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RESUME

La thrombopénie induite par Uhéparine (TIH) est un syndrome iatrogéne rare, potentiellement mortel, caracté-
risé par une diminution de la numération plaquettaire survenant au cours d'un traitement par héparine asso-
ciée ou non a des complications thrombotiques. Son diagnostic repose sur des critéres cliniques et biologiques.
Deux types de tests sont classiquement utilisés pour le diagnostic biologique de la TIH : 1/ les tests immunolo-
giques, qui détectent les anticorps dirigés contre le complexe facteur 4 plaquettaire/héparine, quelle que soit
leur capacité a activer les cellules ; 2/ les tests fonctionnels, qui ne détectent que les anticorps pathogenes,
activateurs des plaquettes en présence d'héparine. Ce texte ciblera deux aspects du diagnostic. Tout d'abord
les conditions pré-analytiques a respecter, puis la réalisation et linterprétation des tests immunologiques. Ces
propositions ont été rédigées par un groupe de travail de la Société francaise de thrombose et d’hémostase
(SFTH] puis ont été évaluées par un vote et approuvées par les membres de la SFTH.

Mots clés : thrombopénie induite par U'héparine, facteur 4 plaquettaire, diagnostic biologique, test immuno-
logique, exigences pré-analytiques.
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ABSTRACT

Heparin-induced thrombocytopenia (HIT) is a rare, but potentially life-threatening, iatrogenic syndrome, cha-
racterized by a decrease in platelet count during heparin treatment and by thrombotic complications. Both cli-
nical and biological criteria are mandatory for its diagnosis. Two types of tests are usually used for the bio-
logical diagnosis of HIT: 1/ immunological tests, which detect antibodies directed against platelet factor
4[eparin complexes, regardless of their ability to activate cells; 2/ functional tests, which detect only pathogenic
antibodies able to activate platelets in the presence of heparin. This text will focus on two aspects of HIT biological
diagnosis i.e. the pre-analytical conditions to be respected, and the performance and interpretation of immuno-
logical tests. These proposals were drafted by a working group set up by the French Society on Thrombosis and

Hemostasis (SFTH] and then evaluated and approved by SFTH members.

Keywords: heparin-induced thrombocytopenia,
pre-analytical variables.

Rev Francoph Hémost Thromb 2025 ; 7 (1) : 5-21.

INTRODUCTION

La thrombopénie induite par I'héparine (TIH) est un syn-
drome clinico-biologique rare, iatrogéne, caractérisé par la
survenue d'une diminution de la numération plaquettaire
au cours d'un traitement par I'héparine. Cette complication
est associée, dans prés de 50 % des cas, a des événements
thrombotiques qui sont la conséquence d'une activation
pluricellulaire médiée par des anticorps dirigés contre
des complexes formés par le facteur 4 plaquettaire (F4P)
et 'néparine (anti-F4P/H) et impliquant les plaquettes, les
monocytes, les cellules endothéliales et les polynucléaires
neutrophiles. La reconnaissance précoce des signes cli-
niques associée a un diagnostic biologique rapide et spé-
cifigue permet d'initier rapidement un traitement anti-
coagulant non héparinique, indispensable en raison du
risque majeur de complications thrombotiques.

L'objectif de ce document est de guider le clinicien et le bio-
logiste dans la prescription, la réalisation et l'interprétation
des tests biologiques permettant une prise en charge opti-
male du patient suspecté de TIH. En effet, les explorations
biologiques ne doivent étre entreprises qu'en présence d'un
contexte clinique évocateur. Deux types de tests sont classi-
quement utilisés pour le diagnostic biologique de la TIH : les
testsimmunologiques, qui détectent les anticorps anti-F4P/H,
quelle que soit leur capacité a activer les cellules, et les tests
fonctionnels, qui ne détectent que les anticorps pathogénes,
activateurs des plaquettes en présence d’héparine.

Le texte présenté dans ce numéro ciblera deux aspects
du diagnostic. Tout d'abord, les conditions pré-analytiques
a respecter, puis la réalisation et l'interprétation des tests
immunologiques. Aprés analyse de la littérature et discus-

platelet factor 4,

laboratory diagnosis; immunoassay,

sions, 81 propositions ont été rédigées dont 27 ciblées sur les
exigences pré-analytiques et la réalisation des tests immu-
nologiques. Ces propositions ont été soumises a un vote en
ligne auprés des membres de la SFTH et 38 réponses ont
été obtenues. Parmi les 27 propositions présentées dans ce
texte, 21 ont recu un « accord professionnel fort » (> 70 %).
Parmi les 6 autres, 2 ont été reformulées et soumises a un
2¢ vote, 2 ont été amendées en accord avec les commen-
taires exprimés et 2 ont été supprimées.

Ce texte sera complété dans le deuxieme numéro de la RFHT,
publié fin juin, par des propositions relatives a la réalisation
et linterprétation des tests fonctionnels et a la stratégie
diagnostique a mettre en place lors d'une suspicion de TIH.

CONDITIONS PRE-ANALYTIQUES

Chez quels patients doit-on effectuer des tests
biologiques a la recherche d’'une TIH ?

Propositions

- La probabilité clinique de la TIH doit étre évaluée avant la
prescription de tests biologiques.

- La réalisation d'un test biologique @ la recherche d’une TIH
est recommandée en cas de probabilité clinique intermé-
diaire ou élevée.

- La réalisation d'un test biologique & la recherche d’une TIH
n‘est pas recommandée en cas de probabilité clinique faible
de TIH sauf en cas de doute sur la fiabilité des renseigne-
ments cliniques obtenus.

