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file://///Volumes/Lexar/THESE%20MARIE/Étude%20descriptive%20TIH%20CHU%20Grenoble%20MODIFIE.docx%23_Toc47540533

Figure 45 : Score 4T chez les patients TAPH POSItIfS .......cooiiiiiiiiiii e 103

Figure 46 : Densité optique ELISA APF4 IgG chez les patients TAPH positifs .......ccccccceevviicviinennnn. 103
Figure 47 : Traitement au jour de la prescription du test APF4 chez les patients TAPH positifs........ 105
Figure 48 : Traitement alternatif initié le jour de prescription du test ou les jours suivants chez les
PALIENES TAPH POSILITS ...uiiiiiiieei i e s e e e e e s s r e e e e e s nnnrraeeeeeeeeanans 105
Figure 49 : Délai entre la prescription du test APF4 et la mise en place du traitement alternatif chez les
PAtiENtS TAPH POSILITS ...eoiiiiieii ittt e e et r e e s st e e e e sbneeeeans 106
Figure 50 : Schéma thérapeutique du danaparoide a l'initiation du traitement pour les patients TAPH
10 LS 1] T O TP OP P PP TOTPPPPOPPPPN 107
Figure 51 : Fonction rénale des patients TAPH positifs traités par danaparoide.............ccccocveenunennee 107
Figure 52 : Posologies de l'argatroban a l'initiation du traitement pour les patients TAPH positifs .... 108
Figure 53 : Fonction hépatique des patients TAPH positifs traités par argatroban...............ccccvveee... 109
Figure 54 : Fonction rénale des patients TAPH positifs traités par argatroban ............ccccccoevcvvvneennnn. 109
Figure 55 : Posologies du fondaparinux a l'initiation du traitement pour les patients TAPH positifs .. 110
Figure 56 : Immunomarquage (test HIT CONfirm®)........ccceeiiiiiiiiiiiee e r e e sraene e 126
Figure 57 : Analyse cytométrique : sélection de la population plaquettaire (test HIT Confirm®)........ 127
Figure 58 : Analyse cytométrique : superposition des plaquettes du "contréle" négatif et du "contréle"
POSItif (teSt HIT CONFIMM®) ....ceiiiiiiiii ittt e et e e bneee e 128
Figure 59 : Histogrammes des tubes H0.3 et H100 (Test HIT Confirm®) .........cccoocveeeiiiieeiiniieeee 128
Figure 60 : Seuils d'interprétation du test HIT Confirm®............ccooiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 129
Figure 61 : Résultats du test HIT Confirm® chez les patients avec un TAPH positif .............cccceene 132
Figure 62 : Résultats du test HIT Confirm® chez les patients avec un TAPH négatif........................ 132

10



Liste des abréviations

ADP : Adénosine diphosphate
AMM : Autorisation de Mise sur le Marché

AOD : Anticoagulants Oraux Directs
APACHE-II : Acute Physiology And Chronic Health Evaluation I
ASH : American Society of Hematology

ATP : Adénosine triphosphate

AVK : Anti-Vitamine K
BJH : British Journal of Hematology

CBP : Cardiopulmonary Bypass

CD : Clusters of Differentiation

CEC : Circulation Extracorporelle

CHUGA : Centre Hospitalier Universitaire Grenoble Alpes

CMF : Cytométrie en flux

CV : Coefficient de Variation

CXC : Cysteine-X-Cysteine

Da : Dalton

DO : Densité Optique

EFS : Etablissement Francais du Sang

ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

FITC : Fluorescéine Isothiocyanate

FSC : Forward Scatter

GFHT : Groupe Francais d’Etudes sur 'Hémostase et la Thrombose

GIHP : Groupe d’'Intérét en Hémostase Périopératoire

HBPM : Héparine de Pas Poids Moléculaire
HEP : HIT Expert Probability
HIMEA : Heparin-Induced Multiplate Electrode Activation

