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RÉSUMÉ

La thrombopénie induite par l’héparine (TIH) est un syndrome iatrogène rare, pouvant engager le pronostic vital, 
caractérisé par une diminution de la numération plaquettaire survenant au cours d’un traitement par héparine 
associée ou non à des complications thrombotiques. Son diagnostic repose sur des critères cliniques et biolo-
giques. Deux types de tests sont classiquement utilisés pour le diagnostic biologique de la TIH : 1/ les tests immuno- 
logiques, qui détectent les anticorps dirigés contre le complexe facteur 4 plaquettaire/héparine, quelle que 
soit leur capacité à activer les cellules ; 2/ les tests fonctionnels, qui ne détectent que les anticorps patho-
gènes, activateurs des plaquettes en présence d’héparine. Ce texte ciblera dans une première partie les aspects 
méthodologiques et l’interprétation des tests fonctionnels. La démarche diagnostique sera abordée dans une 
seconde partie avec la proposition de 3 algorithmes décisionnels. Ces propositions ont été rédigées par un 
groupe de travail de la Société Française de Thrombose et d’Hémostase (SFTH) et ont ensuite été évaluées avec 
un vote et approuvées par les membres de la SFTH.
Mots clés  : thrombopénie induite par l’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, 
characterized by a decrease in platelet count during heparin treatment and thrombotic complications. Both 
clinical and biological criteria are mandatory for its diagnosis. Two categories of tests are usually used for 
the biological diagnosis of HIT: 1/  immunological tests, which detect antibodies directed against platelet 
factor 4 heparin 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. The first part of this text focuses on 
the methodological aspects and interpretation of functional tests. The diagnostic approach will be the topic of the 
second part, in which 3 decision algorithms will be proposed.
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, platelet factor 4, laboratory diagnosis, functional assays, 
decision algorithms.

Rev Francoph Hémost Thromb 2025 ; 7 (2) : 57-86.

INTRODUCTION
La thrombopénie induite par l’héparine (TIH) est un syn-
drome clinico-biologique rare, iatrogène, caractérisé par la 
survenue d’une diminution de la numération plaquettaire 
au cours d’un traitement par l’héparine. La reconnaissance 
précoce des signes cliniques associée à un diagnostic biolo-
gique rapide et spécifique permet d’initier rapidement un 
traitement anticoagulant 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 suspect de TIH. 
Ce texte succède à celui publié dans le précédent numéro de 
la RFHT et concerne spécifiquement la réalisation et l’inter-
prétation des tests fonctionnels ainsi que la stratégie diag- 
nostique à mettre en place lors d’une suspicion de TIH. 
Après analyse de la littérature et discussions, 81  proposi-
tions ont été rédigées et soumises à un vote en ligne auprès 
des membres de la SFTH et 38 réponses ont été obtenues. 
Parmi les 54 propositions présentées dans ce texte, 53 ont 
reçu un accord professionnel fort (avec ≥ 70 % d’avis favo-
rables ou très favorables). La seule proposition n’ayant pas 
atteint ce critère a été supprimée. Compte tenu des com-
mentaires exprimés, 9 propositions ont été reformulées et 
2 ajoutées. Sept de ces propositions ont été soumises à un 
2e vote.

RÉALISATION ET INTERPRÉTATION DES TESTS 
FONCTIONNELS DE DIAGNOSTIC DE TIH
Les tests d’activation plaquettaire sont utilisés pour détec-
ter les anticorps pathogènes et permettent de confirmer le 
diagnostic de TIH. Tous reposent sur la mise en évidence 
d’une activation des plaquettes de sujets sains en présence 
du plasma ou du sérum du patient et d’héparine. Chaque 
test est défini par le marqueur d’activation plaquettaire étu-
dié, son mode de détection et le milieu réactionnel utilisé 
(Figure 1).
Plusieurs tests fonctionnels reposent sur l’étude de l’agréga-
tion plaquettaire, détectée :
• par transmission lumineuse en utilisant du plasma riche 
en plaquettes (PRP) (test d’agrégation plaquettaire ou TAP) 
ou des plaquettes lavées (1,2) ;
• à l’œil nu si le test est réalisé sur microplaque avec des 
plaquettes lavées (Heparin Induced Platelet Aggregation ou 
HIPA) (3) ;
• par impédancemétrie, si le test est réalisé sur sang total 
(Heparin Induced Multi-Electrode Aggregometry ou HIMEA) (4).
D’autres tests d’activation plaquettaire reposent sur la mise 
en évidence de modifications d’expression des protéines et 
des phospholipides membranaires en cytométrie en flux 
(CMF). Les marqueurs les plus couramment utilisés sont la 
P-sélectine (CD62P)  (5) et la phosphatidylsérine  (PS) mar-
quée par l’annexine V (AnxV)  (6). La libération de vésicules 
extracellulaires ou microvésicules plaquettaires peut égale-
ment être quantifiée par CMF sur des critères de taille, d’ex-
pression de la PS et de la GPIIb/IIIa (7) ou de la GPIb (8).
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L’évaluation de la libération du contenu des granules plaquet-
taires au cours de l’activation des plaquettes est également 
utilisée dans deux autres tests fonctionnels : le test de libé-
ration de sérotonine radiomarquée (SRA, Serotonin Release 
Assay) (9) et le test de libération d’ATP (ATP release) (10), tous 
deux réalisés sur plaquettes lavées.

Quelles variables pré-analytiques liées au donneur
de plaquettes faut-il maîtriser lors de la réalisation
de ces tests ?

Doit-on sélectionner les donneurs ? Si oui, comment ?

Propositions
Afi n de réduire les variabilités inter- et intra-individuelles de 
réponse des plaquettes aux anticorps de TIH :
– Il est proposé de sélectionner, si possible, des donneurs de 
plaquettes « bons répondeurs ». 
– La sélection d’un donneur « bon répondeur » peut être réa-
lisée à l’aide d’un échantillon de patient TIH ou de l’anticorps 
monoclonal 5B9 commercialisé qui sera testé à une concen-
tration comprise entre 100 et 200 µg/mL. 
– Il est nécessaire de s’assurer que le donneur n’a pris aucun 
médicament impactant les fonctions plaquettaires au cours 
de la semaine précédant le prélèvement.

Rationnel
En préambule, il est nécessaire de souligner qu’en France 
le prélèvement de sujets «  témoins  » est encadré par
l’article  L.  1221-4 du code de la santé publique  (CSP)  :
«  Le sang,  ses composants et leurs dérivés peuvent être 
distribués et utilisés à des fi ns de recherche, de contrôle 
des examens de biologie médicale ou de contrôle des dispo-
sitifs médicaux de diagnostic in vitro, à l’exclusion de toute 
administration à  l’homme, avant  l’obtention des  résultats des 
examens biologiques et des  tests de dépistage prévus au pre-
mier  alinéa. » Toutefois, l’article  L.  1221-3 précise que «  le 
prélèvement ne peut être fait qu’avec le consentement du don-
neur par un médecin ou sous sa direction et sa responsabilité ».
La variabilité de réponse des plaquettes de sujets sains aux 
anticorps de TIH est décrite dans de nombreux travaux (2,11). 
Les interférences acquises les mieux connues sont le tabac 
et les médicaments (anti-agrégants plaquettaires, anti-
infl ammatoires non stéroïdiens, inhibiteurs de la recap-
ture de la sérotonine…) (12,13). Il est ainsi recommandé de 
tester les plaquettes de plusieurs donneurs et/ou de sélec-
tionner les donneurs «  bons répondeurs  » aux anticorps 
de TIH. Cette variabilité de réponse n’est expliquée ni par 
le phénotype ABO, ni par le nombre de récepteurs FcγRIIA 
à la surface des plaquettes (11), mais le polymorphisme H/R 
en position 131 de FcγRIIA semble infl uencer la réponse pla-

Figure 1 : Résumé des tests fonctionnels évaluant l’activation plaquettaire lors de la TIH.
Figure 1: Summary of functional tests assessing platelet activation during HIT.
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quettaire. Ainsi, il  est montré que les plaquettes  H/H  131 
sont moins réactives car plus sensibles à un effet inhibi-
teur des  IgG2 normales et l’utilisation de plaquettes des 
sujets  R/R  131 pourrait permettre d’améliorer les perfor-
mances des tests réalisés en milieu plasmatique (14). 
Les recommandations émises pour les tests évaluant les 
fonctions plaquettaires dans le cadre de l’exploration des 
thrombopathies (13) peuvent être appliquées pour les tests 
fonctionnels de TIH. Les plaquettes doivent être collectées à 
partir de donneurs sains après une courte période de repos, 
à distance de toute consommation de tabac (> 30 minutes), 
de caféine (> 2 heures), d’alcool et de tout médicament sus-
ceptible d’interférer avec la réactivité plaquettaire  : AINS 
(> 3 jours), aspirine, anti-P2Y12, inhibiteurs de recapture de 
la sérotonine  (> 10 jours) (15). Dans tous les cas, un inven-
taire de tout traitement pris par le donneur au cours de 
la semaine précédant le test doit être envisagé en cas de 
non-réponse de ses plaquettes à un contrôle positif (16).
Dans la mesure où le laboratoire a la possibilité de connaître 
l’origine de ses donneurs et de les sélectionner, plusieurs 
outils ont été proposés avec leurs avantages et leurs incon-
vénients. L’utilisation d’un anticorps monoclonal murin 
anti-CD9 qui induit une activation plaquettaire FcγRIIa- 
dépendante a été proposée (17). Cependant, l’anticorps uti-
lisé (ALB6) est une IgG1 murine qui possède une faible affi-
nité pour l’isoforme H131 (18). Certains auteurs proposent 
d’utiliser le plasma ou le sérum dilué d’un échantillon de TIH 
avec une DO très élevée, et de préparer un échantillon fai-
blement positif permettant de sélectionner un bon répon-
deur  (19). Il est en effet montré que certains échantillons 
de TIH avec une DO très élevée sont capables d’activer les 
plaquettes issues de nombreux donneurs non sélectionnés 
et de tels échantillons, s’ils sont testés purs, ne permettent 
donc pas de sélectionner les bons répondeurs (19). 
L’anticorps monoclonal anti-F4P/H, 5B9, possède un frag-
ment Fc humain et mime donc parfaitement tous les effets 
cellulaires des anticorps de TIH. Il a été validé par une étude 
multicentrique soutenue par le sous-comité de standardi-
sation « Platelet Immunology » de l’ISTH, et qui a évalué son 
usage avec les tests fonctionnels les plus utilisés en pratique. 
L’anticorps 5B9 est donc aujourd’hui considéré comme un 
bon outil pour sélectionner des donneurs lorsqu’il est utilisé 
à une concentration comprise entre 100 et 200 µg/mL (20).
Il est important aussi de préciser qu’il est nécessaire de tes-
ter un contrôle positif et un contrôle négatif lors de chaque 
série de tests réalisée.

Faut-il tester l’échantillon du patient suspect de TIH 
systématiquement avec les plaquettes de plusieurs donneurs ? 
Si oui, combien ?

Propositions
– Sauf cas particulier, il est nécessaire de tester les plaquettes 
d’au moins deux donneurs différents. 
– Un test d’activation plaquettaire positif avec un seul don-
neur peut suffire à confirmer le diagnostic de TIH sous 
réserve de la conformité des contrôles internes, d’un test 
immunologique positif et d’une probabilité clinique intermé-
diaire ou élevée de TIH. 
– En cas de test fonctionnel négatif et de probabilité élevée de 
TIH et/ou de fort titre d’anticorps détecté par un test immu-
nologique, il est recommandé de tester l’échantillon avec au 
moins 3 donneurs avant de conclure que le test fonctionnel 
est négatif ou d’avoir recours à un autre test fonctionnel plus 
sensible (SRA, HIPA).

Rationnel
Il n’existe actuellement aucun consensus sur le nombre de 
donneurs à tester : le nombre de donneurs utilisés pour réa-
liser les tests fonctionnels varie de 1 à 5 selon les études et 
selon les méthodes (3,21-23).
L’impact du polymorphisme FcγRIIA sur la réponse pla-
quettaire aux anticorps de TIH a été clairement démontré 
lorsque les plaquettes sont activées en milieu plasma-
tique (14). Ainsi, des plaquettes H/H131 testées en matrice 
plasmatique peuvent ne pas répondre aux anticorps de TIH 
alors qu’après lavage de celles-ci, une réponse adéquate est 
observée. L’utilisation de 3 à 5 donneurs différents permet 
de s’affranchir de la variabilité de réponse des plaquettes 
d’un donneur à l’autre. Certains auteurs préconisent de 
conclure un test comme étant positif (HIPA et TAP) si une 
agrégation est obtenue avec au moins deux donneurs de 
plaquettes (24). Il peut cependant être difficile d’obtenir des 
plaquettes de plusieurs donneurs différents le même jour, 
aussi est-il possible de les tester à des jours différents. 

Quel délai entre le prélèvement du donneur et la réalisation 
des tests ?

Proposition
– Les tests fonctionnels doivent être réalisés moins de 
4 heures après le prélèvement du donneur.

Rationnel
L’étude des fonctions plaquettaires est un examen particu-
lièrement sensible aux paramètres pré-analytiques (qualité 
du prélèvement, délai entre le prélèvement et la réalisation 
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de l’analyse, conditions d’acheminement et préparation de 
l’échantillon). Après le prélèvement sanguin, les plaquettes 
ont une durée de vie limitée estimée à 4 heures maximum 
en PRP  (13) et comprise entre 5 et 8 heures avec des pla-
quettes lavées (25).