- En cas de probabilité clinique faible et de décision du bio-
logiste de ne pas réaliser de test, cette démarche doit étre
tracée dans le dossier du patient.
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Rationnel

Une thrombopénie ou une baisse de la numération plaquet-
taire (NP) est fréquemment observée chez un patient traité
par héparine alors qu'il ne s'agit d'une TIH que dans de tres
rares cas. Le risque de TIH n’est pas identique chez tous les
patients et trois niveaux de risque ont été définis (1). Le score
des 4Ts (Thrombocytopenia, Timing, Thrombosis, oThers cause of
thrombocytopenia) a largement été validé et son utilisation est
recommandée par la Société Américaine d’Hématologie (1-3).
Le score des 4Ts permet de définir 3 niveaux de risque de TIH.
Un score faible (0-3 points) permet d’exclure la TIH avec une
valeur prédictive négative (VPN) de 99,8 % et rend inutile la
réalisation de tests biologiques. A l'inverse, des scores inter-
médiaires ou élevés ont une valeur prédictive positive insuffi-
sante pour affirmer une TIH et doivent motiver la prescription
de tests biologiques pour confirmer ce diagnostic (4,5).

Le score des 4Ts est difficile a évaluer pour certaines catégo-
ries de patients, et il convient de prendre le temps de rem-
plir les items avec des données objectives (chronologie du
traitement par héparine et des NP), en particulier en cas de
transfert du patient d'un établissement a un autre.

Chez les patients ayant subi une chirurgie cardiaque avec
circulation extracorporelle (CEC), le score 4Ts n'est pas
recommandé et il est préférable et plus efficace d'analyser
le profil d'évolution de la NP aprés la CEC (6,7). Ainsi, un pro-
fil d'évolution de la NP « biphasique » est équivalent a un
risque élevée de TIH. Ce profil correspond a une correction,
méme partielle, de la NP post-opératoire, suivie d'une dimi-
nution brutale et retardée de celle-ci. Certains patients pré-
sentent aprés CEC une absence de correction de la NP aprés
le 5¢ jour post-opératoire, et ce profil dit « monophasique »
indique une probabilité intermédiaire de TIH.

Dans le contexte d'une ECMO (extracorporeal membrane
oxygenation), le score des 4Ts est également difficile a appli-
quer enraison de la survenue fréquente d’'une thrombopénie
précoce des la pose de 'ECMO. La thrombose du circuit ou de
filtres ou une consommation du fibrinogéne plasmatique doit
faire rechercher une TIH d'autant plus si la NP reste basse (8).
Le HEP score (HIT Expert Probability) (9), plus récemment
proposé, semble plus spécifique que le score des 4Ts en
soins intensifs, mais il est plus complexe a utiliser et néces-
site une validation a une plus grande échelle (4).

Un autre score de prédiction d'une TIH a récemment été
proposé en France par le groupe TIH du Groupe francgais
d'étude sur 'hémostase et la thrombose (GFHT, devenu
Société francaise de thrombose et d'hémostase [SFTH] en
2023). Ce score intégre 7 critéres (Tardy-Poncet et al. 2021a),
mais son utilisation pratique et ses performances n'ont pas
encore été évaluées par une étude indépendante.

Quelles variables pré-analytiques liées a U'échantillon
du patient faut-il maitriser pour la réalisation des
tests diagnostiques d’une TIH ?

Echantillon du patient

Propositions

- Les tests diagnostiques peuvent étre réalisés sur plasma
citraté ou sur sérum mais ne peuvent pas étre réalisés sur
CTAD (citrate, théophylline, adénosine et dipyridamole).

- Il est recommandé de réaliser les prélévements a la phase
aigué de la suspicion de TIH.

- Il est recommandé de réaliser les prélévements en quan-
tité suffisante en prévision des tests fonctionnels (3 mL de
plasma ou sérum).

Rationnel

La TIH est une pathologie immune principalement due a des
anticorps d'isotype IgG dirigés contre des complexes formés
par le facteur 4 plaquettaire et 'héparine (anti-F4P/H). Clas-
siquement, ces anti-F4P/H disparaissent progressivement
aprés l'arrét du traitement par héparine. Ainsi, la durée
médiane de persistance des anticorps aprées un épisode de
TIH varie selon le test réalisé : 50 jours si les anticorps sont
recherchés par un test fonctionnel et 85 jours si le test réa-
lisé est un testimmunologique (10).

L'analyse de la littérature rapporte une utilisation indiffé-
rente de plasma (citrate de sodium) ou de sérum quelle que
soit la méthode utilisée (Tableau 1). Pour les tests fonction-
nels, I'échantillon est le plus souvent chauffé a 56 °C pendant
au moins 30 minutes afin de détruire les éventuelles traces
de thrombine qui risquent d'induire une activation plaquet-
taire non spécifique de I'héparine (Tableau 2). Les tests fonc-
tionnels ne peuvent pas étre réalisés sur plasma prélevé sur
CTAD en raison de la présence d'inhibiteurs plaquettaires.

Conditions d’acheminement et de conservation des échantillons

Propositions

- Il est possible d’‘acheminer le plasma ou le sérum vers le
laboratoire en charge des examens a température ambiante,
les anticorps étant trés stables dans cette condition.

- Le plasma ou sérum doit étre décanté et aliquoté en plu-
sieurs fractions afin de limiter le nombre de cycles de congé-
lation/décongélation lors de la réalisation des tests.