HIPA : Heparin Induced Platelet Activation test
HNF : Héparine Non Fractionnée

IC : Intervalle de Confiance

Ig : Immunoglobuline

INR : International Normalized Ratio

ITAM : Immunoreceptor Tyrosine-Based Activation Motif
MTEV : Maladie Thromboembolique Veineuse

OR : Odds Ratio

PAR : Protease-Activated Receptors

PE : Phycoérythrine

PF4 : Facteur 4 plaquettaire

PPP : Plasma Pauvre en Plaquettes

PRP : Plasma Riche en Plaquettes

PVS : Polyvinyl Sulfate

RCP : Résumé des Caractéristiques du Produit

SAPS-II : Simplified Acute Physiology Score I
SOFA-II : Sequential Organ Failure Assessment Il



SRA : Serotonin Release Assay
SSC : Sidewards Scatter
TAPH : Test d’Agrégation Plaquettaire en présence d’Héparine

TCA : Temps de Cépahline Activée

TIH : Thrombopénie Induite par 'Héparine
TQ : Temps de Quick

TRAP : Thrombin Receptor Activator Peptide
ULC : UltraLarge Complexes

VCAM : Vascular Cell Adhesion Molecule
VPN : Valeur Prédictive Négative

VPP : Valeur Prédictive Positive

12



Introduction

L’héparine est un médicament fréquemment utilisé, depuis de nhombreuses années,
en médecine et en chirurgie que ce soit en traitement prophylactique ou curatif de la

maladie thromboembolique.

La TIH de type 2 est une complication iatrogene immuno-allergique et pro-

thrombotique potentiellement grave qui complique les traitements par héparine.

Ce syndrome clinico-biologique se caractérise par la présence d’'une thrombopénie et
parfois des thromboses veineuses et/ou artérielles associées a la présence

d’anticorps anti-PF4/héparine pathogénes.

Le diagnostic repose sur une collaboration multidisciplinaire qui consiste d’abord a
évaluer la probabilité clinique par le calcul d’'un score pré-test et sur la prescription de

tests biologiques immunologiques et fonctionnels.

Des algorithmes décisionnels concernant le diagnostic biologique et la prise en
charge thérapeutique ont été proposés ces derniéres années par des sociétés

savantes pour permettre 'uniformisation des pratiques.

Bien que connue depuis plusieurs années, la TIH est une pathologie qui reste

complexe tant sur le plan diagnostique que thérapeutique.

Ce travail a pour premier objectif de faire le point sur les connaissances et
recommandations actuelles. La seconde partie de mon travail est consacrée a
décrire les principales données clinico-biologiques, de la population de patients du
CHUGA chez qui une TIH a été suspectée ou confirmée entre janvier 2017 et
octobre 2019 et, de décrire leur prise en charge diagnostique et thérapeutique afin

d’apprécier les pratiques médicales courantes.
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Enfin, la derniére partie de mon travail a consisté a tester un nouveau test

fonctionnel réalisé par cytométrie en flux (HIT Confirm® (Emosis)).
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Partie 1 : Bases biologiques et
diagnostiques de la TIH de type 2
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1. Définition
La TIH est une complication iatrogene pro-thrombotigue d’origine
immunologique  potentiellement grave compliquant les traitements
hépariniques, associant une thrombopénie et parfois une/des thrombose(s)
veineuse et/ou artérielle. C’est donc une complication iatrogéne qui constitue
un syndrome clinico-biologique qui se diagnostique par la présence d'une
thrombopénie et la mise en évidence, dans le plasma ou le sérum du patient,
d’anticorps anti-PF4/héparine pathogénes associés ou non a des événements

cliniques.

2. Epidémiologie

L’héparine naturelle a été découverte aux Etats-Unis en 1916 par MaclLean,
étudiant en médecine, qui a démontré qu’'un extrait de foie de chien
prolongeait ex vivo le temps de coagulation d’'un plasma (1). Elle a été utilisée
qguelques années plus tard (1937) comme anticoagulant chez 'Homme. Les
premiers cas de thromboses liés a I'héparine ont été suspectés et décrits en
1958 par deux médecins (2).