Quels sont les points méthodologiques critiques 
à maîtriser ?

Quel délai entre la suspicion de TIH et la réalisation d’un test 
fonctionnel ?

Proposition
– Les tests fonctionnels doivent être faits sur un prélèvement 
réalisé le plus précocement possible par rapport à la suspi-
cion clinique de TIH, idéalement sur le même prélèvement 
que celui utilisé pour le test immunologique.

Rationnel
La TIH est classiquement une pathologie auto-immune 
médicamenteuse et les anticorps anti-F4P/H disparaissent 
assez rapidement après l’arrêt du traitement par héparine. 
Ainsi, la durée médiane de persistance des anticorps après 
un épisode de TIH varie selon le test réalisé  : 50  jours si 
les anticorps sont recherchés avec un SRA et 85  jours par 
un test immunologique  (26). Ceci explique pourquoi il est 
important de tester les patients ayant une suspicion de TIH 
à la phase aiguë ou peu après la correction de la numération 
plaquettaire. Une attention particulière doit être portée aux 
patients prélevés alors qu’ils sont traités par danaparoïde 
sodium. En effet, ce médicament, à la différence du 
fondaparinux ou de l’argatroban, interfère avec la formation 
des complexes immuns (F4P-héparine-IgG) et peut induire 
des résultats faussement négatifs avec les tests d’activation 
plaquettaire (27). De plus, les IgIV administrées aux patients 
peuvent également inhiber les tests fonctionnels (28-30).

Quelles concentrations d’héparine doivent être testées ?

Propositions
– Deux concentrations faibles d’héparine comprises entre 0,1 
et 1 UI/mL doivent systématiquement être testées.
– Si le test d’activation plaquettaire est positif aux faibles 
concentrations d’héparine :
o Une forte concentration d’héparine doit systématiquement 
être testée :
■ comprise entre 10 et 100 UI/mL lorsque les tests sont effec-
tués sur PRP ou plaquettes lavées ; 
■ comprise entre 200 et 500 UI/mL si le test est réalisé sur 
sang total.
o Une condition sans héparine peut être réalisée pour détec-
ter une activation des plaquettes sans héparine qui peut être 
associée à une plus forte pathogénicité des anticorps et par 
conséquent à un tableau clinique plus sévère.

Rationnel
La réalisation d’un test fonctionnel nécessite de tester l’hépa-
rine à une relativement faible et à une forte concentration. 
La faible concentration, par exemple 0,5 UI/ml, correspond 
à une concentration thérapeutique d’héparine et permet de 
reproduire in vitro l’activation plaquettaire induite in vivo par 
les anticorps de TIH. La forte concentration d’héparine est 
supra-thérapeutique, induit une dissociation des complexes 
héparine/F4P et inhibe ainsi l’activation plaquettaire induite 
par les anticorps de TIH. Le caractère héparine-dépendant 
de l’activation plaquettaire doit être vérifié à l’aide de cette 
forte concentration d’héparine afin d’affirmer la spécificité 
du résultat. En effet, des tests fonctionnels faussement posi-
tifs ont été mis en évidence notamment chez les patients 
septiques (31,32).
L’héparine non fractionnée est le plus souvent utilisée à des 
concentrations qui varient de 0,1 à 1 UI/mL selon les tests 
et les auteurs  (33) (Tableau 1). Dans un grand nombre de 
cas, deux concentrations thérapeutiques d’héparine sont 
testées pour augmenter la sensibilité du test. En effet, selon 
les échantillons de TIH ou les fractions d’anticorps testés 
(car la réponse immune est polyclonale), le pic d’activation 
plaquettaire peut être obtenu avec des concentrations 
d’héparine différentes mais toujours comprises entre 0,1 et 
1 UI/mL d’héparine (9,34). De plus, la concentration optimale 
d’héparine peut varier d’un donneur de plaquettes à l’autre 
en raison d’une densité variable de F4P à la surface des pla-
quettes  (35) et d’un effet inhibiteur FcγRIIa-dépendant des 
immunoglobulines endogènes sur l’activation induite par les 
anticorps de TIH (14).
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En théorie, la présence de protéines liant l’héparine dans le 
plasma pourrait expliquer que les tests réalisés sur le PRP 
ou sur sang total nécessitent des concentrations plus éle-
vées d’héparine pour dissocier les complexes héparine/F4P 
que les tests sur plaquettes lavées. Malgré une importante 
variabilité selon les auteurs et les tests, les concentrations 
d’héparine supra-thérapeutiques utilisées sur sang total 
sont toutefois plus élevées que celles préconisées pour les 
tests sur PRP ou plaquettes lavées : respectivement 200 et 
500 UI/mL versus 10 à 100 UI/mL.
Comme indiqué dans le tableau  1, la majeure partie des 
auteurs testent une condition sans héparine. Plusieurs tra-
vaux ont montré que certains plasmas ou sérums indui-
saient une activation plaquettaire en l’absence d’héparine 
mais celle-ci était toujours inhibée par une forte concen-
tration d’héparine  (19,36,37). Une activation plaquettaire 
observée en l’absence d’héparine n’est pas toujours due à la 
présence d’héparine résiduelle dans l’échantillon du patient, 
mais parfois à une fraction d’IgG anti-F4P  (37). Ce profil 
d’activation plaquettaire peut être observé lors de TIH plus 

sévères, de survenue plus rapide sous héparine, ou encore 
sous fondaparinux  (19). Ces anticorps peuvent également 
être responsables de TIH dites auto-immunes survenant en 
l’absence de traitement par héparine (38), avec une activa-
tion plaquettaire en SRA sans héparine. Ce profil atypique 
en SRA peut être dû à un titre élevé d’IgG anti-F4P/H, mais 
aussi à la présence d’anticorps IgG dirigés contre le F4P 
natif  (36) qui sont retrouvés chez 30  % des patients avec 
une TIH (22,39). De plus, ce profil atypique est associé à un 
risque accru de thrombose (36) et pourrait contribuer à une 
thrombopénie plus sévère et persistante.

Existe-t-il des situations justifiant de tester l’effet d’autres 
molécules hépariniques ou de structure proche : enoxaparine, 
autre HBPM, ou danaparoïde sodique?

Proposition
– La recherche d’une réactivité croisée in vitro avec un autre 
glycosaminoglycane (GAG) n’est pas recommandée car il 
n’existe pas de corrélation avec une réaction croisée in vivo.

Rationnel
L’existence d’une réactivité croisée des anticorps de TIH avec 
les héparines de bas poids moléculaire (HBPM) est connue 
depuis longtemps  (40). Des observations comparables ont 
été rapportées avec le danaparoïde sodique qui, comme 
les HBPM, est un glycosaminoglycane (GAG) d’origine natu-
relle (22,41,42). Le taux de réactivité croisée est cependant 
plus faible avec le danaparoïde sodique comparé aux HBPM 
(7 % vs 85 %) (43). Mais comme pour les HBPM, la réactivité 
croisée observée in vitro avec le danaparoïde sodique n’est 
pas systématiquement associée à une réactivité croisée 
in vivo (44). 

Le test fonctionnel doit-il être réalisé avec du plasma ou du 
sérum ? Les échantillons doivent-ils êtres chauffés à 56 °C ?

Propositions
– Les tests fonctionnels peuvent être réalisés indifféremment 
en utilisant du plasma ou du sérum.
– Pour tous les tests fonctionnels, il est recommandé de 
chauffer le plasma ou le sérum à 56 °C pendant 30 minutes 
à 1 heure, puis de le centrifuger.

Test fonctionnel Références Concentrations finales 
d’héparine testées

SRA (plaquettes lavées)

(21) 0-0,1-0,5-10 UI/mL

(49) 0,1-0,3-100 UI/mL

(19) 0-0,1-0,3-100 UI/mL

(9) 0-0,1-100 UI/mL

HIPA (plaquettes lavées)

(3) 0-0,2-100 UI/mL

(98) 0,1-0,3-100 UI/mL

(48) 0-0,2-0,5-50 UI/mL

TAP (PRP)

(2) 0,1-0,5-1-100 UI/mL

(31) 0-0,1-1-10 UI/mL

(59) 0,5-100 UI/mL

CMF

CMF (PRP) Emosis® (99) 0,3-100 UI/mL

(6) 0,1-0,3-100 UI/mL

CMF (PRP) HIT Alert® (100) 0,1-0,3-100 UI/mL

CMF (PRP) (98) 0,1-0,3-200 UI/mL

(101) 0,2-200 UI/mL

CMF (plaquettes lavées) (102) 0-0,1-100 UI/mL

CMF (sang total) (61) 1-500 UI/mL

HIMEA (sang total)

(17) 1-200 UI/mL

Abréviations : CMF : cytométrie en flux ; HIMEA : Heparin Induced Multi-Electrode 
Aggregometry ; HIPA : Heparin Induced Platelet Aggregation ; PRP : plasma riche en 
plaquettes ; SRA : Serotonin Release Assay ; TAP : test d’agrégation plaquettaire.

Tableau 1 : Concentrations finales d’héparine utilisées selon le test 
fonctionnel et la matrice utilisés.
Table 1: Final heparin concentrations used depending on the functional test 

and matrix used.
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Rationnel
L’analyse de la littérature rapporte que le plasma et le 
sérum peuvent être testés indifféremment, quelle que soit 
la méthode utilisée. 
Certains auteurs précisent que l’échantillon doit être préala-
blement chauffé à 56 °C pendant une durée comprise entre 
30 minutes et 1 heure afin d’éliminer des traces résiduelles 
de thrombine, notamment dans le sérum, et dans une 
moindre proportion dans le plasma, qui pourraient induire 
une activation plaquettaire responsable d’un résultat faus-
sement positif. Cette étape de chauffage est fréquemment 
mentionnée pour les tests réalisés avec des plaquettes 
lavées (SRA ou HIPA) mais semble moins utile lorsque les 
tests sont effectués sur PRP.
Un chauffage plus intense (63 °C pendant 20 min) conduit 
à l’apparition d’immuns complexes activateurs des pla-
quettes (19,45) et est donc à proscrire. Après chauffage, une 
centrifugation (8 000 à 12 000 g pendant 5 à 10 min ) permet 
d’éliminer la fibrine et les protéines précipitées.

Quelle place pour les échantillons-contrôles : CIQ et EEQ ?

Propositions
– Même si les donneurs sont sélectionnés, il est toujours 
nécessaire de vérifier la fonctionnalité des plaquettes lors de 
chaque série. 
– Un CIQ doit systématiquement être réalisé lors de chaque 
série de tests.
– En l’absence de CIQ commercialisé, un échantillon de 
patients avec une TIH confirmée ou l’Ac 5B9 peuvent être uti-
lisés comme contrôle positif. 
– L’utilisation d’un agoniste plaquettaire indépendant de la 
voie FcgRIIA ne peut pas être testé comme CIQ pour évaluer la 
réactivité de plaquettes témoins vis-à-vis d’anticorps de TIH. 
– En l’absence d’EEQ commercialisé, il est suggéré de par-
ticiper régulièrement à un programme d’échange inter- 
laboratoires (au minimum 1 fois par an).
– Lors de la réalisation par le laboratoire d’un programme 
d’échange inter-laboratoires à partir d’échantillons de 
patients :
o Il n’est pas conseillé de mélanger les échantillons de diffé-
rents patients.
o Le nombre de cycles de congélation/décongélation des 
échantillons doit être limité afin d’éviter la formation d’agré-
gats d’IgG.
o Il est conseillé de choisir des échantillons prélevés lors de 
la phase aiguë afin de garantir un effet activateur maximal 
des anticorps.
o Il est conseillé de ne pas choisir d’échantillons de patients 
traités par immunoglobulines intraveineuses (IVIg).

Rationnel
Que les donneurs soient sélectionnés ou non, il est néces-
saire de valider la fonctionnalité des plaquettes lors de 
chaque série de tests. La réactivité des plaquettes issues de 
donneurs est parfois vérifiée avec des agonistes plaquet-
taires tels que le collagène, l’ADP, l’acide arachidonique ou le 
peptide activateur du récepteur à la thrombine (TRAP), mais 
ces derniers n’explorent pas la voie d’activation dépendante 
de FcγRIIA (Tableau 2). Il est préférable de valider à la fois 
le système analytique et la fonctionnalité des plaquettes en 
utilisant un échantillon de patient avec une TIH confirmée 
ou l’anticorps 5B9.

Test 
fonctionnel Références Agoniste

HIPA (3) Collagène 4 µg/mL

TAP (103)
(104)

ADP 5 µM, collagène 20 µg/mL
ADP 5 µM, collagène 40-190 µg/mL, AA 0,5 mg/mL

CMF (PRP) (105) TRAP 100 µg/mL

HIMEA (106) ADP 6,5 µM, collagène 3,2 µg/mL, AA 0,5 mM, TRAP-6 32 µM

Abréviations : AA : acide arachidonique ; ADP : adénosine diphosphate ; TRAP-6 : 
peptide activateur du récepteur à la thrombine 6 ; CMF  : cytométrie en flux  ; 
HIMEA  : Heparin Induced Multi-Electrode Aggregometry Method ; HIPA  : Heparin 
Induced Platelet Aggregation Assay ; PRP : plasma riche en plaquettes ; TAP : test 
d’agrégation plaquettaire.