- Dans l'attente de la réalisation des tests diagnostiques, les
échantillons de plasma ou de sérum doivent étre conservés
a une température inférieure ou égale a -20 °C.
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Tableau 2: Matrice et préchauffage de I'échantillon dans les tests
fonctionnels.

Table 2: Matrix and sample pre-heating in functional testing.

fonctionnel a56°C
(56-58) Plasma ou sérum Ou 30 minutes
SRA (59) Plasma ou sérum Oui 45 minutes
(60) Sérum Oui 60 minutes
(61) Sérum Oui 45 minutes
HIPA (62) Sérum Oui 30 minutes
(63) Plasma Oui 30 minutes
(64) Sérum Non ND
(65) Sérum Non ND
TAP (58) Plasma ou sérum Oui 30 minutes
(60, 66, 67) Plasma Non ND
(64, 68) Plasma Non ND
. (69-71) Sérum Non ND
gztfc;lr:;(etne (72) Plasma ou sérum Oui 30 minutes
(73) Plasma ou sérum Non ND
(74) Sérum Oui 30 minutes
(75,76) Plasma ou sérum Non ND
HIMEA (60) Plasma Non ND
(77) Sérum Non ND
Abréviations HIMEA Heparin Induced Multi-Electrode Aggregometry ;

HIPA : Heparin Induced Platelet Aggregation ; ND : non déterminé ; SRA : Serotonin
Release Assay ; TAP : test d’agrégation plaquettaire.

Rationnel

Les tests diagnostiques de la TIH sont basés sur la détection
d'anticorps IgG anti-F4P/H présents dans le plasma ou le
sérum du patient. Selon I'Organisation mondiale de la santé,
les IgG sont stables 4 mois entre 20 et 25 °C, 8 mois entre +4
et +8 °C et 8 mois a -20 °C (11). Les échantillons de plasma
ou de sérum peuvent donc étre acheminés a température
ambiante vers le laboratoire qui effectuera les tests. Enfin,
des travaux ont montré une stabilité des immunoglobulines
pendant 3 ans si elles sont conservées a -80 °C (12).

Les cycles de congélation/décongélation favorisent la for-
mation d'agrégats dimmunoglobulines (13) qui peuvent
étre responsables d’'une activation médiée par FcyRIIA mais
non dépendante de I'héparine (14). Il est donc conseillé d'ali-
quoter les échantillons de patient afin de limiter le nombre
de cycles de congélation/décongélation.

Interférence des traitements anticoagulants et antiplaquettaires

Propositions

- Il est proposé, si le prélévement est réalisé alors que le
patient est encore sous héparine, de mesurer lactivité
anti-Xa afin d'aider a l'interprétation des tests fonctionnels.
- Il est proposé de réaliser les prélévements, dans
la mesure du possible, avant tout traitement par le danapa-
roide, compte tenu d'une potentielle interférence avec les

tests fonctionnels.

Rationnel

Lors de la réalisation des tests fonctionnels, I'échantillon du
patient est dilué du 1/2 jusqu'au 1/6¢ selon les méthodes
utilisées (15). L'interférence analytique des traitements anti-
thrombotiques pourra donc étre plus ou moins importante.
La présence d’héparine dans le prélevement peut impac-
ter sa concentration finale dans le test, avec la possibilité
d'observer une activation plaquettaire sans héparine. Des
travaux ont montré que le traitement des échantillons par
I'héparinase peut augmenter la spécificité du test fonction-
nel (16) mais ne permet pas toujours d'abolir I'activation
plaquettaire observée sans héparine (17). Des travaux plus
récents ont montré qu'une activation plaquettaire peut étre
observée chez certains patients en l'absence d’héparine et
que de tels profils étaient en faveur d'une pathogénicité plus
forte des anticorps (18).

Une attention particuliére doit étre portée aux patients trai-
tés par le danaparoide sodique. En effet, ce traitement, a la
différence du fondaparinux ou de I'argatroban, interfére sur
la formation des complexes immuns et pourrait inhiber les
tests d'activation plaquettaire (19).

L'adénosine diphosphate (ADP) et son récepteur P2Y12
jouent un rodle significatif dans l'activation et l'agrégation
des plaquettes induites par les anti-F4P/H en cas de TIH (20).
Ainsi, la présence dans le prélevement de ticagrelor, inhibi-
teur réversible du récepteur P2Y12, peut négativer les tests
fonctionnels de la TIH (21).

Par ailleurs, il a été montré in vitro que les médicaments
anti-GPlIbllla inhibent l'agrégation plaquettaire induite
par les anti-F4P/H sans empécher totalement la libération
du contenu des granules denses (20). Enfin, I'inhibition du
récepteur au thromboxane ne modifie pas l'activation pla-
quettaire induite par les anti-F4P/H (20). La connaissance
des propriétés pharmacocinétiques des antiplaquettaires
est nécessaire lors de la validation des tests fonctionnels
(Tableau 3).

Tableau 3: Traitements antiplaquettaires : demi-vie d'élimination et
interférence avec les tests fonctionnels.
Table 3: Antiplatelet treatments: elimination half-life and interference with

functional tests.

