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Summary

Hackeng CM, Wijk EM van. Heparin induced thrombocytope-
nia: what do we have to test? Ned Tijdschr Klin Chem Lab-
geneesk 2008; 33: 246-250.

Heparin induced thrombocytopenia (HIT) is a condition with
paradoxically a high risk on thrombotic complications. In this pa-
per the mechanism behind HIT is discussed. A clinical HIT is
likely whenever the thrombocyt count drops to < 100 G/l or < 0
% of its initial value and another reason for the thrombocyto-
penia is excluded. Three types of HIT exist: typical onset, rapid
onset and delayed onset HIT. Several laboratory tests are avail-
able to detect HIT antibodies. However most tests are labour
intensive and/or have a low specificity. As a fast test to exclude
HIT the gel-agglutination test seems suited.

Gevoeligheid van verschillende APTT-reagentia

A.K. STROOBANTS, M. HECKMAN, B. BAKKER, E.J. van den DOOL en A. STURK

Het is essentieel voor de patiéntenzorg dat de APTT
(geactivateerde parti€le tromboplastinetijd)-resultaten
die een laboratorium genereert correct geinterpreteerd
kunnen worden. Daarom is het van belang dat de ei-
genschappen van het in gebruik zijnde APTT-reagens
bekend zijn bij zowel klinisch chemici als bij aanvragers
van laboratoriumonderzoek. Vijf commercieel verkrijg-
bare APTT-reagentia zijn vergeleken voor wat betreft
hun gevoeligheid voor factordeficiénties, lupus-antico-
agulans en antistollingstherapie: het in het algemeen
gevoelige STA APTT-reagens, de gemiddeld gevoelige
STA Cephascreen en Actin FS-reagentia, het factorcon-
centratie-gevoelige HemosIL SynthASil en het relatief
ongevoelige HemosIL SynthAFax-reagens.

Het is essentieel voor de patiéntenzorg dat de APTT-
resultaten die een laboratorium genereert correct ge-
meten, maar ook correct geinterpreteerd worden. Over
de juistheid van APTT-bepalingen, gebruik makend
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van diverse reagentia en stollingsapparatuur, wordt
frequent gepubliceerd (1-3). Ook aan de effecten van
preanalytische variabelen wordt in de literatuur aan-
dacht besteed (4, 5). Er wordt zelfs bediscussieerd wat
de waarde is van de APTT-bepaling bij het monitoren
van heparinetherapie, waarbij de conclusie getrokken
wordt dat deze test, vanwege de snelle en wijdverbrei-
de beschikbaarheid en bekendheid bij klinici, het niet
snel zal verliezen van andere opties als een anti-Xa-ac-
tiviteittest of het bepalen van de heparineconcentratie
(6). De voorspellende waarde van een verlengde APTT
voor de aanwezigheid van een bloedingstoornis is be-
studeerd bij kinderen (7). De positief-voorspellende
waarde blijkt 60% te bedragen, waarbij het belang van
een combinatie van de testuitslag met klinische symp-
tomen en familiehistorie benadrukt wordt.

Er zijn vele APTT-reagentia commercieel verkrijgbaar.
Deze verschillende reagentia kunnen vanwege hun sa-
menstelling grote verschillen vertonen in gevoeligheid
voor factordeficiénties en voor de aanwezigheid van
ongefractioneerde en gefractioneerde heparine. Ook
kunnen ze verschillen in lipidensamenstelling, waar-
door ze in wisselende mate gevoelig zijn voor lupus-
anticoagulans (LAC) en remmers die bijvoorbeeld
verworven hemofilie veroorzaken. Voor de interpretatie
van APTT-uitslagen is het van belang dat deze eigen-
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Tabel 1. Vergelijking van de eigenschappen van 5 APTT-reagentia