Tableau 2 : Agonistes utilisés pour valider la fonctionnalité des 
plaquettes dans les tests fonctionnels.
Table 2: Agonists used in functional tests to validate platelet functionality.

Le CIQ permet de valider le système analytique et donc d’as-
surer la fiabilité des résultats. L’EEQ permet de comparer les 
résultats entre les laboratoires avec un échantillon de réfé-
rence externe aux laboratoires. À ce jour, un EEQ utilisant 
l’anticorps 5B9 a été proposé.
Les CIQ, comme les EEQ, doivent se comporter comme un 
échantillon de patient et induire une activation plaquet-
taire en présence de faibles concentrations d’héparine, s’ils 
sont positifs. Cette activation doit être inhibée par la forte 
concentration d’héparine. 
Une enquête nord-américaine réalisée auprès de 14  labo-
ratoires réalisant les tests fonctionnels de diagnostic de TIH 
montre que 100 % des laboratoires utilisent un échantillon 
de TIH comme CIQ positif  (33). Celui-ci est utilisé dilué ou 
non. Un CIQ négatif est également testé dans 93 % des cas 
et celui-ci peut être l’échantillon d’un sujet sain ou obtenu 
chez un patient pour lequel une TIH a été exclue (patient 
traité par héparine sans anticorps anti-F4P/H). Lors de 
l’étude internationale multicentrique réalisée avec l’anti-
corps 5B9, un échantillon de TIH dilué ou non avait été uti-
lisé comme CIQ dans 9 cas sur 15 alors que le TRAP ou le 
collagène avaient été utilisés dans 3 cas. Aucun CIQ n’a été 
réalisé dans 3 des laboratoires participants (20).
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Une seule étude réalisée par des laboratoires experts rap-
porte l’expérience d’un EEQ effectué à l’échelon internatio-
nal (Allemagne, Canada, Australie) en utilisant les sérums 
de patients ayant une TIH et un pool de sérum de sujets 
sains de groupe AB (46). Alors que les résultats de cet EEQ 
étaient conformes dans 97,6 % des cas pour les tests immu-
nologiques, les résultats des tests fonctionnels (SRA, HIPA) 
étaient beaucoup moins bons, avec une concordance glo-
bale sur les échantillons de patients de 70 % ainsi que des 
résultats discordants en l’absence d’héparine mais égale-
ment avec les échantillons positifs et négatifs. Une activa-
tion plaquettaire a même été observée par 4  laboratoires 
avec le contrôle négatif. Les auteurs recommandent de ne 
pas mélanger le sérum de plusieurs sujets, ce qui pourrait 
favoriser la formation d’agrégats d’IgG ou de complexes 
immuns. Une autre explication potentielle des discordances 
de résultats entre les tests fonctionnels pourrait être un 
nombre variable de cycles de congélation-décongélation 
effectués sur les échantillons de sérum. Ces résultats sou-
lignent l’absence de standardisation des tests fonctionnels 
réalisés pour le diagnostic de TIH.
Enfin, un traitement des patients par IgIV peut également 
être à l’origine de faux négatifs avec les tests fonctionnels, ce 
traitement inhibant la fixation des immuns complexes for-
més avec les anticorps de TIH aux récepteurs FcgRIIA (28-30).

Quelles sont les performances comparées des 
différents tests d’activation plaquettaire ?
Il est relativement difficile de comparer les performances 
des différents tests en termes de sensibilité et de spécificité 
car le dessin des études et les critères de définition de la 
TIH ne sont pas toujours comparables. À ce jour, les deux 
méthodes considérées comme étant des méthodes de réfé-
rence sont le SRA et le HIPA, même si moins d’études ont 
évalué les performances de ce dernier. L’une d’elles néan-
moins retrouve une meilleure sensibilité du HIPA comparé 
au SRA, mais avec une moins bonne spécificité (agglutination 
passive des plaquettes sans libération du contenu des gra-
nules denses) (47). Plus récemment un travail français mul-
ticentrique sur 55 échantillons a montré une concordance 
de 83,8 % entre ces deux tests (48). Au cours du programme 
d’EEQ mentionné précédemment et restreint à un faible 
nombre de centres (n = 7) et dont seulement 1 centre ayant 
réalisé le SRA, les auteurs ont observé que le SRA n’était 
positif qu’avec seulement deux des cinq échantillons conte-
nant des anticorps anti-F4P/H, tandis que le HIPA était posi-
tif avec quatre d’entre eux (46). Plus récemment, une étude 
multicentrique internationale réalisée avec l’anticorps  5B9 
dans 11 centres différents – chaque centre devant tester les 

plaquettes de 10 donneurs – a montré une sensibilité très 
bonne et comparable des tests SRA, HIPA et HIMEA. La sen-
sibilité des tests en CMF et en TAP était très variable selon 
les centres, soulignant le manque de standardisation de ces 
méthodes (20).

Quelle place pour les tests sensibilisés par ajout de F4P : pour 
quels patients ? Quelles concentrations de F4P ? Quelle origine du 
F4P ?

Propositions
– Un test fonctionnel avec ajout de F4P peut augmenter la 
sensibilité des tests réalisés sur plaquettes lavées.
– Le test fonctionnel sensibilisé (avec ajout de F4P) doit être 
réalisé dans les mêmes conditions que le test conventionnel.
– Ces tests sensibilisés sont réservés dans l’état actuel des 
connaissances aux patients ayant une forte probabilité de 
TIH avec un test immunologique positif (DO > 1) mais dont le 
test d’activation plaquettaire standard avec des plaquettes 
lavées est négatif (cf. Algorithme n° 2).

Rationnel
Le rapport stœchiométrique héparine/F4P est d’une impor-
tance majeure lors de l’activation plaquettaire induite par 
les anticorps de TIH. Les concentrations d’héparine dans le 
milieu réactionnel sont maîtrisées lors de la réalisation du 
test, alors que celles de FP4 à la surface des plaquettes, bien 
que critiques, sont probablement très variables d’un sujet à 
l’autre et selon le protocole de lavage des plaquettes utilisé. 
En 2015, Nazy et al. ont montré pour la première fois que 
l’ajout de F4P dans le milieu réactionnel contenant les pla-
quettes lavées augmentait la sensibilité du SRA. Ils ont ainsi 
conclu que ce test sensibilisé pouvait détecter des anticorps 
cliniquement non pertinents, et dont l’augmentation du 
titre, associée à des conditions cliniques favorisantes, pour-
rait induire une TIH (49). En 2017, Vayne et al. ont également 
montré que le SRA sensibilisé par le F4P permet de détec-
ter des anticorps pathogènes non mis en évidence par un 
test SRA classique (21). Cependant, l’ajout de F4P modifie le 
profil d’activation plaquettaire : une activation plaquettaire 
sans héparine peut être observée, mais celle-ci est totale-
ment inhibée en présence d’une forte concentration d’hépa-
rine. Ces deux travaux montrent aussi que les échantillons 
positifs uniquement en SRA + F4P ont des DO plus faibles en 
ELISA que ceux positifs en SRA classique.
L’ajout de F4P a également été étudié en CMF, en mesurant 
l’expression de la P-sélectine. Dans ce test, l’effet de la faible 
concentration d’héparine n’est plus testé mais l’inhibition 
de l’activation plaquettaire avec une forte concentration 
d’héparine est recherchée (23).
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À ce jour, les tests sensibilisés par le F4P sont peu standardi-
sés et réalisés uniquement par des centres experts. L’origine 
et les concentrations du F4P sont variables d’une équipe à 
l’autre (Tableau S1, Annexes). De plus, ces tests sensibilisés 
sont très coûteux.

Les tests sur plaquettes autologues : est-ce utile et applicable en 
pratique ?
En pratique courante, les tests fonctionnels sont réalisés 
avec des plaquettes de sujets sains, puisque le patient est 
thrombopénique. L’utilisation des plaquettes du patient per-
mettrait pourtant de s’affranchir de la nécessité des sujets 
témoins et le test refléterait mieux les conditions in vivo (2).
Les tests fonctionnels peuvent être réalisés sur les pla-
quettes du patient après normalisation de sa numération. 
En effet, l’augmentation du nombre de récepteurs FcYRIIa à 
la surface des plaquettes de patients atteints de TIH persiste 
bien au-delà de 2 semaines après le retrait de l’héparine et 
la normalisation de la NP. Ceci explique que les plaquettes 
autologues puissent être plus réactives aux échantillons 
issus de patients avec TIH. Une grande vigilance doit cepen-
dant être apportée aux autres traitements administrés et 
pouvant interférer sur les tests fonctionnels.

Les tests sur plaquettes lavées : sont-ils réservés aux centres 
experts ?

Propositions
– Le lavage des plaquettes est une procédure délicate qui 
doit être réalisée par un personnel expérimenté.
– Les étapes de remise en suspension doivent être douces.
– Le nombre important de protocoles disponibles nécessite 
que l’état d’activation des plaquettes après lavage soit vérifié 
lors de la mise au point de la méthode.

Rationnel
Les protocoles de lavage des plaquettes dans la littérature 
sont très variables (Tableau S2, Annexe). En effet, selon le 
protocole princeps, les plaquettes lavées sont fonction-
nelles à condition qu’il y ait du calcium dans le tampon pla-
quettaire, une source d’énergie métabolique, et que l’accu-
mulation d’ADP dans l’environnement plaquettaire ait été 
neutralisée. Aussi, l’apyrase qui dégrade l’ADP est largement 
utilisée  (50). Cependant, d’autres équipes utilisent la pros-
taglandine PGE1 qui se lie au récepteur plaquettaire de la 
prostacycline, augmente l’activité de l’adénylyl-cyclase et les 
concentrations d’adénosine monophosphate (AMP) cyclique 
et inhibe ainsi l’activation plaquettaire. 

Les autres détails techniques importants sont les suivants :
• Le tampon Tyrode est largement utilisé.
• L’hirudine peut être ajoutée au tampon Tyrode (test HIPA).
• L’anticoagulant sur lequel est effectué le prélèvement est 
l’ACD (acide citrique, citrate, dextrose).

Quelle méthodologie adopter pour la réalisation des 
tests d’activation plaquettaire réalisés en plaquettes 
lavées (tests HIPA et SRA) ?

Tests de libération de sérotonine radiomarquée (SRA)

Propositions
– Le SRA ne peut être mis en place que dans un laboratoire 
ayant un agrément pour l’utilisation de radioéléments.
– Deux faibles concentrations d’héparine doivent systéma-
tiquement être testées (concentrations finales comprises 
entre 0,1 et 1 UI/mL d’HNF), ainsi qu’une forte concentration 
(≥ 10 UI/mL). 
– Il est pertinent de tester une condition sans héparine afin 
de détecter des anticorps particulièrement pathogènes (titres 
élevés et/ou spécificité anti-F4P). 
– Un plasma/sérum d’un patient TIH positif ou un anticorps 
de TIH (tel que 5B9) doit être utilisé comme contrôle positif. 
Un échantillon négatif (ou plasma/sérum de sujet sain) doit 
être utilisé comme contrôle négatif. 
– Un SRA est considéré positif si une activation plaquet-
taire > 20 % est observée en présence d’au moins l’une des 
2 « faibles » concentrations d’héparine testées, avec une inhi-
bition de plus de 50 % de l’activation maximale en présence 
de la forte concentration d’héparine. 

Principe et performances
La sérotonine est un constituant physiologique des granules 
denses des plaquettes, et la mesure de la libération de séro-
tonine peut être utilisée pour quantifier l’activation plaquet-
taire induite par les anticorps de TIH présents dans le sérum 
ou le plasma du patient. La méthode a été décrite pour la 
première fois par Sheridan en 1986 (9). 
Ce test est réalisé par un nombre limité de centres car il 
nécessite l’utilisation de plaquettes lavées comme pour le 
test HIPA, mais surtout la manipulation de radioéléments 
(carbone  14) soumis à une législation très stricte et dont 
l’utilisation est extrêmement coûteuse. Pour cette raison, 
il  a été proposé d’évaluer la libération de sérotonine par 
chromatographie liquide à haute performance  (45,51,52), 
ou plus récemment, par spectrométrie de masse (53).
Aujourd’hui, le SRA et le HIPA sont les deux tests considé-
rés comme les tests de référence pour le diagnostic de la 
TIH (54). 
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Il est cependant important de noter qu’il n’existe pas de test 
de référence pour l’évaluation des performances du SRA, 
ce dernier étant considéré comme le plus sensible et spéci-
fique. Le SRA présente de fait une excellente spécificité (90 à 
100 %) et une bonne sensibilité (88 à 95 %) (55).
Une étude sur la variabilité des résultats du SRA, liée aux 
donneurs de plaquettes, a montré la possibilité de résultats 
faussement négatifs en présence de faibles concentrations 
d’anticorps ou de plaquettes de donneurs peu réactives (11). 
La sensibilité du SRA dans sa version standard a par la 
suite été remise en question par deux groupes indépen-
dants (21,49) qui proposent de sensibiliser le test par l’ajout 
de F4P exogène humain dans le milieu réactionnel. En effet, 
la quantité de F4P à la surface des plaquettes est un para-
mètre critique pour la détection des anticorps de TIH (35) et 
les lavages plaquettaires réalisés au cours du SRA pourraient 
la réduire. Il est donc proposé, en cas de résultat douteux ou 
négatif en SRA standard, de refaire le test en ajoutant du F4P 
humain (10 µg/mL) aux plaquettes lavées afin de potentiali-
ser la détection de plus faibles titres d’anticorps pathogènes.