Eptifibatide | Clopidogrel | _. Aspirine/
- TlcagrEIor cangrEIor AINS

6a9h*
Demi-vie 2,5h N Métabolite N . 15 minutes
délimination  15h 285N e 336min b ehas12n
8,5a12,5h
Interférence Non du fait
sur les tests Oui Oui Oui de la courte Non
fonctionnels demi-vie

* Présence prolongée du fait de sa réversibilité et de son métabolite actif.
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TESTS IMMUNOLOGIQUES

Les tests immunologiques sont utilisés en premiéere ligne
pour le diagnostic des TIH puisqu'ils permettent de dépis-
ter rapidement la présence d'anti-F4P/H. Dans ce but, I'utili-
sation de tests immunologiques présentant une excellente
sensibilité (> 95 %) est indispensable. En pratique, le recours
a des scores de probabilité clinique (score 4Ts) ainsi qu’a des
tests immunologiques permet d'exclure la TIH dans de nom-
breux cas, et d’éviter ainsi des traitements médicamenteux
inutiles, potentiellement iatrogénes et colteux (3,22).
Néanmoins, la relativement faible spécificité des tests
immunologiques, liée au fait qu'ils détectent les anti-F4P/H
indépendamment de leur capacité a activer les plaquettes,
implique souvent le recours a des tests fonctionnels qui per-
mettent de confirmer le caractére pathogénique potentiel
des anticorps détectés.

Il existe de nombreux tests immunologiques commerciaux
qui différent selon leur principe, leur mode de détection,
automatisé ou non, les réactifs utilisés, le mode d'expres-
sion des résultats, qualitatif ou semi-quantitatif, et le seuil
de positivité. Ces éléments sont autant de facteurs de varia-
bilité qui expliquent les différentes performances des tests
immunologiques (5,23).

Définition et classification des tests immunologiques

Le tableau 1 regroupe les différents tests immunologiques
actuellement commercialisés en France et leurs principales
caractéristiques techniques.

Tests rapides

Ce sont des tests accessibles a tous les laboratoires de
biologie, pouvant étre réalisés de facon unitaire, avec un
rendu de résultat en moins d'une heure. Les tests rapides
de dépistage des anti-F4P/H sont qualitatifs ou semi-
quantitatifs (unités arbitraires ou UA). Le principe du
test qualitatif repose sur I'immunochromatographie sur
membrane (lateral-flow immunoassay, LFIA, SticExpert®),
celui des tests rapides semi-quantitatifs repose soit sur la
chimiluminescence (chemiluminescent immunoassay, CLIA,
AcuStar®) soit sur I'immunoturbidimétrie (latex immunoas-
say, LIA, HemosIL®). Les tests rapides de dépistage doivent
étre associés a la réalisation d'un score de probabilité cli-
nique. lls sont utilisés uniguement dans un contexte de sus-
picion de TIH a la phase aigué.

Tests ELISA

La recherche et le dosage semi-quantitatif des anti-F4P/H
sont réalisés sur plaque de microtitration 96 puits sécables,
avec une restitution des résultats en 3 a 4 heures. Ces

plagues sont sensibilisées par des complexes F4P/H ou F4P/
PVS (polyvinylsulfonate) immobilisés au fond des puits. Un
autre test est composé de plaques sensibilisées par I'népa-
rine couplée au sulfate de protamine et le F4P est apporté
par un lysat plaquettaire soluble. La révélation de ces tests
est effectuée par un immunoconjugué couplé a une enzyme
capable de cliver un substrat en dérivé coloré. La lecture
nécessite un lecteur de plaque et le résultat est exprimé en
absorbance ou densité optique (DO). En fonction du test,
I'immunoconjugué est dirigé spécifiquement contre les IgG
humaines (IgG spécifique) ou est capable de détecter I'en-
semble des immunoglobulines IgG/A/M (polyspécifique).

Performances des tests immunologiques

Le tableau 4 regroupe les différents tests immunologiques
actuellement commercialisés en France et leurs perfor-
mances décrites dans la littérature.

Pour un test de dépistage, une sensibilité et une valeur
prédictive négative excellentes sont attendues, souvent au
détriment de la spécificité. Deux grandes méta-analyses
ont étudié les performances des tests immunologiques, et
notamment des tests rapides, pour la détection des anti-
corps de TIH (5,23). L'étude de Sun rapporte une excellente
sensibilité des tests rapides (96 a 100 %) mais une spécifi-
cité trés variable (68 a 94 %). Ces résultats ont été confirmés
par une méta-analyse qui a également étudié I'impact des
seuils de positivité (bas, intermédiaire, élevé) sur les perfor-
mances des tests. La plupart des études ayant évalué des
tests immunologiques présentent des limites méthodolo-
giques qui doivent étre soulignées (5) : critéres variables de
définition de la TIH, effectifs et proportion de TIH confirmées
trés variables. De plus, certaines situations cliniques comme
la chirurgie cardiaque avec CEC et l'assistance circulatoire
de type ECMO sont associées a une immunisation fréquente
contre le F4P/H (chez 30 a 50 % des patients) et les tests
immunologiques sont donc moins spécifiques (7,8), mais
peu d'études tiennent compte de ce type de population
dans leur évaluation (24,25).

En pratique clinique, la VPP et la VPN sont souvent utilisées
mais il est important de souligner que ces deux paramétres
sont influencés par la prévalence de la maladie. Ainsi,
une prévalence basse diminuera la VPP et augmentera la
VPN (26).
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Matrice : faut-il utiliser du sérum ou du plasma ?
Quelles sont les interférences ?

Propositions

- Les tests immunologiques peuvent étre réalisés sur plasma
ou sur sérum.

- Pour leur réalisation, il est recommandé de tenir compte
des potentielles interférences analytiques décrites dans les
notices fournisseurs pouvant fausser linterprétation des
résultats.

- Il nest pas recommandé de diluer I'échantillon au-dela de
ce qui est recommandé par le fournisseur, si le résultat de la
premiére mesure est supérieur au seuil maximal de quanti-
fication.