Reagens STA APTT STA Actin FS HemosIL HemosIL
Cephascreen SynthASil SynthAFax
Activator Silica Elaginezuur Elaginezuur Silica Elaginezuur
Bovengrens referentie waarde 420! 33,0! 33,0! 38,0! 30,4%
(seconden)
Reproduceerbaarheid <1,1% < 1,0% <0,9% <0,8% <1,1%
Factor VIII deficiéntie 20 35 30 60 30
detecteerbaar (%)
Factor IX deficiéntie 20 25 20 60 20
detecteerbaar (%)
Factor XI deficiéntie 25 45 50 80 50
detecteerbaar (%)
Factor XII deficiéntie 30 50 50 85 50
detecteerbaar (%)
Factor deficiénties <20-30 <25-50 <20-50 < 60-85 <20-50
detecteerbaar (%)
Gevoeligheid voor Zeer gevoelig Gevoelig Gevoelig Gevoelig Matig gevoelig
ongefractioneerde heparine
Gevoeligheid voor LAC3 Zeer gevoelig Gevoelig Matig gevoelig | Matig gevoelig | Matig gevoelig
Gebruiksvriendelijk-heid - + + + +
30 min. bereiden ready to use ready to use ready to use ready to use
5 mL flesjes 10 mL flesjes 10 mL flesjes 10 mL flesjes 10 mL flesjes
24 u houdbaar 48 u houdbaar 48 u houdbaar 240 u houdbaar | 120 u houdbaar

1 = Vastgesteld m.b.v. STA-R (Evolution) met mechanische stolseldetectiemethode

2 = Vastgesteld m.b.v. systeem met optische detectiemethode
3 =LAC bevestigd met dRVVT en LA-screenpanel (Gradipore)

schappen van het reagens bij klinisch chemici en aan-
vragers van stollingsonderzoek bekend zijn. In de stu-
die van Verbruggen et al. worden 11 APTT-reagentia
vergeleken voor wat betreft specificiteit en sensitiviteit
voor factor VIII bij hemofiliepatiénten en draagsters
(8). Door Ten Boekel et al. zijn vier APTT-reagentia
vergeleken voor wat betreft hun gevoeligheid voor het
genereren van relevant verkorte APTT-uitslagen (9).
In de huidige studie werden de eigenschappen van
vijf APTT-reagentia vergeleken: STA APTT en STA
Cephascreen (Diagnostica Stago/Roche Diagnostics),
Actin FS (Siemens), HemosIL SynthASil en SynthA-
Fax (Instrumentation Laboratory). Er is gekozen voor
deze reagentia omdat het in gebruik zijnde reagens STA
APTT erg LAC-gevoelig is en daardoor leidde tot veel
vervolgonderzoek. Er werd gezocht naar een niet LAC-
gevoelig reagens. Het in Nederland veel gebruikte LAC-
gevoelige Actin FSL werd daarom niet meegenomen in
deze vergelijking, het ook LAC-gevoelige SynthAFax
werd op verzoek van de firma wel meegenomen.

Methoden

Alle experimenten werden uitgevoerd met de boven-
genoemde reagentia en vers humaan citraatplasma.
De detectie vond plaats op een STA-R Evolution door
middel van mechanische detectie. De dupliceerbaar-
heid werd op drie niveaus vastgesteld door 21 keer na
elkaar uit eenzelfde monster te meten.

De gevoeligheid voor deficiénties van de factoren
VIII, IX, XTI en XII werd bepaald door het betreffende
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deficiénte plasma (er werd gebruik gemaakt van defi-
ciénte plasma’s van Stago) in stappen van 10% te ver-
dunnen van 0 tot 100% met een normale pool citraat-
plasma (van 240 gezonde vrijwilligers) en de gevoe-
ligheid te definiéren als die concentratie van een factor
waarbij de APTT gelijk is aan de bovengrens van de
referentiewaarde. De gevoeligheid voor o.a. heparine
en LAC van de APTT-reagentia werd bestudeerd door
verse monsters van patiénten te analyseren met de ver-
schillende reagentia. Er werden verse citraatmonsters
gebruikt van patiénten die geen stollingsafwijkingen
hadden, van patiénten bekend met LAC en van patién-
ten die antistollingsmedicatie kregen zoals ongefracti-
oneerde heparine (Leo; UFH), laagmoleculairgewicht-
heparine (Fraxiparine; LMWH) en vitamine-K-antagonis-
ten (acenocoumarol danwel marcoumar; VKA).

De gevoeligheid van de diverse reagentia werd beoor-
deeld door de APTT-uitslag van deze reagentia te ver-
gelijken met de destijds in gebruik zijnde STA APTT-
methode. Daarbij werden de uitslagen vergeleken met
de referentiewaarden die zelf vastgesteld waren (voor
STA APTT, STA Cephascreen en Actin FS), of die
door de firma opgegeven waren (HemosIL SynthASil
en SynthAFax, voor deze laatste was dat op basis van
een optische methode).