Réalisation du SRA
Le SRA nécessite dans un premier temps l’incubation pen-
dant 45  minutes à 37  °C de plaquettes issues de donneur 
(PRP) avec de la sérotonine radiomarquée au C14 (5-hydroxy- 
14Ctryptamine, 50 mCi par  µL de PRP). Les plaquettes sont 
ensuite lavées et incubées (numération ajustée à 300 G/L) pen-
dant 1 heure à température ambiante en présence du plasma 
ou du sérum du patient préalablement chauffé (30 min à 56 °C) 
et de différentes concentrations d’héparine. Cette étape peut 
être réalisée en plaque ELISA ou en microgodets. Les volumes 
réactionnels préconisés sont  : 75 µL de plaquettes, 20 µL de 
plasma ou sérum et 5 µL d’héparine non fractionnée (2 concen-
trations comprises entre 0,1 et 1 UI/mL et une forte concen-
tration entre 10 et 100 UI/mL). La réaction est stoppée après 
ajout de PBS EDTA 0,5 % (250 µL). La plaque ELISA ou les godets 
sont ensuite centrifugés 5 min à 1 500 g pour sédimenter les 
plaquettes au fond des puits/tubes  ; le surnageant (250 µL) 
est ensuite déposé dans du liquide de scintillation (2 mL). La 
radioactivité (RA) de chaque surnageant est ensuite mesurée à 
l’aide d’un compteur β à scintillation. Lors de chaque série, du 
triton 0,5 % x 100 est ajouté à un puits/godet ne contenant que 
des plaquettes radiomarquées afin d’évaluer la radioactivité 
maximale (RA Max) de la série. Un puits/godet où l’échantillon 
de patients est remplacé par du tampon sera également réa-
lisé afin d’obtenir le bruit de fond de la série (RA BF).
Les résultats sont exprimés en pourcentage de libération 
de sérotonine pour chaque point, calculé de la façon sui-
vante : % = [(RA Ech Patient – RA BF)/(RA max – RA BF)] x 100.

Contrôles et interprétation des résultats
Le test SRA est positif si une libération de sérotonine ≥ 20 % 
est objectivée en présence de faibles concentrations d’hépa-
rine et si une inhibition de plus de 50 % de l’activation maxi-
male est mesurée en présence de la forte concentration 
d’héparine.
Une forte activation plaquettaire (>  50  % de libération de 
sérotonine) est observée dans les cas typiques en présence 
d’au moins une faible concentration d’héparine  (56). Une 
activation plaquettaire en l’absence d’héparine peut aussi 
être observée en SRA comme avec d’autres tests fonction-
nels de TIH, pouvant suggérer une plus forte pathogénicité 
des anticorps de TIH. 
La procédure de lavage des plaquettes peut varier d’un labo-
ratoire à l’autre, ce qui explique pourquoi certains exigent 
un seuil de 50 % pour considérer le résultat du test comme 
positif et d’autres un seuil de 20 % (9,19,31).
Un contrôle négatif ainsi qu’un échantillon de TIH bien carac-
térisé constituent les deux contrôles qui doivent systémati-
quement être testés. Le passage d’un échantillon faiblement 
positif est également recommandé afin d’évaluer la varia-
bilité de réponse des plaquettes du donneur testé, celle-ci 
pouvant être due aussi à des facteurs techniques (19).

Tests d’activation des plaquettes induites à l’héparine (HIPA)

Propositions
– Le test HIPA est un test à lecture visuelle, celle-ci devant être 
réalisée par deux observateurs. 
– Deux faibles concentrations d’héparine doivent systéma-
tiquement être testées (concentrations finales comprises 
entre 0,1 et 1 UI/mL d’HNF), ainsi qu’une forte concentration 
(50 ou 100 UI/mL). 
– Il est pertinent de tester une condition sans héparine afin 
de détecter des anticorps particulièrement pathogènes (titres 
élevés et/ou spécificité particulière pour le F4P). 
– Un plasma/sérum d’un patient TIH positif ou un anticorps 
de TIH (tel que 5B9) doit être utilisé comme contrôle positif. 
Un échantillon négatif (ou plasma/sérum de sujet sain) doit 
être utilisé comme contrôle négatif. 
– Un test HIPA est considéré positif si une agrégation plaquet-
taire est observée en présence d’une faible concentration 
d’héparine, et inhibée en présence d’une forte concentration 
d’héparine ; ceci sur les plaquettes d’au moins 2 donneurs. 
– Un test HIPA est considéré négatif si aucune agrégation 
plaquettaire n’est observée en présence d’une faible concen-
tration d’héparine, ceci sur les plaquettes d’au moins 3 don-
neurs, quel que soit le degré de suspicion clinique. 
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Principe et performances
Le test HIPA est basé sur l’évaluation visuelle de l’agrégation 
plaquettaire dans des plaques 96 puits, sous agitation afin 
que les plaquettes restent en suspension dans le milieu réac-
tionnel (plaquettes du donneur, sérum ou plasma du patient 
et héparine) (3,24,57). Les puits sont examinés visuellement 
toutes les 5 minutes avec une source de lumière indirecte. 
Un changement de turbidité du mélange réactionnel initia-
lement complète (plaquettes non agrégées) jusqu’à obten-
tion d’une transparence (plaquettes agrégées) est considéré 
comme un résultat positif. 
Comparé au SRA, les performances du test HIPA sont très 
similaires (3,48) mais il demande moins de temps et surtout 
ne nécessite pas la manipulation de substances radioac-
tives.
À l’instar de ce qui est fait en SRA et afin de sensibiliser le 
test, il est possible d’ajouter du F4P humain (10 µg/mL) aux 
plaquettes lavées afin de potentialiser la détection d’anti-
corps pathogènes lorsque leur titre est plus faible. L’ajout 
de F4P exogène dans le test HIPA ne doit cependant pas 
être systématique, mais réservé aux patients ayant des taux 
intermédiaires d’IgG anti-F4P/H (DO entre 1 et 2 en ELISA), 
une forte suspicion clinique de TIH et des résultats négatifs 
en HIPA conventionnel.

Réalisation du HIPA
Le HIPA nécessite une étape de lavage des plaquettes en 
présence d’hirudine et d’apyrase ou d’apyrase et de PGE1. 
Les plaquettes sont ensuite incubées (numération ajus-
tée entre 300 et 400 G/L en tampon de réaction) pendant 
45  minutes à 37  °C en présence de sérum ou de plasma 
citraté préalablement chauffé (30 à 45 minutes min à 56 °C) 
et d’héparine à plusieurs concentrations (0,2 et 100 UI/mL 
dans le test princeps (3) ; 0,2-0,5 et 50 UI/mL dans la méthode 
adaptée  (48)). L’incubation peut être effectuée dans des 
plaques ELISA (puits à fond plat ou à fond rond) en présence 
d’une bille magnétique (de type de celles utilisées avec un 
coagulomètre) et d’une agitation magnétique à 1 000 rpm 
ou mécanique sur un agitateur pour plaque. Les volumes 
réactionnels préconisés sont  : 75 µL de plaquettes, 20 µL 
de plasma ou sérum et 10 µL d’héparine. La lecture peut 
être effectuée toutes les 5 minutes ou à un temps final de 
25 minutes. Plus l’échantillon active les plaquettes, plus le 
temps nécessaire à l’obtention d’un résultat positif est court.

Contrôles et interprétation des résultats
Le test HIPA est considéré positif en cas d’éclaircissement du 
milieu réactionnel visible en présence de faibles concentra-
tions d’héparine mais pas avec la forte concentration, sur au 
moins 2 donneurs de plaquettes différents.

Le test HIPA est considéré comme négatif en l’absence 
visible de variation de la turbidimétrie en présence de 
faibles concentrations d’héparine, avec au moins 3  don-
neurs de plaquettes.
Une activation plaquettaire en l’absence d’héparine peut 
aussi être observée en HIPA comme avec d’autres tests 
fonctionnels de TIH, pouvant suggérer une plus forte patho-
génicité des anticorps de TIH. 
Un contrôle négatif (tampon de réaction ou échantillon 
issu de contrôles sains ou de patients sous héparine sans 
thrombopénie) ainsi qu’un échantillon de TIH bien carac-
térisé sont deux contrôles qui doivent systématiquement 
être testés. L’utilisation d’un échantillon faiblement positif 
pour lequel une diminution de la turbidimétrie est observée 
à 25  minutes est également recommandée afin d’évaluer 
la variabilité de réponse des plaquettes de chaque don-
neur (19,57).
La lecture du test HIPA étant visuelle, elle doit être réalisée 
par 2 observateurs indépendants et formés à cette étape de 
lecture et d’interprétation des résultats.

Quelle méthodologie adopter pour la réalisation des 
tests d’activation plaquettaire réalisés en PRP (tests 
d’agrégation plaquettaire, cytométrie en flux) ?

Tests d’agrégation plaquettaire (TAP)

Propositions
– Deux concentrations faibles d’héparine doivent systéma-
tiquement être testées (concentrations finales comprises 
entre 0,5 et 1 UI/mL d’HNF), ainsi qu’une forte concentration 
(50 ou 100 UI/mL).
– Un plasma/sérum TIH positif connu ou un anticorps de 
TIH (tel que 5B9) doit être utilisé comme contrôle positif si 
l’échantillon testé est négatif. 
– L’aspect sigmoïde de la courbe d’agrégation est indispen-
sable pour conclure à une agrégation positive.
– Un TAP est considéré comme positif si une agrégation est 
observée en présence d’une faible concentration d’héparine 
avec au moins 1 donneur. Une inhibition de l’agrégation en 
présence d’une forte concentration d’héparine doit être aussi 
observée.
– Un échantillon négatif (ou plasma/sérum de sujet sain) doit 
toujours être testé comme contrôle négatif.
– Il est préférable de réaliser le TAP sur le PRP d’au moins 
3  donneurs et avec une durée d’acquisition d’au moins 
20 minutes avant de conclure à un résultat négatif. 
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Principe et performances
Le principe du TAP repose sur l’incubation en présence 
d’héparine du plasma ou du sérum du patient préalable-
ment chauffé 30 min à 56 °C avec des plaquettes témoins. 
La formation des agrégats plaquettaires entraîne une dimi-
nution de la turbidité objectivée par l’augmentation de la 
transmission lumineuse au travers de la suspension pla-
quettaire. 
Les tests d’agrégation plaquettaire sont les tests fonction-
nels les plus utilisés, du fait de la présence dans quasiment 
tous les laboratoires d’hémostase spécialisée d’agrégo-
mètres dédiés à l’exploration des fonctions plaquettaires. 
La performance des TAP est satisfaisante à condition de 
bien sélectionner les plaquettes témoins et d’effectuer les 
contrôles appropriés  : la sensibilité est de 69 à 91 % et la 
spécificité de 77 à 100 % selon les études (Tableau 3). Ces 
variations de performances peuvent être expliquées par 
l’utilisation de tests de référence différents d’une étude à 
l’autre et d’un nombre de cas de TIH positives très variable.

Réalisation des tests d’agrégation 
La plupart des propositions pour l’accréditation des exa-
mens réalisés en agrégométrie optique pour l’exploration 
des fonctions plaquettaires peuvent être appliquées pour le 
TAP (58). 