Rationnel

Comme illustré dans le tableau 1, les tests immunologiques
recherchant les anti-F4P/H peuvent aussi bien étre effectués
sur plasma (citraté) que sur sérum. Certains tests tiennent
compte du facteur de dilution au 1/10¢ apporté en plasma.
Ces tests peuvent étre effectués indépendamment de la
présence d'héparine dans le prélevement. Les potentielles
interférences analytiques liées aux propriétés de I'échan-
tillon et fournies dans les notices fournisseurs sont listées
pour chaque test dans le tableau 1 mais en raison d'une pré-
dilution de I'échantillon trés importante lors des tests ELISA,
elles sont presque toujours négligeables.

Compte tenu du caractére semi-quantitatif des tests immu-
nologiques, certains auteurs proposent une pré-dilution
supplémentaire de I'échantillon du patient pour obtenir une
valeur quantifiable en cas de résultat supérieur au seuil de
détection ou pour obtenir un titre mesurable d'anticorps.
Cette démarche n'est toutefois pas validée en raison de la
non-linéarité des valeurs de résultats obtenues (27).

Quels sont les éléments de criticité des tests
immunologiques ?

Propositions

- Lors de la réalisation de tests immunologiques de type

ELISA, il est recommandé de :
o Maitriser la température de la piéce dans laquelle le test
est effectué ainsi que les durées d'incubation des réactifs,
notamment du substrat.
o Réaliser la mesure en duplicat pour chaque échantil-
lon de patient afin de s'affranchir de toute erreur liée au
caractére manuel de la technique.

- L'interprétation des tests rapides qualitatifs (LFIA) a lecture
visuelle doit étre réalisée, si possible, par deux observateurs.
- Un doute sur la positivité d'un test rapide qualitatif (LFIA)
a lecture visuelle doit amener a considérer le résultat du
test comme étant par défaut positif et a réaliser un test
semi-quantitatif.

- En cas de probabilité clinique élevée de TIH, il nest pas
recommandé de réaliser un test rapide qualitatif (LFIA), le
diagnostic ne pouvant étre exclu si le résultat obtenu est
négatif.

- En cas de probabilité clinique élevée de TIH et de test
immunologique négatif, il est proposé de toujours réaliser
un test fonctionnel.

Rationnel

Les notices fournisseurs des tests ELISA pour la détection
des anti-F4P/H soulignent l'importance du contrdle de la
température de la piéce, du respect des temps d'incuba-
tion, notamment lors des étapes finales (dépdt du substrat),
pour obtenir des résultats fiables. Il est nécessaire de réali-
ser les tests en duplicate pour sécuriser le rendu du résul-
tat. Le seul test rapide qualitatif actuellement disponible en
France (LFIA) implique une lecture visuelle du résultat, ce qui
est source d'erreurs et de discordances. Une étude multi-
centrique a montré que les tests rapides qualitatifs présen-
taient un nombre plus élevé de faux-négatifs que les tests
rapides semi-quantitatifs et ELISA, ce qui remet en ques-
tion leur utilisation comme tests d'exclusion (28). Dans ce
contexte, le test LFIA doit étre utilisé avec précaution. En cas
de probabilité élevée de TIH, un résultat négatif ne permet
pas d'exclure le diagnostic de TIH (24). De plus, aucun test
immunologique ne posséde une VPN de 100 %, et il est donc
proposé en cas de probabilité clinique élevée de TIH et de
test immunologique négatif, de réaliser systématiquement
un test fonctionnel.

Quels contrdles de qualité pour les tests
immunologiques ?

Contréle interne de qualité (CIQ)

Propositions

- Pour le test qualitatif par LFIA, chaque lot réceptionné doit
étre vérifié au moins une fois a l'aide des CIQ fournis.

- Lors de la réalisation d'un test immunologique semi-
quantitatif, il est recommandé d'utiliser le ou les contréles
internes de qualité inclus dans le kit du fournisseur et de ne
valider les résultats de la série que si les valeurs obtenues
pour le(s) CIQ sont conformes.
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Rationnel

Comme indiqué précédemment, de nombreuses variables
sont susceptibles d'interférer avec les résultats des tests
immunologiques (voir partie « Eléments de criticité »). Le
passage du ou des CIQ inclus(s) dans le kit lors de la réali-
sation d'un test immunologique semi-quantitatif permet de
s'assurer du bon fonctionnement du systeme analytique.
Les niveaux de CIQ fournisseurs sont souvent dans des
valeurs extrémes, peu adaptées a la zone critique du cut-off
fournisseur ou du cut-off d'interprétation clinique.
Concernant le test rapide qualitatif (LFIA), les CIQ (positif et
négatif) fournis permettent de vérifier la conformité du lot
a réception et peuvent étre une aide dans la formation des
utilisateurs.

Evaluation externe de qualité (EEQ)

Proposition

Pour tout test immunologique de détection des anti-F4P/H, il
est recommandé de participer & un programme d‘évaluation
externe de la qualité pour s’assurer de la comparabilité des
résultats obtenus avec ses groupes de pairs.

Rationnel

Il existe plusieurs systemes d'évaluation externe de la
qualité concernant les tests immunologiques dédiés a la
recherche d'anti-F4P/H.