De aanwezigheid van LAC in de gebruikte patiénten-
monsters werd in alle gevallen bevestigd door een
positieve testuitslag verkregen met een dRVVT-panel
(‘diluted Russel’s viper venom’ testpanel, Gradipore)
en LA-screen-test (Stago).
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Figuur 1. Factorgevoeligheid van STA Cephascreen voor factor-
VIII-, -IX-, -XI- en -X1I-deficiéntie. Factordeficiént plasma (0%)
en normaal pool (100%) werden gemengd in stappen van 10% en
de APTT werd gemeten. Het punt waar de APTT langer wordt
dan de bovengrens van het referentie-interval (horizontale lijn) is
een indicatie voor de factorgevoeligheid van het reagens.

Daarnaast werd een indruk verkregen van een aan-
tal andere aspecten van de vijf APTT-reagentia zoals
‘ready-to-use’, kosten, houdbaarheid etc.
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Resultaten

De activatoren die gebruikt worden in de verschillende
APTT-reagentia staan vermeld in tabel 1. Bij alle re-
agentia was de geteste dupliceerbaarheid kleiner dan
1,1% en dus goed (tabel 1).

Figuur 1 geeft een voorbeeld van de resultaten van een
experiment waarbij de factorgevoeligheid werd vast-
gesteld voor een reagens, in dit geval het STA Cep-
hascreen-reagens. Uit deze figuur blijkt het reagens bij
35% tactor VIII of lager in het monster een verlenging
te geven van de APTT boven de bovengrens van de
referentiewaarde, voor factor IX begint de verlenging
bij 25%, voor factor XI bij 45% en voor factor XII
bij 50%. De factorgevoeligheid van dit reagens wordt
daarom in tabel 1 weergegeven als < 25-50%. Er zijn,
op deze manier vastgesteld, duidelijke verschillen in
gevoeligheden van de reagentia voor factordeficiénties
zichtbaar (tabel 1) variérend van het voor verschillen-
de factoren zeer gevoelige HemosIL SynthASil-reagens
tot het minder gevoelige STA APTT-reagens.

De resultaten van de vergelijkingen van telkens twee
reagentia zijn weergegeven in figuur 2. In alle figuren
is zichtbaar dat het STA APTT-reagens langere APTT-
waarden genereert dan de andere reagentia omdat vrij-
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Figuur 2. Vergelijking van de gevoeligheid van twee APTT-reagentia voor LAC en verschillende anticoagulantia bepaald op een STA-
R Evolution. De horizontale en verticale lijnen zijn de bovengrenzen van de referentiewaarden. Vergelijking van STA APTT-resultaten
met die van A: STA Cephascreen, B: Actin FS, C: HemosIL SynthASil en D: HemosIL SynthAFax.
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wel alle resultaten onder de diagonale ‘x =y lijn’ liggen.
Eén waarde ligt er ten opzichte van de andere reagentia
onverwacht boven, dit is mogelijk een uitbijter met het
STA APTT-reagens. In de vergelijking met het Hemo-
sIL SynthASil-reagens valt op dat de spreiding van de
punten groter is dan bij de andere vergelijkingen. Bij
gebruik van het HemosIL SynthAFax-reagens wordt
duidelijk dat het ten opzichte van de andere reagentia
bij verschillende typen monsters een geringe APTT-
verlenging geeft.

Als monsters vergeleken worden van patiénten die
geen antistollingstherapie krijgen en die geen aantoon-
baar LAC hebben (groene punten), horen de resulta-
ten in het vlak links onderin de grafiek te vallen; geen
verlenging van de APTT. Sommige resultaten vallen
echter buiten de bovengrens van de referentiewaarden,
hetgeen betekent dat de APTT verlengd is zonder aan-
wijsbare oorzaak. Vooral met het STA Cephascreen-
reagens is dit het geval. De patiéntengegevens van
deze monsters werden teruggezocht en er werd geen
oorzaak gevonden voor dit fenomeen (geen LAC,
geen medicatie, geen stollingsafwijking).