Les explorations sont effectuées à l’aide d’un agrégomètre 
thermostaté à 37  °C, sous agitation constante (autour 
de 1  100  rpm). La préparation du PRP doit être effectuée 
selon les recommandations de l’ISTH (13). La numération 
plaquettaire du PRP témoin doit être vérifiée et doit être 
comprise entre 300 et 600 G/L. Il n’est pas recommandé 
d’ajuster les plaquettes du PRP témoin. 
Selon les automates et les auteurs, les volumes réactionnels 
totaux varient entre 200 et 500 mL et les dilutions finales du 
plasma testé varient du demi au tiers. L’héparine est ajoutée 
sous un petit volume, le plus souvent compris entre 10 et 
30 ml. La numération plaquettaire finale (après mélange 
du PRP témoin et du PPP patient) doit être au minimum de 
150 G/L. 
Au préalable, pour chacun des PRP témoins, il convient d’ef-
fectuer le réglage de l’agrégomètre :
– du point 100 % d’agrégation = PPP témoin + PPP patient ;
– du point 0 % d’agrégation = PRP témoin + PPP patient.
Les tests d’agrégation sont ensuite effectués en présence 
d’héparine non fractionnée à 2 concentrations com-
prises entre 0,5 et 1 UI/mL (concentration finale). 
Une réponse positive est définie par la présence d’une nette 
cassure de la courbe, avec le plus souvent une agrégation 
maximale > 50 % (59). L’aspect sigmoïde de la courbe est 

Références Population 
étudiée

Test 
comparateur

Matrice
Témoins / Donneurs 

de plaquettes

Tests d’agrégation plaquettaire Autres 
commentairesHéparines testées

Conditions analytiques
Agrégomètre, 

agonistes, durée, seuil
Performances

(2) 23 sujets sains 
et 17 TIH+

SRA Plasma ou sérum
Chauffage 
(56 °C 30 minutes)

HNF 0,1, 0,5, 1 et 100 UI/mL
340 µL PRP + 150 µL PPP + 10 µL hep

Chronolog
Test collagène
15 minutes
Pos > 25 %

Dg TIH
Se : 39 à 81 %
Spe : 90 %

SRA :
Se : 65 à 94 %
Spe : 90 %

(24) 209 suspicions ELISA anti-FP4/H Plasma
≥ 2 témoins

HNF 0,2 et 100 UI/mL et HBPM
120 µL PRP + 75 µL PPP + 10 µL hep

Labor
Pos > 25 %

NA ELISA : 33 % pos
TAP : 11,5 % pos
HIPA : 33,5 % pos

(31) 100 suspicions
(44 TIH+)

SRA Plasma HNF 0,1 et 1 UI/mL
135 µL PRP + 90 µL PPP + 25 µL hep

Biodata
Test collagène
15 minutes
Pos > 20 %

Dg TIH
Se : 91 %
Spe : 77 %

SRA :
Se : 88 %
Spe : 100 %

(4) 97 suspicions 
(15 ELISA anti-FP4/H+)

HIMEA Plasma citrate 3,2 %
Témoins féminins 
Arg/Arg131 

HNF 0,5 et 100 UI/mL
340 µL PRP + 150 µL PPP + 10 µL hep

Chronolog
20 minutes
UAC

NA 10 TAP+/12 HIMEA+
9 SRA+ / 11 HIMEA+

(66) 200 suspicions HIMEA ND HNF 1 et 100 UI/mL
170 µL PRP + 100 µL PPP + 30 µL hep

Soderel
15 minutes
Pos > 25 % 

Dg TIH/SRA+
Se : 76 %
Spe : 96 %

HIMEA
Se : 81 %
Spe : 99 %

(104) 106 suspicions 
(9 TIH+)

HIMEA Plasma HNF 0,5, 1, 10 et 500 UI/mL PACKS-5 Helena
Test coll, ADP, AA
Pos > 20 %

Dg TIH
Se : 100 %
Spe : 90,5 %

HIMEA
Se : 100 %
Spe : 97,5 %

(59) 122 suspicions 
(39 TIH+)

HIPA Plasma, sérum
4 donneurs

HNF 0,5 et 100 UI/mL
HBPM 0,5 UI/mL

APACT 4004
15 minutes
Pos > 50 % (2/4)

Dg TIH/HIPA+
Se : 69 %
Spe : 100 %

Prévalence 32 %

Abréviations : ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay ; HIMEA : heparin-induced multiple electrode aggregometry ; HIPA : heparin-induced platelet activation ; ND : 
non déterminé ; Neg : négatif ; Pos : positif ; PPP : plasma pauvre en plaquettes ; PRP : plasma riche en plaquettes ; Se : sensibilité ; Spe : spécificité ; SRA : serotonin 
release assay ; TAP : tests d’agrégation plaquettaire ; TIH : thrombopénie induite par l’héparine ; VPN : valeur prédictive négative ; VPP : valeur prédictive positive.

Tableau 3 : Caractéristiques et performances du test d’agrégation plaquettaire (TAP).
Table 3: Characteristics and performance of the platelet aggregation test (PAT).
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caractéristique d’une réponse positive (Figure 2). Le délai 
de l’agrégation est variable et le temps de lecture doit être 
maintenu durant 15 à 20 minutes avant de conclure à une 
réponse négative.

Contrôles et interprétation des résultats
Pour valider les résultats du TAP, les échantillons de patients 
doivent être testés simultanément aux échantillons de 
contrôle (Tableau 4).
Vérifi cation de la réactivité des plaquettes témoins :
La réactivité des plaquettes témoin doit être systémati-
quement vérifi ée avec le plasma d’un patient TIH posi-
tif ou l’Ac 5B9, même si les donneurs sont connus comme 
étant bons répondeurs. 
Si le test est négatif, un complément d’exploration doit être 
envisagé :
• Avec les plaquettes de 2 autres témoins sains.
En cas d’agrégation positive en présence de faibles concen-
trations d’héparine avec au moins l’un des témoins, il est 
nécessaire :
• de compléter le test en présence d’une forte concentration 
d’héparine (100 UI/mL) qui doit inhiber l’activation plaquet-
taire. En eff et, une forte concentration d’héparine dissocie 
les complexes F4P/héparine  (2,12) et si l’agrégation n’est 
pas inhibée par l’HNF à 100 UI/mL, le test n’est pas inter-
prétable ; 

• d’étudier la réponse en l’absence d’héparine (ajout de 
sérum physiologique au mélange PPP patient + PRP témoin). 
Une réponse positive sans héparine peut être expliquée :
o par la présence de thrombine (normalement inactivée 
par le chauff age préalable du plasma à 56  °C pendant 
30 minutes) (2) ;
o par la présence d’héparine résiduelle dans le plasma du 
patient ;
o par des anticorps fortement activateurs (38).

Figure 2 : Exemples de courbes obtenues avec le test d’agrégation plaquettaire (TAP).
Figure 2: Examples of curves obtained with the platelet aggregation test (PAT).

HNF
2 faibles

concentrati ons fi nales 
entre 0,5 et 1 UI/mL

HNF
1 forte

concentrati on fi nale
100 UI/mL

Pas d’HNF
(NaCl 0,9 %) Interprétati on du test

– (–) (–) Test négati f

+ – – Test positi f

+ – +

Anti corps de TIH 
fortement acti vateur ou 
présence d’héparine rési-
duelle dans l’échanti llon

+ + ±

Test non interprétable à 
contrôler sur un nouveau 
donneur ou par un autre 
test foncti onnel

Abréviations : HNF : héparine non fractionnée ; TIH : thrombopénie induite par 
l’héparine.

Tableau 4 : Interprétation du test d’agrégation plaquettaire (TAP) selon 
les résultats obtenus avec les diff érentes concentrations d’héparine, 
sous réserve de contrôles conformes.
Table 4: Interpretation of the platelet aggregation test (PAT) according to 

the results obtained with the different concentrations of heparin, subject to 

compliant controls.
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En cas de réponse positive en l’absence d’héparine, le diag- 
nostic de TIH reste possible si l’agrégation est inhibée par 
l’HNF 100 UI/mL. 
• De confirmer ce résultat en utilisant les plaquettes d’un 
autre donneur.

Tests de cytométrie en flux (CMF)

Propositions
• Deux faibles concentrations d’héparine doivent systéma-
tiquement être testées (concentrations finales comprises 
entre 0,1 et 1 UI/mL d’HNF), ainsi qu’une forte concentration 
de 100 UI/mL.
• Il est pertinent de tester une condition sans héparine afin 
de détecter des anticorps particulièrement pathogènes (titres 
élevés et/ou spécificité particulière pour le F4P). 
• Un plasma/sérum d’un patient TIH positif connu ou un anti-
corps de TIH (tel que 5B9) doit être utilisé comme contrôle 
positif. Un échantillon négatif (ou plasma/sérum de sujet 
sain) doit être utilisé comme contrôle négatif. 
• Un test est considéré comme négatif si aucune activation 
plaquettaire n’est observée avec les plaquettes d’au moins 
3 donneurs différents.
• Un test est considéré positif si, avec les plaquettes d’au 
moins 2 donneurs, une activation plaquettaire est observée 
en présence d’une faible concentration d’héparine et qu’elle 
est inhibée en présence d’une forte concentration d’héparine.

Principe et performances
La CMF évalue, comme les autres tests fonctionnels, la 
capacité du plasma (ou du sérum) d’un patient à activer, en 
présence d’héparine, les plaquettes d’un témoin. La CMF 
recherche une surexpression soit de la phosphatidylsérine 
en mesurant la fixation de l’annexine V, soit de la P-sélectine 
issue des granules α et exposée à la surface des plaquettes 
lors de leur activation (Tableau 5). Parallèlement aux mar-
queurs d’activation, les plaquettes sont identifiées avec un 
anticorps anti-CD41 dirigé contre la GPIIb plaquettaire.
Les performances des tests en CMF qui évaluent la fixation 
de l’annexine V varient, en termes de sensibilité et spécifi-
cité, respectivement de 88 à 95 % et de 96 à 100 %. Concer-
nant les tests mesurant l’expression de la P-sélectine, leur 
sensibilité varie de 82 à 90 % et leur spécificité de 83 à 95 %. 
Comme pour les tests d’agrégation plaquettaire, les diffé-
rences de performances des tests de CMF décrites dans la 
littérature peuvent être expliquées par des effectifs de TIH 
et des critères de sélection variables.
Dans une étude française réalisée sur 288 plasmas (131 TIH 
positives et 157 TIH négatives), la sensibilité du test basé 

sur la mesure de la P-sélectine était de 88 % et la spécificité 
de 95 %, ce qui est comparable aux performances du SRA 
réalisé parallèlement (Ss 88 % et Sp 97 %). Sur la base de 
cette étude, un test a temporairement été commercialisé 
(Emo-test HIT Confirm®, Emosis, Illkirch-Graffenstaden, 
France), puis retiré du marché. Son évaluation avait de fait 
objectivé de moins bonnes performances, avec une sensibi-
lité de 69 % et une spécificité de 75 % (60). 
Un autre test en CMF, évaluant l’expression de la 
phosphatidylsérine, a également été commercialisé (HIT 
AlertTM Kit, IQ Products, Groninge, The Netherlands) mais 
peu évalué.

Réalisation des tests 
Les tests en CMF sont majoritairement réalisés sur du 
PRP qui doit être préparé selon les recommandations de 
l’ISTH (13). Deux équipes ont publié un test en CMF sur sang 
total  (8,61) et une autre avec des plaquettes lavées  (62). 
L’analyse est réalisée sur 10 000 à 100  000  événements 
selon les méthodes. La numération plaquettaire du PRP 
n’est pas mentionnée, car elle n’est pas un paramètre 
critique en cytométrie. Les volumes de PRP analysés sont 
faibles et varient entre 10 et 70  mL. La plupart des pro-
tocoles utilisent  1 ou 2  faibles concentrations finales 
d’héparine comprises entre 0,1 et 1 UI/mL et une forte de 
100 UI/mL.
L’analyse en CMF nécessite un premier fenêtrage sur les pla-
quettes (CD41+) puis un second fenêtrage sur le marqueur 
d’activation en s’affranchissant des débris cellulaires.

Contrôles et interprétation des résultats 
Un contrôle positif d’activation des plaquettes est testé dans 
la plupart des études. Il s’agit très souvent d’un ionophore 
calcique lorsque le marquage à l’annexine V est utilisé, ou 
du TRAP si le test mesure l’expression de la P-sélectine. 
Comme pour les autres tests fonctionnels, la réactivité pla-
quettaire aux anticorps héparine-dépendants doit être éva-
luée en présence d’un plasma de TIH positif. Un test ne peut 
être conclu comme étant négatif qu’après avoir évalué la 
réponse d’au moins 3 PRP issus de donneurs différents. 
L’absence d’activation spontanée des plaquettes doit être 
vérifiée sur un mélange PRP témoin et PPP témoin en pré-
sence d’une solution tampon.
Concernant l’interprétation des résultats, la majorité des 
équipes ont défini un pourcentage d’activation plaquettaire 
minimal à atteindre en présence de faibles concentrations 
d’héparine auquel s’ajoute un critère d’inhibition à une forte 
concentration d’héparine. Il est recommandé que chaque 
laboratoire définisse ses seuils. 
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Références Méthodologie 
(volume initial de PRP, 
C° finale d’héparine, 
seuil d’activation…)

Critères de positivité du test Patients étudiés Critère pour le 
diagnostic de TIH
n patients TIH+

Performances du test Comparaison

(6) PRP (70 µL)
Hep 0,1-0,3 et 100 UI/mL
Seuil d’activation : calcium 
ionorphore

Liaison à l’annexine V
≥ 6,6 % avec [faible C° d’hep]
et inhibition avec [forte C° d’hep]
Zone grise de 6 à 6,6 %
Nombre de donneurs de plaquettes 
non mentionné

25 patients avec 
suspicion clinique de TIH

Diagnostic clinique 
et SRA+
19 TIH+

Se : 95 %
Spe : 100 %

SRA

(98) PRP (70 µL)
Hep 0,1-0,3 et 200 UI/mL
Seuil d’activation : ADP

Liaison à l’annexine V
≥ 11 % avec [faible C° d’hep]
et inhibition avec [forte C° d’hep]
Plaquettes poolées 

248 patients avec 
suspicion clinique de TIH

Diagnostic clinique 
et HIPA+ ;
17 TIH+

Se : 95 %
Spe : 96 %

HIPA (4 donneurs)

(100) PRP (35 µL)
Hep 0,1-0,3 et 100 UI/mL 
Agitation lente 15 rpm

Liaison à l’annexine V (HIT Alert®)
≥ 7,6 % avec [faible C° d’hep]
et inhibition > 50 % avec 
[forte C° d’hep]
Un donneur de plaquettes sélectionné

346 patients avec 
suspicion clinique de TIH

Diagnostic clinique
17 TIH+

Se : 88,2 %
Spe : 99,1 %

Diagnostic clinique

Coef agrément 52,7 % ELISA

Coef agrément 23,2 % PaGIA

(61) Sang total (165 µL)
Hep 1 et 500 UI/mL

Microparticules plaquettaires (PMP)
Ratio PMP annexine V+ 
[faible C° d’hep] / [forte C° d’hep]
Un seul donneur groupe O