ECAT (External quality Control of diagnostic Assays and
Tests)

L'ECAT utilise un anticorps chimérique de type IgG anti-
FAP/H (29). Les résultats des EEQ ECAT montrent une impor-
tante variabilité des résultats pour un méme test d'un centre
a l'autre. Sur 3 exercices récents (6 contréles), le coefficient
de variation (CV) des méthodes ELISA varie de 12 % a 25 %
pour les DO élevées > 2 ; de 12 % a 30 % pour les DO modé-
rées entre 1 et 2 et de 30 a 60 % pour les DO faibles < 0,2.
Sur ces mémes exercices, le CLIA montre des CV de 12,8 a
20 % pour des UAentre3 et 11 etle LIAdes CVde 20 a 25 %
quel que soit le résultat. Bien que les CV de ces EEQ soient
considérés comme acceptables, la fourchette min-max
lors de ces évaluations montre une grande dispersion des
valeurs. L'expression des résultats par un ratio DO/cut-off ne
minore pas la dispersion des résultats.

Dans une étude publiée a partir des résultats de I'ECAT
obtenus entre 2014 et 2017, les auteurs montrent que les
tests rapides semi-quantitatifs et les ELISA classent > 95 %
des échantillons de maniére concordante mais avec des CV
importants (35 a 50 %) pour les DO positives (28).

Probioqual

Probioqual a proposé en 2022 un EEQ pour les tests immu-
nologiques en utilisant du plasma normal citraté d'origine
humaine surchargé en anticorps monoclonal chimérique
anti-F4P (29). Avec les tests ELISA (16 % des participants),
les 3 campagnes EEQ rapportent 100 % de réponses
conformes, que I'échantillon fourni soit négatif, faiblement
ou fortement positif. Concernant les résultats rapportés
avec les tests rapides (LFIA dans 56 % des cas), une réponse
conforme est rapportée dans 90 % des cas, quel que soit
I'échantillon testé.

Etude inter-laboratoire

Une étude multicentrique internationale avec 6 centres
participants a montré sur 7 échantillons que les méthodes
ELISA ont une trés bonne concordance qualitative (97,6 %),
avec une faible différence de DO d'un centre a l'autre (30).

Quels tests immunologiques doit-on réaliser
en pratique ?

19G spécifiques ou IgG, A, M ?

Proposition

Il est recommandé d'utiliser préférentiellement des tests
immunologiques détectant spécifiquement les anti-F4P/H
d'isotype IgG. Ces tests présentent une meilleure spéci-
ficité que ceux détectant toutes les classes dimmuno-
globulines.

Rationnel

Des méthodes de détection IgG spécifiques des anti-F4P/H
ont été développées puisque la grande majorité des anti-
corps pathogenes sont d'isotype IgG. L'ensemble des études
réalisées montre tres clairement que le dépistage spécifique
des IgG permet d'augmenter la spécificité du diagnostic de
TIH, au prix d'une légére perte de sensibilité (5,31-33).

Quelle place pour le test de neutralisation & l'héparine ?

Proposition

I n’est pas recommandé d‘ajouter une étape de neutralisa-
tion en présence de fortes concentrations d’héparine lors de
la réalisation d'un test ELISA. Seuls les tests fonctionnels per-
mettent d‘affirmer la pathogénicité des anti-F4P/H détectés.

Rationnel
Le test de neutralisation a I'néparine effectué au cours des
tests immunologiques dédiés a la recherche d'anti-F4P/H a
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été proposé par certains industriels comme une étape de
confirmation du diagnostic de TIH. Cette étape consiste a
ajouter une forte concentration d'héparine (100 Ul/mL)
dans le puits réactionnel. Une réduction de la DO d'au
moins 50 % par rapport a la condition sans ajout d’'héparine
serait en faveur de la présence d'anti-F4P/H héparine-
dépendants (34). Cette étape s'est avérée peu efficace pour
augmenter la spécificité des tests ELISA, avec des faux-
négatifs, mais aussi la persistance de faux-positifs, notam-
ment en cas de DO élevée (35), par exemple aprés chirur-
gie cardiaque, situation associée a une séroconversion chez
pres de 50 % des patients (36,37).

Peut-on se contenter d’un test de dépistage rapide (qualitatif/
semi-quantitatif] ?

Propositions

- Les tests rapides immunologiques, s’ils sont négatifs,
excluent une TIH uniquement chez les patients dont la pro-
babilité clinique est intermédiaire.

- En cas de probabilité clinique élevée, le diagnostic ne
peut étre exclu si un test rapide qualitatif (LFIA) ou semi-
quantitatif (CLIA ou LIA) est négatif. Il est donc recommandé
de réévaluer la probabilité clinique et de pratiquer un test
ELISA et un test fonctionnel.

Rationnel

Une limite majeure des tests ELISA est leur non-disponibilité
en période de garde et leur délai de réalisation assez long
(en moyenne 3 a 4 h). C'est pourquoi certains laboratoires
réalisent les ELISA en série, laissant le clinicien prendre en
charge la suspicion de TIH dans un contexte d'urgence, sans
aide de la biologie (38).

En cas de probabilité clinique faible ou intermédiaire de
TIH, les tests rapides permettent d'exclure une TIH avec une
bonne VPN (23), ce qui évite la sur-exposition des patients a
des anticoagulants non hépariniques, plus colteux et dont
le risque iatrogéne est avéré.

Cependant, la probabilité post-test des tests rapides n'est
pas suffisante pour permettre I'exclusion d'une TIH en cas
de probabilité clinique élevée et de test immunologique
négatif (23). Plusieurs études ont montré que les tests
rapides, qu'ils soient qualitatifs ou semi-quantitatifs, étaient
associés a une probabilité post-test de TIH non acceptable :
2,6 % avec le SticExpert® (24) et 1,8 a 9,9 % avec HemoslIL
AcuStar IgG® selon les études (39,40).