L’incidence de la TIH varie de 0.2% a 5% (3) et elle dépend de différents
criteres (Tableau 1): du type d’héparine (HNF ou HBPM) (4), de la
composition de I'héparine (5), du schéma d’administration thérapeutique ou
prophylactique (6), de la durée du traitement (7), du sexe (8), de I'age (9) ainsi
gue de la population médicale exposée (6,10-13).

Le risque de développer une TIH est dix fois plus élevé chez les patients
traités par HNF que par HBPM et cette fréquence est d’autant plus élevée si

I'héparine est d’origine bovine par rapport a une origine porcine. Le risque est
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supérieur lors d’une administration a dose thérapeutique par rapport aux
doses prophylactiques et augmente avec la durée du traitement et redevient
faible apres trente jours.

Les femmes sont deux fois plus a risque de développer une TIH que les
hommes et les TIH sont rares avant I'age de quarante ans.

Le risque de développer une TIH est plus élevé chez les patients de chirurgie
par rapport aux patients de médecine. Les patients de chirurgie cardiaque et
orthopédique sont les plus impactés par cet effet indésirable avec une
séroconversion plus fréquente chez les patients de chirurgie cardiaque mais
parmi les patients présentant des anticorps anti-PF4/héparine positifs, la

fréequence de TIH est plus élevée chez les patients de chirurgie orthopédique.
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Tableau 1 : Niveaux de risque de TIH selon le contexte et le type d'héparine
administré d'apres les recommandations du GIHP/GFHT pour le diagnostic et

prise en charge d'une TIH (6)

Contexte Schéma Faible Intermédiaire Eleve
Chirurgie y compris Prophylactique ou
Césarienne Curatif +
Médical/ .
HNF Obstétrical Curatif +
CEC, EER, ECMO,
CPIA +
Médical/ .
Obstétrical Prophylactique +
Chirurgie y compris Prophylactique ou
Césarienne Curatif +
HBPM | Cancer +
Médicall Prophylactique ou
Obstétrical Curatif +

HNF : héparine non fractionnée ; HBPM : Héparine de bas poids moléculaire ; EER : Epuration extra-

rénale ; CEC: Circulation extra-corporelle; ECMQ : extracorporeal membrane oxygenation: CPIA:

contre pulsion intra aortique.

3. Physiopathologie

La TIH est une thrombopénie d’origine immunologique atypique (14).

Premiérement,

les anticorps de classe IgG,

IgM et IgA apparaissent

simultanément entre le quatrieme et le quatorzieme jour aprés le début de

'exposition a I'héparine, ils sont généralement transitoires et disparaissent

dans la majorité des cas trois mois apres l'arrét de I'héparine. Cette premiere

caractéristique fait que la TIH ne correspond ni a une réponse immune

primaire au cours de laquelle les IgM apparaissent quelques jours avant les

IgG ni a une réponse immune secondaire au cours de laquelle les anticorps

perdurent toute la vie ou disparaissent tres lentement.
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Deuxiémement, il n'existe pas d'immunité mémoire. Lors d’une réexposition a
'héparine suite a une premiere séroconversion (> 100 jours (15)) 'apparition
des anticorps anti-PF4/héparine n’est pas plus rapide que dans la population

naive d’anticorps anti-PF4/héparine (16,17).

3.1. Le Facteur 4 Plaquettaire (PF4)

Le PF4 est une chimiokine de la sous famille des CXC synthétisée par les
mégacaryocytes et stockée dans les granules o des plaquettes. Il est libéré
dans la circulation sanguine lors de I'activation plaquettaire.

Le PF4 est chargé positivement et a donc une affinité pour les
glycosaminoglycanes chargées négativement. Par ordre décroissant
d’affinité, le PF4 se lie de facon préférentielle a ’héparine puis a I'héparane

sulfate, au dermatane sulfate et a la chondroitine sulfate (18).