53 patients avec suspicion 
clinique de TIH

Diagnostic clinique
9 TIH+

Se : 88,9 %
Spe : 100 %

NA

(101) PRP (13,4 µL)
Hep 2 et 200 UI/mL

> 10 % de plaquettes CD62P+ 
avec [faible C° d’hep] et inhibition 
> 50 % avec [forte C° d’hep]
Deux donneurs de plaquettes

41 patients avec 
suspicion clinique de TIH
et ELISA IgG+

Diagnostic clinique 
et HIPA+
14 TIH+

Se : 82 %
Spe : 83 %

NA

(102) Plaquettes lavées (75 µL)
Hep 0, 0,1 et 100 UI/mL 
et HBPM 0,3 UI/mL

PMP CD42b+
Ratio PMP/événements totaux
> 10 % avec [faible C° d’hep]
et < 10 % avec [forte C° d’hep]
Deux donneurs de plaquettes 
sélectionnés

401 patients avec 
suspicion clinique de TIH

Score 4T ≥ 4, et FCM+
102 TIH+

NA

(99) PRP (10 mL)
Hep 0,3 et 100 UI/mL
Seuil d’activation : TRAP

Expression de P-sélectine x 2 
celle du témoin
Un seul donneur de plaquettes

650 patients avec 
suspicion clinique de TIH
63 patients avec SRA

SRA+ ; 
21 TIH+

Se : 90,5 %
Spe : 95,2 %

NA

(60) PRP (10 mL)
Hep 0,3 et 100 UI/mL
Seuil d’activation : TRAP

Expression P-selectin 
(Emo-test HIT®). 
HEPLA > 13,0 %
Zone grise 9,6 13 %
Un seul donneur de plaquettes 
non sélectionné

164 patients avec 
suspicion clinique de TIH 
et IgG EIA+

HIPA+ ;
33 TIH+

Se : 69,7 %
Spe : 75,4 %

NA

(62) Plaquettes lavées Groupe O
PF4 37,5 mg/mL
Hep 100 UI/mL
Max d’activation : TRAP

% activation = [(MFI échantillon-MFI 
sérum Normal) / (MFI TRAP – MFI 
sérum Normal)] x 100
Test positif : % activation > 35 %
et inhibition > 50 % avec 100 UI/mL 
d’hep

409 patients avec 
suspicion clinique de TIH 
Test ELISA et Score 4Ts

TIH + si DO > 1 
et score > 6
ou DO > 2 et score > 4

Spe : 94 %
0,87-1 (95 % IC)
Se : 0,88
0,78-0,98 (95 % IC)

SRA
Spe : 0,91
0,82-1 (95 % IC)
Se : 0,86
0,77-0,96 (95 % IC)

Abréviations : C° : concentration⁄; IC : intervalle de confiance ; hep : héparine ; EIA : enzyme immunoassay ; ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay ; HIPA : heparin-
induced platelet activation ; MFI : moyenne d’intensité de fluorescence ; NA : non applicable ; PRP : plasma riche en plaquettes ; Se : sensibilité ; Spe : spécificité ; 
SRA : serotonin release assay ; TIH : thrombopénie induite par l’héparine ; TRAP : Thrombin receptor-activating peptide.

Tableau 5 : Caractéristiques et performances des tests de CMF utilisés dans le diagnostic de TIH.
Table 5: Characteristics and performance of FCM tests used in the diagnosis of HIT.
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Quelle méthodologie adopter pour la réalisation des 
tests d’activation plaquettaire réalisés sur sang total ?

Heparin Induced Multi Electrode Aggregometry (HIMEA)

Propositions
– Le sang total doit être laissé 30 minutes au repos avant 
utilisation.
– Le milieu réactionnel doit contenir une solution saline.
– Une concentration finale d’héparine de 1 UI/mL, ainsi 
qu’une forte concentration de 200 UI/mL doivent systémati-
quement être testées. 
– Un plasma/sérum d’un patient TIH positif ou un anticorps 
de TIH (tel que 5B9) doivent être utilisés comme contrôle 
positif. Un échantillon négatif (ou plasma/sérum de sujet 
sain) doit être utilisé comme contrôle négatif. 
– Il n’existe actuellement aucune recommandation sur le 
nombre de donneurs minimum à tester.

Principe et performances
Le test HIMEA ne peut être réalisé que dans un laboratoire 
possédant un Multiplate®, automate permettant l’étude de 
l’agrégation plaquettaire sur sang total par impédancemé-
trie. Il utilise des cuvettes qui possèdent deux jeux d’élec-
trodes entre lesquelles passe un courant électrique qui sera 
modifié lorsque les plaquettes agrègent sur les électrodes.
Le sang total d’un donneur est déposé dans une cuvette et 
placé sous agitation continue à l’aide d’un barreau magné-
tique qui permet le maintien des plaquettes en suspension. 
Après ajout d’héparine à différentes concentrations et de 
l’échantillon du patient, les plaquettes, si elles agrègent, 
adhèrent sur les électrodes augmentant ainsi la résis-
tance électrique. La modification du signal est traduite par 

une courbe d’impédance d’allure sigmoïdale similaire aux 
courbes d’agrégation plaquettaire du TAP. L’aire sous la 
courbe (AUC) est mesurée par l’automate.
Ce test présente l’avantage d’être réalisé sur sang total et 
Morel-Kopp et al. ont rapporté une amélioration des perfor-
mances de l’HIMEA par rapport au test d’agrégation plaquet-
taire pour le diagnostic des TIH, avec des résultats compa-
rables à ceux du SRA  (63). Des résultats similaires ont été 
publiés par Jing Jin et al. avec une sensibilité de 85 % et une 
spécificité de 98 % de l’HIMEA et non différentes de celles du 
SRA (64). Il est à noter que dans cette étude, les mêmes don-
neurs ont été utilisés pour évaluer le test HIMEA et le SRA. 

Réalisation du HIMEA
Le fabricant du Multiplate® préconise l’utilisation d’un sang 
prélevé sur hirudine (concentration finale de 25  µg/mL) 
et cette recommandation a été reprise en 2016 par le 
sous-comité de l’ISTH. L’hirudine permet de maintenir 
les concentrations physiologiques en ions calcium et 
magnésium  (65) et limite l’agrégation spontanée des pla-
quettes par inhibition de la thrombine. Deux études réali-
sées en 2012 et 2019 avec du sang prélevé sur citrate ont 
également permis de valider l’utilisation de cet anticoagu-
lant (64,66). 
Le sang du donneur doit être laissé au repos pendant 
30 minutes avant d’être incubé avec l’échantillon du patient 
et l’héparine. 
Les différentes méthodologies rapportées dans la littérature 
sont synthétisées dans le tableau 6. La dilution de l’héparine 
en solution saline et/ou l’apport d’une solution saline dans 
le milieu réactionnel constitue un point méthodologique 
important dans la mesure où les ions sont nécessaires au 
passage du courant électrique entre les électrodes.

Références Vol sang total
(A) en µµL

Vol sol saline
(B) en µµL

Vol échantillon 
patient (C) en µµL

Incubation Volume héparine
(D) en µµL

HNF UI/mL
(C° finale)

Temps 
d’enregistrement

Seuils AUC

(17) 300 100 200 A + B + C
1 minute
Puis D

20 1-200 15 minutes > 30 UA avec HNF
< 30 UA sans héparine

(107) 340 / 200 A + C
1 minute
Puis D

40 1-100 15 minutes > 267 UA avec HNF 1 IU/mL
> 20 % UA avec solution saline
Inhibition > 50 % avec forte C° héparine

(104) 150 300 150 A + B + C
3 minutes
Puis D

50 d’HNF (Leo) 1-10-385 30 minutes > 276 UA avec HNF 1 IU/mL
> 183 UA avec HNF 10 IU/mL
Inhibition > 80 % avec forte C° héparine 
Contrôle négatif < 100 UA 

(64) 300 / 150 A + D
2 minutes

150 0,5-100 15 minutes > 50 UA avec faible C° héparine
Inhibition > 50 % avec forte C° héparine 

(108) 300 / 150 A + D
6 minutes
Puis C

150 0-0,5-1-200 15 minutes > 82 UA avec faible C° héparine
Inhibition > 50 % avec forte C° héparine 

Abréviations : C° : concentration ; HIMEA : heparin-induced multiple electrode aggregometry ; UA : unité arbitraire.

Tableau 6 : Méthodologies proposées dans la littérature pour la réalisation du test HIMEA.
Table 6: Proposed protocols for the HIMEA test.
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Toutes les expériences doivent être réalisées dans les 3 à 
4 heures suivant le prélèvement et les changements d’im-
pédance sont enregistrés pendant 15 à 30 minutes selon les 
auteurs. Les résultats sont exprimés sous forme d’aire sous 
la courbe (AUC) en utilisant des unités arbitraires. 
Un temps de lecture variable sera à l’origine d’AUC diff é-
rents, raison pour laquelle il appartient à chaque laboratoire 
de défi nir ses propres seuils. 

Contrôles et interprétation des résultats
Selon les recommandations de l’ISTH (17), les résultats sont 
considérés comme positifs s’ils remplissent tous les critères 
suivants : 
1/ une courbe d’allure parabolique (courbes rouge et bleue 
générées par chaque jeu d’électrodes, Figure 3) ;

2/ AUC (1 UI/mL d’HNF) >  30 AU ; ce seuil doit être défi ni 
dans chaque centre (sur la base des mesures eff ectuées sur 
20 témoins sains et des patients non hospitalisés) ;
3/ AUC (200 UI/mL) < 50 % de l’AUC (1 UI/mL).
4/ AUC < 30 AU sans héparine (seuil à défi nir dans chaque 
centre). Attention, la présence d’anticorps de TIH hautement 
pathogènes ou d’héparine dans l’échantillon peut être res-
ponsable d’une AUC > 30 AU.
Il est important de redéfi nir ces seuils lors de la mise au 
point de ce test car ils varient de façon importante selon les 
publications. 

Figure 3 : Exemples de courbes obtenues avec le Heparin Induced Multi Electrode Aggregometry (HIMEA).
Figure 3: Examples of curves obtained with Heparin Induced Multi Electrode Aggregometry (HIMEA).

Abréviations : AU : unité d’aire sous la courbe ; AUC : aire sous la courbe.
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Propositions
– Avant de rechercher la présence d’anticorps anti-F4P/H, il est recommandé d’évaluer la probabilité clinique de TIH (score 4T 
ou autre).
– En cas de probabilité clinique faible, il est recommandé de :
o Ne pas rechercher d’anticorps anti-F4P/H, sauf en cas de doute sur la fiabilité des renseignements cliniques obtenus. Le dia-
gnostic de TIH est exclu, le traitement par héparine peut être poursuivi.
o Réévaluer la probabilité clinique en cas de nouvel événement clinique et/ou d’aggravation de la thrombopénie. Une vigilance 
particulière est recommandée dans un contexte de réanimation où les performances du score 4T sont moins bonnes. 
– En cas de probabilité clinique intermédiaire, il est recommandé de réaliser la recherche d’anticorps anti-F4P/polyanion 
(héparine ou PVS) par un test immunologique semi-quantitatif (ELISA, CLIA ou LIA) ou qualitatif (LFIA). Si le test est disponible 
dans la journée et :
o Si celui-ci est négatif, le diagnostic de TIH est exclu ; le traitement par héparine peut être poursuivi. 
o Si celui-ci est positif, le diagnostic de TIH est probable ; il est alors recommandé de :
■ Évaluer les fonctions rénale et hépatique afin de décider de l’anticoagulant substitutif le plus adapté.
■ Congeler les prélèvements destinés au diagnostic biologique de la TIH avant la mise en route du traitement alternatif.
■ Rechercher des anticorps anti-F4P/H par un test immunologique semi-quantitatif (ELISA, CLIA ou LIA) si le test initial était un 
test qualitatif (LFIA).
■ Réaliser un test fonctionnel si le résultat du test semi-quantitatif est positif.
– En cas de probabilité clinique intermédiaire et si le test immunologique n’est pas disponible dans la journée il est recommandé 
de :
o Évaluer les fonctions rénale et hépatique afin de décider de la thérapeutique substitutive la plus adaptée.
o Congeler les prélèvements destinés au diagnostic biologique de la TIH avant la mise en route du traitement alternatif.
o Ne pas attendre les résultats de la recherche d’anticorps anti-F4P/H pour remplacer le traitement par héparine par un traite-
ment anticoagulant alternatif. 
o Rechercher des anticorps anti-F4P/H par un test immunologique semi-quantitatif.
o Réaliser un test fonctionnel si le résultat du test semi-quantitatif est positif.
– En cas de probabilité clinique forte, il est recommandé de :
o Évaluer les fonctions rénale et hépatique afin de décider de la thérapeutique substitutive la plus adaptée.
o Congeler les prélèvements destinés au diagnostic biologique de la TIH avant la mise en route du traitement anticoagulant 
alternatif.
o Ne pas attendre les résultats de la recherche d’anticorps anti-F4P/H pour remplacer le traitement par héparine par un traite-
ment anticoagulant alternatif. 
o Réaliser une recherche d’anticorps anti-F4P/H par un test immunologique semi-quantitatif et par un test fonctionnel. 
– Si le test immunologique semi-quantitatif et le test fonctionnel sont positifs, le diagnostic de TIH est confirmé.
– Si le test immunologique semi-quantitatif et le test fonctionnel sont négatifs, il est nécessaire de ré-évaluer la probabilité 
clinique et/ou de refaire le test immunologique semi-quantitatif sur un nouveau prélèvement. Si celui-ci est toujours négatif, 
le diagnostic de TIH est exclu et le traitement par héparine peut être repris. 