Interprétation des résultats

Faut-il appliquer les seuils de positivité du fournisseur ?

Propositions

- Il est recommandé d'utiliser le seuil fournisseur pour les
tests immunologiques afin de garantir une sensibilité opti-
male.

- Il n’est pas recommandé d‘augmenter le seuil de positivité
des tests immunologiques.

- Les résultats faiblement positifs en ELISA doivent étre inter-
prétés en fonction du contexte clinique.

Rationnel

Tous les tests immunologiques quantitatifs utilisés pour le
dépistage des TIH possedent un seuil de positivité donné
par l'industriel correspondant au seuil analytique (ou cut-
off). Le faible seuil de positivité de ces tests explique en par-
tie leur manque de spécificité. Ce seuil est déterminé en uti-
lisant des prélevements de sujets sains non-préalablement
exposés a I'héparine, alors que les tests sont réalisés quasi-
exclusivement chez des patients exposés a I'héparine (41).
Concernant les tests ELISA, il a été montré dans plusieurs
travaux que la probabilité clinique de TIH était corrélée
aux absorbances mesurées. Dans ce contexte, un seuil cli-
nique, plus élevé que le seuil analytique, est souvent redé-
fini localement pour guider linterprétation du résultat en
tenant compte de la probabilité post-test de TIH (5,38). Il est
important de souligner que l'augmentation de cette valeur
seuil (seuil clinique) permet de gagner en spécificité, mais
au prix d'une baisse de sensibilité, avec un risque de faux-
négatifs (5,41-43). En ce sens, l'utilisation d’'un seuil de posi-
tivité bas est recommandée par I’American Society of Haema-
tology (ASH) (3).

A défaut d'augmenter le seuil de positivité, il a été proposé
d'établir des fourchettes de positivité (DO ou UA) permet-
tant de stratifier la probabilité de TIH (5,38,41,42) (voir cha-
pitre « Interprétation des résultats »).
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Faut-il interpréter le titre apparent d'anticorps mesuré avec ter la DO mesurée selon le contexte clinique a l'aide d'une
un test immunologique ? approche bayésienne (probabilité faible, intermédiaire ou

élevée). De plus, une DO élevée est positivement corrélée
Tests rapides semi-quantitatifs (LIA ou CLIA) avec le risque de thrombose (49).

Compte tenu de ces éléments, il est parfois suggéré d'établir
un seuil de positivité clinique (plus élevé que le seuil four-
nisseur) pour interpréter les résultats des tests immunolo-
giques et guider l'attitude thérapeutique en urgence. A ce
titre, un seuil de DO > 0,65 en ELISA IgG Immucor GTI® per-
mettrait d'avoir une sensibilité de 97,1 % et une spécificité
de 92,4 %. Mais selon une étude allemande, ces résultats ne
sont pas transposables a d'autres ELISA (50).

Propositions

- En raison d'un manque de données disponibles avec le test
LIA, il n'est pas recommandé a ce jour d'interpréter la valeur
chiffrée du résultat obtenu pour évaluer la probabilité de
TIH.

- Il est proposé d'effectuer un test fonctionnel en cas de test
immunologique semi-quantitatif positif.

- En dehors d’un contexte de CEC, un résultat de CLIA supé-
rieur a 10 UA/mL est trés en faveur d’'une TIH. Il est alors | Quel seuil appliquer pour les patients post-circulation
envisageable de s'affranchir de la réalisation d'un test fonc- | extra-corporelle [CEC] ou sous ECMO [extracorporeal
tionnel pour confirmer la TIH. membrane oxygenation) ?

Propositions

Rationnel - Il est suggéré qu'un binéme clinicien/hémostasien éva-
Contrairement aux tests ELISA, les autres tests rapides | jye conjointement la pertinence de la prescription de tests
immunologiques semi-quantitatifs (LIA et CLIA) n‘ont pas | recherchant une TIH en post-CEC ou au cours d'une ECMO.
fait I'objet d'un nombre suffisant d'études permettant de | _ /¢ score des 4Ts ne doit pas étre utilisé dans ce contexte,
démontrer une corrélation entre la valeur chiffrée obtenue | et jj est recommandé d’évaluer la pertinence de la prescrip-
et la probabilité de TIH (44). Cette remarque s'applique tout | tjon selon I'évolution de la numération plaquettaire en post-
particulierement au test LIA pour lequel tres peu d'études | opératoire (non remontée G J5 de lintervention = risque

sont rapportées dans la littérature. modéré de TIH ou remontée a J5 puis cassure de la courbe
Néanmoins, plusieurs études ont montré qu'un résultat | dans les jours qui suivent = risque élevé de TIH).
> 10 UA/mL pour le CLIA IgG était hautement prédictif du | - £n raison du manque de données disponibles, il n'est

diagnostic de TIH, avec un test fonctionnel systématique- | pas recommandé de modifier le seuil de positivité des tests
ment positif (40,45). Afin d'aider a l'interprétation de ce test, immunologiques.

trois seuils de pOSitiVité ont été suggérés . faible avec 1 a - || est recommande” en cas de test immuno/ogique positif’
2,8 UA, intermédiaire avec 2,8 a 9,4 UA et fort avec au mini- d’effectuer systématiquement un test fonctionnel.

mum 9,4 UA (42).