Ook in heparinegevoeligheid verschillen de geteste
reagentia. De resultaten van monsters van patiénten
die met ongefractioneerde heparine behandeld wer-
den, zijn zichtbaar als rode punten, die met LMWH als
donkerblauwe punten. Het STA APTT-reagens is hier-
voor erg gevoelig terwijl HemosIL SynthAFax relatief
ongevoelig is. Op dezelfde manier werd de gevoelig-
heid van de reagentia voor de aanwezigheid van LAC
bestudeerd (gele punten). Daarbij blijkt STA APTT
het meest gevoelig te zijn en zijn Actin FS, HemosIL
SynthASil en HemosIL SynthAFax de minst gevoe-
lige reagentia voor LAC.

Discussie

Om op een wetenschappelijk verantwoorde wijze
sensitiviteit en specificiteit van de APTT-testen vast
te stellen is een uitgebreider onderzoek nodig dan het
hier beschrevene, bijvoorbeeld zoals datgene dat be-
schreven is door Verbruggen et al. (8), maar dan be-
treffende de APTT-bepaling en niet alleen bij hemo-
filiepatiénten.

Bij het interpreteren van de resultaten in dit artikel is
het van belang te beseffen dat er telkens van één lot-
nummer van elk reagens gebruik gemaakt is, waarbij
gevoeligheden per lot kunnen verschillen. Factorge-
voeligheid van een APTT-reagens is belangrijk voor
het aantonen van factordeficiénties, maar het is niet
wenselijk om bij geringe verlaging van factoren (in-
tensivecarepatiénten, leverproblematiek) een verlen-
ging van de APTT te vinden, want dat kan leiden tot
veel en duur vervolgonderzoek. Dit is potentieel het
geval bij gebruik van het HemosIL SynthASil-reagens.
De firma geeft een lagere factor gevoeligheid op voor
factordeficiénties (30 - 50% factor VIII) dan de ge-
voeligheid die hier gevonden is (60% factor VIII). Het
verschil wordt waarschijnlijk veroorzaakt door het feit
dat dit op een ander apparaat met een andere detec-
tiemethode en met ander deficiént plasma is bepaald.
Deze bevinding geeft het belang aan van het testen
van de factorgevoeligheid van de APTT-methode die
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in een laboratoriumsetting gekozen wordt. Des te meer
als afgeweken wordt van een totaal pakket van appa-
raat, meetmethode, reagens en deficiént plasma van
één leverancier. Het vaststellen van gevoeligheid voor
factordeficiénties van de verschillende reagentia is niet
eenvoudig. Met de hier gebruikte methode kan slechts
een indruk verkregen worden van de verschillen tus-
sen reagentia. Het door firma’s aangeboden factorde-
ficiénte plasma is niet altijd even deficiént ten aanzien
van de betreffende stollingsfactor. Restactiviteit van
de betreffende factor en de hoeveelheid van andere
aanwezige factoren hebben invloed op het APTT-re-
sultaat. Daarnaast is het vaststellen van de gevoelig-
heid athankelijk van de bovengrens van het referentie-
gebied van de APTT. Op een STA-R Evolution wordt
hiervoor een mechanische detectiemethode gebruikt,
welke langere stoltijden geeft dan wanneer deze vast-
gesteld zouden worden met behulp van een optische
methode. De bovengrens van het referentiewaardege-
bied van HemosIL SynthAFax is waarschijnlijk iets
langer bij gebruik van een mechanische methode.

Dat een APTT-reagens gevoelig moet zijn voor hepa-
rine is duidelijk. De mate van gevoeligheid is in de
praktijk minder van belang dan het consequent en do-
sisafhankelijk verlengen van de APTT, maar hierover
is in dit artikel geen inzicht gegeven.