STRATÉGIE DIAGNOSTIQUE

Quelle stratégie diagnostique adopter hors chirurgie cardiaque/ECMO ?

Algorithmes décisionnels
La stratégie diagnostique recommandée en dehors de tout contexte de chirurgie cardiaque ou d’oxygénation extracorpo-
relle (ECMO) est résumée dans l’Algorithme n° 1 (Figure 4).

Quelle attitude adopter chez un patient avec des résultats de tests immunologiques et d’activation plaquettaire discordants ?
En cas de discordance entre le test immunologique et le test fonctionnel, suivre l’Algorithme n° 2 (Figure 5).
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Algorithme N°1
Suspicion de TIH

hors chirurgie cardiaque / ECMO

Score de probabilité clinique pré-test

Probabilité
forte

Probabilité
intermédiaire

Probabilité
faible*

Test immunologique semi-
quantitatif ou qualitatif

Négatif Positif

Test fonctionnel

Evaluer le risque de saignement, les 
fonctions rénale et hépatique
Arrêter l’héparine et initier un 

anticoagulant non héparinique

Si pas déja fait, réaliser un test 
immunologique semi-quantitatif

TIH exclue
Reprise du traitement par 

héparine

TIH exclue
Poursuite du traitement

par héparine

Les deux tests sont
négatifs**

Les deux tests sont
positifsUn seul test est positif

Voir algorithme n°2 TIH confirmée

** réévaluer la probabilité en cas de nouvel événement clinique ou biologique
** réévaluer la probabilité clinique et/ou refaire le test immunologique semi-quantitatif sur un prélèvement ultérieur

Probabilité faible
ou intermédiaire*

Probabilité forte

Négatif Positif

Résultat non disponible 
dans la journée

TIH probable

Figure 4 : Algorithme 1.
Figure 4: Algorithm 1.
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Algorithme N°2

Un seul test est positif

Test immunologique positif
Test fonctionnel négatif

Test immunologique négatif
Test fonctionnel positif

Réaliser un autre test immunologique 
semi-quantitatif, ELISA de préférence

La TIH ne peut 
être exclue

TIH confirmée

Si test immunologique qualitatif, 
réaliser un test semi-quantitatif,

ELISA de préférence

Négatif Positif

Résultat proche du seuil 
de positivité

TIH peu probable
Reprise possible du 

traitement par 
héparine

DO > 2
ou CLIA > 10 UA

La TIH est très 
probable

DO entre 1 et 2
ou CLIA entre 2 et 10 UA

La TIH ne peut 
être confirmée

Réévaluer la probabilité clinique

Réaliser de nouveau le test fonctionnel en faisant varier les conditions 
analytiques (autres donneurs, prélèvements ultérieurs…)

Contacter un centre expert pour réaliser un autre type de test 
fonctionnel ou un test fonctionnel sensibilisé avec du FP4

Positif Négatif

TIH exclue
Reprise du traitement 

par héparine

Figure 5 : Algorithme 2.
Figure 5: Algorithm 2.
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Propositions
– Si seul le test semi-quantitatif est positif (ELISA ou CLIA), 
le seuil de positivité guidera la conduite à tenir :
o En cas de résultat positif faible proche du seuil de positi-
vité, le diagnostic de TIH est peu probable. 
o En cas de résultat positif intermédiaire (ELISA DO entre 1 et 
2 ou CLIA entre 2 et 10 UA), le diagnostic de TIH ne peut pas 
être affirmé. Il est proposé de ré-évaluer la probabilité cli-
nique, de réaliser de nouveau un test fonctionnel en faisant 
varier les conditions analytiques (cf. Quelle méthodologie 
adopter pour la réalisation des tests d’activation plaquet-
taire réalisés en PRP (tests d’agrégation plaquettaire, 
cytométrie en flux)  ?). Si un doute persiste, il est recom-
mandé de contacter un centre expert, pour réaliser un autre 
type de test fonctionnel, notamment sensibilisé avec du F4P. 
o En cas de résultat positif fort (ELISA DO > 2 ou CLIA > 10 UA), 
le diagnostic de TIH est très probable. Pour le confirmer, il 
est proposé de réévaluer la probabilité clinique, de réaliser 
de nouveau un test fonctionnel en faisant varier les condi-
tions analytiques (cf. Quelle méthodologie adopter pour 
la réalisation des tests d’activation plaquettaire réalisés 
en PRP (tests d’agrégation plaquettaire, cytométrie en 
flux) ?). Si un doute persiste, il est recommandé de contacter 
un centre expert, pour réaliser un autre type de test fonction-
nel, notamment sensibilisé avec du F4P. 
– Si seul le test fonctionnel est positif, il est proposé de réali-
ser un autre test immunologique semi-quantitatif, ELISA de 
préférence.
o Si le test semi-quantitatif est positif (quelle que soit la 
valeur), le diagnostic de TIH est confirmé. 
o Si le test semi-quantitatif est négatif, le diagnostic de TIH 
ne peut être exclu. Pour confirmer le diagnostic, il est pro-
posé de ré-évaluer la probabilité clinique et de réaliser de 
nouveau le test fonctionnel. Si un doute persiste il est recom-
mandé de contacter un centre expert, pour réaliser un autre 
type de test fonctionnel. 
– Dans tous les cas où les tests biologiques sont discordants, 
une discussion pluridisciplinaire est recommandée afin de 
définir le niveau de probabilité du diagnostic de TIH et la 
prise en charge thérapeutique la plus adaptée. 

Rationnel

Cas d’un test immunologique positif et d’un test 
fonctionnel négatif
En raison de la spécificité et la VPP faibles des tests immu-
nologiques détectant les anticorps anti-F4P/H, un résultat 
positif doit être confirmé dans la plupart des cas par un test 
fonctionnel d’activation plaquettaire, réalisé de préférence 
avec des plaquettes lavées, pour une meilleure sensibi-
lité  (67). Néanmoins, dans certains cas hors chirurgie car-
diaque et ECMO, le diagnostic de TIH peut être retenu en cas 
de forte positivité du test semi-quantitatif (68,69).
Si le test fonctionnel réalisé est négatif, le diagnostic de TIH 
est éliminé dans la plupart des cas. Cependant, si la proba-
bilité clinique de TIH est élevée, il est utile de répéter le test 
fonctionnel avec un nouveau donneur et éventuellement 
avec une autre méthode. Des discordances ont ainsi été 
montrées entre le HIPA et le SRA (46). 
Il a également été proposé de réaliser un test fonctionnel 
sensibilisé avec le F4P (cf. Quelle place pour les tests sensibi-
lisés par ajout de F4P  : pour quels patients ? Quelles concen-
trations de F4P ? Quelle origine du F4P ?), car cette procédure 
permet parfois de mettre en évidence des anticorps patho-
gènes non détectés par un test classique (21,49). 

Cas d’un test immunologique négatif et d’un test 
fonctionnel positif
Dans ce cas, il convient, dans un premier temps, de vérifier 
si le test immunologique a été effectué en respectant la pro-
cédure, et de vérifier ce résultat négatif avec un autre test 
immunologique. Un test rapide négatif devra systématique-
ment être contrôlé par un test ELISA. En effet la VPN des 
tests immunologiques, et plus particulièrement des tests 
rapides, est très bonne mais n’est pas de 100 % (70,71). 
Si le premier test immunologique est un ELISA, le résultat 
devra être contrôlé sur un prélèvement ultérieur et éven-
tuellement avec une trousse qui utilise une cible antigénique 
différente (complexes F4P/H, F4P/PVS, lysat plaquettaire/H). 
L’existence d’anticorps anti-IL8 et anti-NAP2 a été rapportée 
dans ce type de situations, mais leur pathogénicité n’est tou-
jours pas démontrée (72-74). L’absence de test ELISA dispo-
nible pour rechercher ces anticorps est un facteur limitant 
important. 
Quoi qu’il en soit, si une forte suspicion clinique existe, 
même en l’absence de test ELISA positif, il est nécessaire 
d’envisager le diagnostic de TIH et de traiter le patient en 
conséquence.
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Quelles sont les bonnes pratiques d’utilisation du test rapide 
qualitatif (LFIA) dans cette stratégie diagnostique ?

Propositions
– Un test rapide qualitatif (LFIA) négatif permet d’exclure en 
urgence le diagnostic de TIH uniquement si la probabilité cli-
nique est intermédiaire.
– En cas de doute sur la probabilité clinique (exemple  : 
patients de réanimation), un test immunologique semi- 
quantitatif doit être réalisé.
– Devant une forte probabilité de TIH, il n’est pas recom-
mandé de réaliser un test rapide qualitatif (LFIA) en raison 
du risque non négligeable de faux négatif dans ce contexte 
clinique. Si le test qualitatif est tout de même réalisé et néga-
tif, la TIH ne peut être exclue. 
– D’autre part, un test rapide qualitatif (LFIA) positif ne per-
met pas de confirmer le diagnostic de TIH. Il est recommandé 
de compléter l’exploration biologique par un test immunolo-
gique semi-quantitatif et par un test fonctionnel (si le test 
semi-quantitatif est positif). 

Quelles sont les bonnes pratiques d’utilisation des tests 
immunologiques semi-quantitatifs dans cette stratégie 
diagnostique ?

Propositions
– Un test semi-quantitatif négatif permet d’exclure le diag- 
nostic de TIH uniquement si la probabilité clinique est inter-
médiaire. 
– En cas de probabilité clinique forte, un test semi-quantitatif 
négatif seul ne permet pas d’exclure une TIH. Il est recom-
mandé de compléter l’exploration biologique par un test 
fonctionnel.
– En cas de probabilité élevée de TIH et dans l’impossibi-
lité de réaliser un test fonctionnel dans l’immédiat, le dia-
gnostic de TIH est très probable si le résultat du test semi- 
quantitatif est fortement positif (DO > 2 pour un ELISA anti-
F4P/H IgG spécifique ou > 10 UA en CLIA). Un test fonctionnel 
est toutefois recommandé dans tous les cas pour confirmer 
le diagnostic. 

Rationnel
Les tests immunologiques rapides sont de deux types : qua-
litatifs (immunochromatographie latérale sur membrane, 
LFIA) ou semi-quantitatifs (chimiluminescence – CLIA – et 
immunoturbidimétrie, LIA). Ces tests ont été validés pour 
leur bonne sensibilité et permettent, s’ils sont négatifs 
et en cas de probabilité faible ou intermédiaire, d’exclure 
le diagnostic de TIH en 30 à 60 minutes après l’arrivée du 

prélèvement au laboratoire. Combinés avec le score de 
probabilité clinique, ils sont donc d’excellents outils pour 
exclure rapidement une TIH en cas de probabilité inter-
médiaire. Néanmoins, leur spécificité n’est pas suffisante 
et, en cas de positivité, ils doivent toujours être associés à 
un test fonctionnel en fonction de la probabilité clinique 
(cf. Algorithmes nos 1, 2 et 3) (70,71,75–77).
Les deux tests immunologiques rapides semi-quantitatifs 
disponibles à ce jour sont automatisés. L’un d’eux, réalisé 
sur l’automate ACL TOP®, repose sur une méthode d’immu-
noturbidimétrie avec compétition entre les anticorps de TIH 
du patient et un anticorps modèle de TIH (KKO) fixé sur des 
particules de latex (HemosIL® HIT Ab) (méthode LIA). Ce test 
manque de spécificité car il détecte toutes les classes d’an-
ticorps anti-F4P/H. L’autre test rapide semi-quantitatif basé 
sur une méthode de chimiluminescence a été développé sur 
l’automate AcuStar (HemosIL® AcuStar HIT) (méthode CLIA). 
Point important  : aucune corrélation n’a été mise en évi-
dence entre l’amplitude du signal de chimiluminescence et 
le risque de TIH, mais un signal supérieur à 10 U/mL semble 
prédictif du diagnostic de TIH (71,78).
Ces nouveaux tests automatisés offrent plusieurs avan-
tages comparativement aux tests ELISA : un délai plus court 
d’obtention des résultats et une réalisation unitaire, deux 
caractéristiques importantes pour un diagnostic d’urgence. 
Cependant, des automates dédiés sont nécessaires à leur 
réalisation et un test fonctionnel est a priori indispensable 
pour confirmer le diagnostic de TIH. Néanmoins, il a été 
montré récemment qu’en combinant les résultats obtenus 
en chimiluminescence et en immunofiltration sur gel (mais 
ce dernier test n’est plus commercialisé)  (79) ou en immu-
noturbidimétrie (80), le diagnostic de TIH peut être affirmé 
avec une très forte probabilité lorsque les deux tests sont 
clairement positifs (LIA et CLIA > 5 U/mL). 
Il est important de souligner qu’aucun test immunologique 
ne possède une sensibilité de 100  %, et notamment les 
tests rapides. Il est donc important de garder à l’esprit que, 
devant une forte suspicion de TIH (score 4T > 6) et un test 
rapide négatif (semi-quantitatif voire qualitatif), il convient 
de remplacer le traitement par héparine et de réaliser un 
test fonctionnel. Si le résultat du test fonctionnel est positif, 
un test immunologique semi-quantitatif de type ELISA IgG 
spécifique doit également être réalisé.
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Quelle stratégie diagnostique adopter chez un patient 
après circulation extracorporelle ou sous ECMO ?

