITT va HIT v&i d6 nhay
cao (trén 90%) [6] nén co tinh rng dung cao.
Do vay, xét nghiém hép thu mién dich lién két
v@i enzym (ELISA) la xét nghiém sang loc dwoc
khuyén nghi [7].

Cac xét nghiém ELISA PF4/polyanion thwong
mai thuwdng dwong tinh véi VITT, dac biét la ELISA
mién dich (PF4/polyvinyl sulfonate [PVS]). Trong
cac bao cao so bd, nhirng nguwdi méc VITT co
chi s mat d6 quang hoc (OD) cao, trong khoang
ttr 2,00 dén 3,00 (tham chi cao hon), dt dé xac
dinh chan doan VITT (dac biét trong trvong hop
khong tiép xtc gan véi heparin) [3], [9]. O nhitng
BN c6 OD cao, khéng can khang dinh chin doan
bang xét nghiém giai phéng serotonin (SRA). Mét
nghién cru danh gia cac xét nghiém ELISA cho
thdy, khéng c6 phwong phap ELISA don 1é ndo
phat hién dwoc tat ca cac trudng hop méac VITT
[7]. Mot sb két qua am tinh gid da dwoc bao céo
voi xét nghiém ELISA PF4/heparin va PF4/PF4/

£ 3e g

phan giai tiéu ciu.

Cac BN xét nghiém HPIA vé&i mbi strip gébm 8
giéng (twong rng véi mot cot), cdt dau tién theo
thir tw tr A dén H, trong dé, 2 giéng (A, B) la blank,
2 giéng (C, D) Ia R6, 2 giéng (E, F) 1a R7a, 2 giéng
(G,H) l1a R7b. Coét thi 2 1a cia BN, mbi BN dwoc
lam trén 2 giéng, mbi strip sé lam dwoc cho 4 BN.
Két qua cho thay, cac giéng R6 va R7b (BN dau
tién) & cot thir 2 ¢ mau vang khac véi cac giéng
con lai. Khi tién hanh do mat dé quang trén may
ELISA bwéc séng 450 nm, cac giéng nay déu céd
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mat d& quang cao, twong (rng vdi két qua duong
tinh (phan tng ELISA sé& dwong tinh khi mau sac
trong cac giéng thay ddi). Vi vay, véi méi lan lam
xét nghiém ELISA, luén phdi lam cung ch&ng
dwong va chirng am, néu giéng ctia BN c6 mau
vang thé hién dwong tinh, m&rc dd vang khac nhau
thé hién dwoc ndng do khang thé khac nhau trong
mau bénh phadm. Bang mét thwong, c6 thé so bd
két luan dwoc xét nghiém ELISA, nhuwng dé khang
dinh xét nghiém, can phai tién hanh do mat do
quang cla cac mau bénh phdm trén may ELISA
budc séng 450 nm. Mat dd quang clia mau bénh
ph&m cang cao, chirng t néng dd khang thé khang
PF4 trong mau bénh phdm cang 16n, twong tng
véi mau séc cla cac giéng cang dam. Xét nghiém
ELISA dwoc trad theo phwong phap dinh tinh (trc la
xét nghiém dwong tinh hoac am tinh). Tuy nhién,
két qua cé thé dinh lwvong dwoc dwa trén mat do
quang. Do vay, day duoc coi la mét xét nghiém ban
dinh lvong.

5. KET LUAN

Nghién ctru 35 BN c6 biéu hién 1am sang nghi
ng® VITT, dwoc chi dinh lam xét nghiém phat hién
khang thé khang PF4 bang xét nghiém HPIA, tai
Bénh vién Bach Mai, tir thang 7/2021 dén thang
12/2021, két luan:

Xét nghiém HPIA bdo dam cac tiéu chuan vé
ki thuat: mat dd quang giéng “blank” trung binh
la 0,041 + 0,004 ndm trong khuyén céo cla nha
san xuéat (dwéi 0,06); mat d6 quang R6 méi 1an xét
nghiém déu ndm trong dai khuyén céo clGa nha
san xuat; chirng R7a va R7b déu cho két qua am
tinh va dwong tinh (phu hop v&i gia tri chieng am,
chirng dwong). Mat dé quang trung binh cla cac
BN c6 xét nghiém HPIA dwong tinh va am tinh thi
khac nhau c6 y nghia théng k&, véi p < 0,05.
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