De keuze voor een LAC-gevoelig of -ongevoelig re-
agens is afhankelijk van de klinische situatie. Is de
APTT-test bedoeld voor het bestuderen van een bloe-
dingsneiging of het volgen van heparinetherapie, dan
is een verlenging van de APTT ten gevolge van de
aanwezigheid van LAC onwenselijk. Wordt de APTT
daarentegen ook gebruikt voor het screenen op de aan-
wezigheid van LAC in het kader van risico-inschatting
van een tromboseneiging, dan is een LAC-gevoelig
reagens aan te bevelen. Gebruik van het zeer LAC-
gevoelige STA APTT-reagens kan leiden tot veel en
duur vervolgonderzoek met factor- en LAC-bepalin-
gen. Een meng-APTT-test kan daarbij een oplossing
bieden. Bij een mengtest wordt het monster 1:1 ge-
mengd met normaal plasma waarvan de APTT bekend
is en het effect op de APTT van het monster wordt
bekeken (10). Dit is een relatief eenvoudige methode
om onderscheid te maken tussen de aanwezigheid van
een remmer (specifiek tegen een stollingsfactor of een
aspecifieke remmer) of een deficiéntie in het monster.
Het fenomeen van verlengde APTT-waarden bij
patiénten waarbij dit op basis van klinische gegevens
niet verwacht werd, is iets dat nader onderzocht dient
te worden. In het Bronovo ziekenhuis bleek een ver-
lenging van de APTT gebruik makend van het Cepha-
screen-reagens bij patiénten die eerst poliklinisch een
normale APTT hadden waarschijnlijk veroorzaakt te
worden door de profylactische toediening van LMWH
bij ziekenhuisopname die niet bij de behandelend arts
bekend was. Mogelijk is iets dergelijks bij de hier ge-
bruikte monsters ook het geval. Deze constatering in
combinatie met de hier gepresenteerde resultaten ge-
ven aanleiding tot vervolgonderzoek naar de effecten
van LMWH op APTT-bepalingen. Bij gebruik van
enoxaparine (Clexane) is een verlenging van de APTT
vanwege anti-Ila-activiteit al waargenomen.
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Conclusie

Het veranderen van het APTT-reagens is ingrijpend
voor de aanvragers van stollingsonderzoek die gewend
zijn aan de referentiewaarden en de gevoeligheden.
Elk APTT-reagens heeft zijn eigen eigenschappen en
gevoeligheden. Zelfs als de gebruikte activator het-
zelfde is, kunnen er aanzienlijke verschillen zijn in ge-
voeligheid voor heparine, factordeficiénties en LAC.
De gevoeligheid wordt bepaald door de combinatie
van reagens, deficiént plasma, meetmethode en appa-
ratuur. Veranderingen in één van deze vier zijn aanlei-
ding tot onderzoek naar de gevoeligheid van de APTT.
Het is afhankelijk van het laboratorium, de patiénten-
populatie en de klinische vraagstelling welk APTT-re-
agens het meest geschikt geacht wordt. Hoewel slechts
een beperkt aantal reagentia is bestudeerd, kunnen de
resultaten beschreven in dit artikel bijdragen aan het
maken van een weloverwogen keuze.
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It is of high importance for patient care that APTT (activated
partial tromboplastin time) results can be interpreted correctly.
Therefore the properties of the APTT reagent that is used in the
laboratory should be known by the (laboratory) clinicians. 5
commercially available APTT reagents are compared for their
sensitivities for factor deficiencies, lupus anticoagulant and an-
ti-coagulation therapy: the generally sensitive STA APTT rea-
gent, the intermediary sensitive STA Cephascreen and Actin FS
reagents, the factor concentration sensitive HemosIL SynthASil
and the relatively insensitive SynthAFax reagent.

Hemostatica

G.A.E. PONJEE', N. KHORSAND? en V. SCHARNHORST?

Het gebruik van hemostatica speelt een centrale rol bij
het corrigeren van stollingsstoornissen. Uitgifte van
de kort houdbare bloedproducten, waaronder trom-
bocyten en fresh-frozen plasma, ligt op het terrein van
de transfusiegeneeskunde. De humane en gerecombi-
neerde lang houdbare hemostatica worden gerekend
tot de geneesmiddelen die uitgegeven worden onder
auspicién van de apotheek. Door de introductie van
de recombinanttechnologie heeft de ontwikkeling van
met name lang houdbare stollingssupplementen een
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enorme vlucht genomen. Het indicatiegebied voor
deze producten neemt steeds toe en gedegen kennis
over het toepassingsgebied en de mogelijke alternatie-
ven van deze producten is dan ook van groot belang.
Dit artikel geeft een overzicht van de meeste uitgege-
ven hemostatica.

Hemostatica zijn producten die de bloedstolling bevor-
deren en gebruikt worden ter preventie of behandeling
van bloedingen ten gevolge van stollingsstoornissen.
De in te stellen behandeling bij bloedingen is athan-
kelijk van de oorzaak van de bloeding en de klinische
toestand van de patiént.

Dit artikel geeft een kort overzicht over de in Neder-
land gebruikte hemostatica.
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