3.2. L’héparine

L’héparine (19-21) est un polysaccharide d’origine naturelle appartenant a la
famille des glycosaminoglycanes et présent dans les mastocytes. Pour

I'utilisation thérapeutique, deux formes sont commercialisées.

- La premiere, I'HNF est extraite de la muqueuse d’intestin de porc ou de
poumon de beeuf et de poids moléculaire moyen de 15000 Da.

- La deuxieme forme correspond aux HBPM de poids moléculaire d’environ
5000 Da, obtenue aprés traitement par procédé chimique ou enzymatique
des chaines de HNF.

L’activité anticoagulante de I'héparine s’explique par une potentialisation

importante de I'activité de I'antithrombine. L’héparine se lie a 'antithrombine et
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modifie sa conformation puis I'antithrombine se lie de maniére irréversible a la
thrombine ou a d’autres enzymes de la coagulation (sérine protéases : Xa,
mais également IXa, Xla, Xlla) et inhibe leur activité anticoagulante de
maniére irréversible. Une fois cette réaction terminée, 'héparine se dissocie
du complexe ternaire et peut a nouveau se fixer a une molécule
d’antithrombine libre. Les HBPM ont une activité anti-Xa majoritaire alors que
'HNF a une activité anti-Xa équivalente a l'activité anti-lla, cette différence
d’activité pharmacologique s’explique par la différence de poids moléculaire
(21). En effet des chaines polysaccharidigues > 18 saccharides sont

nécessaires pour potentialiser I'effet anti-lla de I'antithrombine (22).

3.3. La formation des complexes ultralarges PF4/héparine (ULC)
immunogéniques

L’affinité du PF4 pour I'’héparine supérieure aux autres glycosaminoglycanes

permet la formation des ULC.

o e
AP 5

/ * *
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%

EXCESS PF4 STOICHIOMETRIC RATIOS EXCESS HEPARIN

Figure 1 : Représentation de l'équilibre stoechiométrique nécessaire a la
formation des ULC (d'apres Arepally (23))

Elle est basée sur des interactions électrostatiques entre le PF4 présent sous

forme de tétrameére et chargé positivement et ’héparine présente sous forme
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linéaire et chargée négativement. La stabilité du complexe nécessite un ratio
steechiométrique de 1 :1 pour les HNF et de 1:2 pour les HBPM (24). Une
modification de cet équilibre stcechiométrique altére la capacité

immunogénique du complexe (23) (Figure 1).

3.4. Séroconversion (anticorps anti-PF4/héparine)

Les anticorps anti-PF4/héparine apparaissent entre le quatrieme et
quatorzieme jour suivant l'introduction de I'’héparine avec une moyenne de six
jours (16). Les patients qui développent une TIH ont des taux d’anticorps plus
élevés que les patients qui font uniguement une séroconversion sans TIH et
les anticorps pathogenes sont de la classe 1gG (17). Au-dela de cent jours
aprés la séroconversion, les anticorps ne sont généralement plus détectables
(16).

Il est important de noter que seule une minorité de patients (10 a 50%) qui font

une séroconversion vont développer une TIH (25).

3.5. Activation multicellulaire

Lors d'une TIH, il y a une activation multicellulaire (26) qui implique les
plaquettes, les monocytes, les polynucléaires neutrophiles et I'endothélium

(Figure 2).
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Figure 2 : Physiopathologie des thrombopénies induites par I'héparine (d'apres
Gruel et al. (26))

- Les plaquettes : elles sont activées via leur récepteur FcyRlla (27).

Le récepteur FcyRlla est une protéine transmembranaire de 40 kDa
comportant deux domaines extracellulaires Ig-like, une courte partie
transmembranaire et une longue partie cytoplasmique contenant un motif
d’activation des récepteurs immuns basé sur la tyrosine (ITAM) (Figure 3).
Suite a la fixation des régions Fc des IgG au récepteur FcyRlla, celui-ci se
dimérise pour former un homodimeére.