Tests ELISA Rationnel
Aprés une chirurgie cardiaque avec CEC, jusqu'a 50 % des
Propositions patients développent des anticorps anti-F4P/H sans présen-

- Il est proposé de toujours rendre un résultat de test ELISA | ter de thrombopénie ou de signes cliniques de TIH (51,52),
en incluant la valeur de DO et une interprétation du résultat. | Mettant en défaut les seuils de positivité des tests immuno-

- Pour aider & l'interprétation d'un test ELISA, il est utile d'in- | logiques de type ELISA. Le méme constat est effectué chez
tégrer la probabilité clinique de TIH. les patients bénéficiant d'une assistance circulatoire de type
- Il est proposé d'effectuer un test fonctionnel en cas de test | ECMO, avec un pourcentage de séroconversion proche de
immunologique positif. 30 % (53).

- En dehors d'une CEC, un résultat de DO supérieur ¢ 2 en En post-CEC, il a été montré que I'évolution de la NP dans les
ELISA est trés en faveur d'une TIH. Il est alors envisageable | jours qui suivent la chirurgie est hautement predictive de la

de ne pas réaliser de test fonctionnel pour confirmer la TIH. survenue d'une TIH, avec deux profils anormaux identifiés :
l'un caractérisé par une diminution de la NP aprés une cor-

rection préalable (risque élevé de TIH), et I'autre correspon-

Rationnel dant a une NP basse persistante dans les 5-6 jours suivant la
Pour tous les tests ELISA, la DO est corrélée avec la proba- CEC (risque modéré de TIH) (7)

bilité de TIH (37,38,46-48). Il est donc pertinent d'interpré-
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Comme dans d'autres contextes cliniques, plusieurs études
proposent d'augmenter le seuil de positivité des tests ELISA
mais ces données n‘ont pas été validées a grande échelle et
avec plusieurs trousses. A titre d’exemple, un seuil de 2,29
(ELISA GTI Immucor® polyspécifique) a été proposé en post-
CEC comme hautement prédictif d'une TIH, car avec tous les
échantillons au-dela de ce seuil le SRA était positif (41). Dans
un contexte d'ECMO, un seuil plus faible de 1,5 (ELISA GTI
Immucor® IgG) a été proposé, mais avec un effectif étudié
trop faible pour conclure définitivement sur la pertinence de
cette valeur (3 cas de TIH sur 57 patients étudiés) (53). Une
augmentation du seuil de positivité de I'ELISA (GTI Immucor®)
a 1 permettrait, chez les patients sous ECMO, d'obtenir une
VPN de 95 % et une spécificité de 89 % (54).

Doit-on s’assurer de la disparition des anticorps
anti-F4P/H a distance de la phase aigué ?

Propositions

- Lorsqu’un diagnostic de TIH a été confirmé, la disparition
des anti-F4P/H doit étre vérifiée avant tout geste invasif
nécessitant une administration d’héparine.

- Il est proposé de remettre au patient une carte avec les
résultats des différents tests biologiques effectués ainsi que
les coordonnées du centre ayant pris en charge le diagnostic
biologique de TIH.

Rationnel

Les anticorps anti-F4P/H développés au cours des TIH sont
transitoires. Dans les 3 mois qui suivent le diagnostic, ils sont
indétectables avec un test fonctionnel chez plus de 80 % des
patients et chez 50 % avec un test immunologique (10). Bien
qu’une récidive de TIH ne soit pas systématique en cas de

ré-exposition al'héparine, il estadmis qu’'une ré-introduction
chez un patient présentant encore des anticorps anti-F4P/H
en circulation expose le patient a un risque non acceptable
de récidive (55).

De ce fait, une nouvelle recherche d'anticorps anti-F4P/H
a l'aide d'un test immunologique semi-quantitatif, et d'un
test fonctionnel en cas de positivité du premier test, doit
étre réalisée avant tout geste invasif nécessitant I'adminis-
tration, méme ponctuelle, d'héparine. Une recherche peut
également étre réalisée 3 a 6 mois aprés le diagnostic, au
décours d'une consultation de suivi, permettant d'évaluer
I'état clinique du patient, de lui expliquer la pathologie et de
lui remettre, si possible, une carte d'urgence a porter sur soi
notifiant 'antécédent de TIH.

CONCLUSION

Le diagnostic biologique de TIH nécessite une bonne connais-
sance des performances de chaque test pouvant étre utilisé.
En effet tous les tests immunologiques ne sont pas équi-
valents et leur réalisation doit toujours s'inscrire dans une
démarche clinico-biologique avec une bonne connaissance
de la probabilité clinique pré-test de TIH. En effet, certains
tests ne doivent jamais étre utilisés seuls en cas de probabi-
lité pré-test élevée. De plus, une quantité suffisante de pré-
levement est nécessaire afin de réaliser (ou de sous-traiter)
un second test immunologique et/ou un test fonctionnel. Ce
prélevement doit étre réalisé au plus proche de la suspicion
de TIH en raison de la présence transitoire des anticorps.
De plus, les traitements anticoagulants et/ou anti-agrégants
recus par le patient doivent étre notifiés en raison de leur
potentielle interférence sur les tests fonctionnels. En cas
de doute sur le diagnostic final, un avis auprés d'un centre
expert est nécessaire et doit toujours étre demandé. [

Liens d'intéréts : Emmanuel DE MAISTRE déclare des essais cliniques :
PHRC TIH score, étude FRIGTIH, étude TIH-FM et des liens d'intéréts avec
Stago et Viatris ; Yves GRUEL déclare avoir des liens d'intéréts avec Stago et
Viatris ; les autres auteurs déclarent ne pas avoir de lien d'intérét en rapport
avec cet article.
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