Recommandations générales

Propositions
– Il est recommandé de rechercher des anticorps IgG anti-
F4P/H après CEC ou dans le contexte d’une assistance de 
type ECMO, en cas de chute de la numération plaquettaire 
après une remontée préalable (courbe biphasique), ou si 
une thrombopénie persiste au-delà de J5 après la CEC ou la 
pose d’ECMO. 
– Il est recommandé de rechercher des anticorps IgG anti-
F4P/H après CEC ou dans le contexte d’une assistance de 
type ECMO en cas de thrombose, quelle que soit l’évolution 
de la numération plaquettaire. 
– Sous ECMO, il est proposé de rechercher systématique-
ment des anticorps IgG anti-FP4 en cas de thrombose inex-
pliquée et/ou de signes de dysfonctionnement du circuit 
(« caillotage » avec dépôt de fibrine en excès dans le circuit).
– En raison de l’incidence élevée des anticorps anti-F4P non 
pathogènes après CEC ou pose d’ECMO, un test fonctionnel 
est nécessaire pour confirmer un diagnostic de TIH. 
– Dans ce contexte spécifique et en l’absence de données de 
la littérature, l’utilisation du test rapide qualitatif (LFIA) n’est 
pas recommandée. 

Propositions
– En cas de thrombose ou en cas d’absence de correction de 
la NP au-delà de J5 après CEC ou de majoration de la throm-
bopénie au-delà de J5 après la pose de l’ECMO, il est recom-
mandé de rechercher des anticorps anti-F4P/H par un test 
immunologique semi-quantitatif. Si le résultat est obtenu 
dans la journée et :
o S’il est négatif, le diagnostic de TIH peut être exclu ; le trai-
tement par héparine peut être poursuivi. 
o S’il est positif, le diagnostic de TIH est probable ; il est alors 
recommandé de :
■ Évaluer le risque de saignement, les fonctions rénale et 
hépatique afin de décider de la thérapeutique substitutive.
■ Réaliser un test fonctionnel. 
– En cas de discordance entre les deux tests, suivre 
l’Algorithme n° 2 (Figure 5).
– Si le test immunologique semi-quantitatif et le test fonc-
tionnel sont positifs, le diagnostic de TIH est confirmé. 
– En cas de thrombose isolée ou en cas d’absence de cor-
rection de la NP au-delà de J5 après CEC ou de majoration 
de la thrombopénie au-delà de J5 après l’ECMO, et si le test 

immunologique semi-quantitatif n’est pas disponible dans la 
journée, il est recommandé de : 
o Congeler les prélèvements destinés au diagnostic biolo-
gique de la TIH avant la mise en route du traitement alter-
natif.
o Ne pas attendre les résultats de la recherche d’anticorps 
anti-F4P/H pour remplacer l’héparine par un anticoagulant 
alternatif non héparinique.
o Rechercher des anticorps anti-F4P/H par un test immuno-
logique semi-quantitatif.
■ S’il est négatif, le diagnostic de TIH peut être exclu ; le trai-
tement par héparine peut être poursuivi. 
■ S’il est positif, le diagnostic de TIH est probable ; il est alors 
recommandé de réaliser un test fonctionnel. 
– En cas d’allure biphasique de la cinétique plaquettaire 
après CEC, il est recommandé de :
o Congeler les prélèvements destinés au diagnostic biolo-
gique de la TIH avant la mise en route du traitement alter-
natif.
o Ne pas attendre les résultats de la recherche d’anticorps 
anti-F4P/H pour remplacer le traitement par héparine par 
un traitement anticoagulant alternatif.
o Évaluer le risque de saignement, les fonctions rénale et 
hépatique afin de décider de la thérapeutique substitutive.
o Réaliser une recherche d’anticorps anti-F4P/H par un test 
immunologique semi-quantitatif et par un test fonctionnel. 
■ Si le test immunologique semi-quantitatif et le test fonction-
nel sont négatifs, il est nécessaire de ré-évaluer la probabilité 
clinique et/ou de refaire le test immunologique semi-quan-
titatif sur un nouveau prélèvement. Si celui-ci est toujours 
négatif, le diagnostic de TIH est exclu et le traitement par 
héparine peut être repris. 
■ En cas de discordance entre les deux tests, suivre 
l’Algorithme n° 2 (Figure 5). 
■ Si le test immunologique semi-quantitatif et le test fonc-
tionnel sont positifs, le diagnostic de TIH est confirmé. 

Description
La stratégie diagnostique recommandée en contexte de CEC 
ou d’ECMO est résumée dans l’Algorithme n° 3 (Figure 6).

Rationnel

Contexte de CEC
La TIH est une complication fréquente de la chirurgie car-
diaque (1 à 3  %) en raison des fortes doses d’héparine 
administrées durant la CEC, laquelle induit par ailleurs 
une forte activation plaquettaire avec libération intra- 
vasculaire de grandes quantités de F4P (81,82). Une throm-
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Figure 6 : Algorithme 3.
Figure 6: Algorithm 3.
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bopénie au décours d’une CEC peut avoir de nombreuses 
origines, notamment l’hémodilution péri-opératoire et une 
consommation des plaquettes dans le circuit extracorporel. 
La thrombopénie est alors précoce, avant le 4e  jour post- 
opératoire  (J4) et se corrige spontanément. Dans tous les 
cas, une autre cause de thrombopénie, sepsis, coagulation 
intravasculaire disséminée (CIVD), autre médicament, doit 
être recherchée.
Dans ce contexte, le score des 4T est difficilement applicable. 
D’autres approches existent mais n’ont pas été validées, en 
particulier le score proposé par le groupe de travail GFHT-
HIT (83) et l’HEP score (84,85). La cinétique plaquettaire est 
donc la plus évocatrice. Classiquement, une majoration de 
la thrombopénie à J5 après une CEC ou une nouvelle chute 
de la numération plaquettaire (86) doit faire suspecter une 
TIH. De plus, l’apparition d’une thrombose veineuse ou arté-
rielle, ou d’une thrombose de valve cardiaque, associée à 
une non-correction de la numération des plaquettes est 
évocatrice d’une TIH. Une étude récente montre que si le 
patient a reçu un traitement prolongé par héparine dans les 
10 jours précédant la CEC, la TIH peut survenir plus préco-
cement dès J4 (87). 
En raison de la prévalence importante des anticorps anti-
F4P non pathogènes après chirurgie cardiaque, il est admis 
qu’une DO < 1 associée à un test d’activation plaquettaire 
négatif peut exclure une TIH dans ce contexte (88). De plus, 
une corrélation entre le titre d’anticorps IgG anti-F4P/H, 
reflété par la DO mesurée en ELISA et la probabilité post-
test de TIH a été démontrée  (56). Ainsi, la DO mesurée a 
une meilleure spécificité si elle est élevée (>  2) et un test 
immunologique semi-quantitatif de type ELISA est donc 
préférable. Toutefois, la présence d’anticorps anti-F4P/H ne 
permet pas à elle seule de confirmer le diagnostic de TIH 
qui devra donc être confirmé par des tests fonctionnels (86). 
Si la recherche d’anticorps anti-F4P/H par un test immuno-
logique est négative et que le test fonctionnel est positif, 

il est possible de rechercher des anticorps dirigés contre le 
sulfate de protamine injecté en fin de chirurgie cardiaque 
afin de neutraliser l’héparine. Dans ces cas, la thrombopénie 
peut être précoce après l’injection de sulfate de protamine 
au décours de la chirurgie cardiaque (89,90).

Contexte d’ECMO
Dans un contexte d’ECMO, le diagnostic de TIH est souvent 
compliqué par le fait que le circuit d’ECMO peut entraîner 
lui-même une thrombopénie par consommation des pla-
quettes. De plus, les patients sont souvent septiques avec 
des complications thrombotiques ou hémorragiques d’ori-
gine multifactorielle.
Dans une grande étude française portant sur 5 797 patients 
sous ECMO veino-artérielle (VA), il a été montré que la pre-
mière cause de thrombopénie au décours de l’ECMO est 
médicamenteuse, avec de nombreuses molécules impli-
quées, y compris l’héparine (91). D’autres études portant sur 
un nombre plus faible de patients rapportent le développe-
ment d’IgG anti-F4P/H chez près de 30 % de cas sous ECMO 
et une TIH chez seulement 3 % d’entre eux (92-94).
Une thrombose du circuit d’ECMO ou la présence anormale 
de fibrine doit faire suspecter une TIH. Mais dans ce contexte 
particulier, le score des 4T est difficilement applicable et la 
présence d’anticorps anti-FP4/héparine ne permet pas à elle 
seule de confirmer le diagnostic de TIH qui devra donc être 
confirmé par des tests fonctionnels (93). 
Sous ECMO et après CEC, des anticorps spécifiques IgG 
anti-F4P/H doivent préférentiellement être recherchés et 
non les IgA et IgM anti-FP4 qui sont peu ou non pathogènes 
et donc non spécifiques d’une TIH (95-97).
Dans tous les cas, une autre cause de thrombopénie doit 
être recherchée et en particulier la responsabilité d’un autre 
médicament (anti-infectieux, inhibiteur de la pompe à pro-
tons par exemple).� n

Liens d’intérêts  : Yves GRUEL déclare avoir des liens d’intérêts avec Stago ; 
Christine MOUTON déclare avoir des liens d’intérêts avec Viatris ; les autres 
auteurs déclarent ne pas avoir de lien d’intérêt en rapport avec cet article.
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ANNEXES

Test fonctionnel Références Concentration et source de F4P

SRA (1) 10 µg/mL, Hyphen BioMed

SRA (2) 12,5 à 50 µg/mL, source inconnue

SRA (3) 100 µg/mL, F4P humain

CMF (plaquettes lavées) (4) 62,5 µg/mL, F4P humain

CMF (plaquettes lavées) (5) 37,5 µg/mL, F4P humain

Abréviations : CMF : cytométrie en flux ; F4P : facteur 4 plaquettaire ; SRA : Serotonin Release Assay.

Tableau S1 : Concentration et source de F4P utilisés dans les tests fonctionnels.
Table S1: Concentration and source of F4P used in functional tests.

Test fonctionnel Références Détails techniques : prélèvement, tampon, inhibiteur

SRA (1)
Prélèvement sur ACD + PGE1 
Tampon de lavage : Tyrode modifié pH 6,5 + PGE1
Tampon de réaction : tampon Tyrode pH 7,35 + albumine 

SRA
(6)
(2)

Prélèvement sur ACD
Tampon de lavage : tampon Tyrode sans calcium ni albumine
Tampon de réaction : tampon Tyrode sans albumine

SRA (5) Prélèvement sur citrate + PGE1 
Tampon de réaction : PBS-albumine (1 %) pH 7,2

HIPA (7)
Prélèvement sur citrate + ACD 11,1 % en PRP
Tampon de lavage : tampon Tyrode + albumine 3,5 g/L + hirudine 0,5 UI/mL, pH 6,4
Tampon de réaction : tampon Tyrode + calcium 3 mM + magnésium 1 mM, pH 7,4

HIPA (8)
Prélèvement sur ACD + ACD 11,1 % + apyrase 5 UI/mL en PRP
Tampon de lavage : tampon Tyrode + albumine + hirudine 0,5 UI/mL + apyrase 2,5 UI/mL, pH 6,4
Tampon de réaction : tampon Tyrode + calcium 3 mM + magnésium 18 mM, pH 7,4

HIPA (9)

Prélèvement sur ACD puis ACD 11,1 % + apyrase 5 UI/mL en PRP
Tampon de lavage : tampon Tyrode + hirudine 1 UI/mL + apyrase 2,5 UI/mL, pH 6,3
Tampon de réaction : tampon Tyrode + NaHCO3 0,1 g/L + NaH2PO4 0,05 g/L + albumine 3,5 g/L + glucose 0,1 % + calcium 196 mM 
+ magnésium 212 mM, pH 7,2 

HIPA (10)

Prélèvement sur ACD puis ACD 10 % + apyrase 0,3 UI/mL + PGE1 0,1 µM en PRP
Tampon de lavage : NaCl 103 mM, acide citrique 36 mM, glucose 5 mM, KCl 5 mM, MgCl2 1 mM, albumine 3,5 g/L + apyrase 0,3 UI/mL 
+ PGE1 0,1 µM, pH 6,5
Tampon de réaction : NaCl 137 mM, Hepes 5 mM, glucose 5,5 mM, KCl 1 mM, MgCl2 2 mM, NaH2PO4 0,3 mM, NaHCO3 12 mM, CaCl2 2 mM, 
albumine 3 g/L, pH 7,2

Abréviations : ACD : acid citrate dextrose ; HIPA : Heparin Induced Platelet Aggregation Assay ; PBS : phosphate buffer saline ; PGE1 : prostaglandine E1 ; PRP : plasma 
riche en plaquettes ; SRA : Serotonin Release Assay.

Tableau S2 : Protocoles de lavage des plaquettes.
Table S2: Platelet washing protocols.
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