Aprés dimérisation, les résidus tyrosine du motif ITAM du récepteur sont
phosphorylés par une Src Kinase (Lyn) qui initie la cascade d’activation
plaquettaire. La tyrosine kinase Syk se lie alors aux phosphotyrosines du motif

ITAM et phosphoryle les résidus tyrosine de la protéine adaptatrice LAT ce qui
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aboutit au recrutement et a l'activation de la phospholypase C,2 (PLC,2). La
PLC,2 produit d’'une part de l'inositol triphosphate (IP3) qui induit une libération
de calcium et d’autre part du diacylglycerol (DAG) qui active la protéine kinase
C (PKC) qui va poursuivre [l'activation des molécules en aval. La
phosphoinositide-3 kinase (PI3K) se fixe au récepteur dimérisé et joue un rble
important dans I'assemblage de 'actine, essentiel a I'agrégation plaquettaire.

Cette cascade de signalisation aboutit a I'activation plaquettaire (28).

PKC activation Ca’ release

Downstream activation

Figure 3 : Voie de signalisation du récepteur FcyRlla (d'aprés Fitzgerald et al.

(28))

La Src kinase (Lyn) est elle-méme activée par déphosphorylation de son

domaine C-terminale par la protéine phosphatase CD148.
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La différence de sensibilité interindividuelle aux anticorps anti-PF4/héparine
peut s’expliquer en partie par des polymorphismes au niveau des plaquettes.

Il existe deux isoformes majeures du récepteur FcyRlla: 131H et 131R. Les
deux isoformes ont une affinité équivalente pour les IgGl et IgG3 mais
lisoforme 131R a une affinité moindre pour les IgG2 par rapport a I'isoforme
131H. Ce polymorphisme n’influence pas le risque de TIH. En revanche, les
patients 131R homozygotes atteints de TIH auraient plus de risque de
développer une thrombose. Ainsi, Rollin et al. (29) rapportent en analysant les
résultats de cinq études différentes que les patients FcyRlla 131RR
(homozygotes) auraient un risque de développer des thromboses presque
trois fois supérieurs (OR 2,86 : IC95% : 1,7-4,8) que ceux présentant au moins
un alléle H.

Le risque thrombotique élevé s’expliquerait par la plus faible affinité des
récepteurs plaquettaires FcyRlla pour le sous-type IgG2 chez les patients
homozygotes 131R (Figure 4). Chez eux, un nombre supérieur de sites
seraient laissés libres pour la fixation des IgG anti-PF4/héparine ce qui
conduirait & une activation plaquettaire plus puissante et a la libération de

substances procoagulantes, notamment facteur tissulaire (30).
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Figure 4 : Représentation schématique de l'interaction des IgG de la TIH et
des sous-classes d’lgG normales en fonction du polymorphisme du FcyRlla
(d’apres Rollin et al. (28))

Concernant la protéine CD148, deux polymorphismes ont été mis en
évidence : Q276P et R326Q. Les plaquettes exprimant les isoformes 276P et
326Q sont moins sensibles aux anticorps anti-PF4/héparine que les
plaquettes homozygotes 276QQ et 326RR. Cette différence est notamment

liee a la différence d’activité phosphatase de la protéine (31).

- Les monocytes : comme les plaquettes, ils sont activés par le récepteur

FcyRlla ce qui entraine la libération de facteur tissulaire et augmente la
génération de thrombine. La thrombine d'une part participe a l'effet pro-
coagulant et d’autre part amplifie I'activation plaquettaire via les récepteurs

PAR-1 et PAR-4. Les monocytes, cellules présentatrices de l'antigéne,
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pourraient également jouer un role dans la réponse immune aux anticorps

anti-PF4/héparine (32,33).

- Les polynucléaires neutrophiles sont eux aussi activés de maniéere FcyRlla
dépendante ce qui provoque leur dégranulation et la libération de substances

procoagulantes (34).

- Les cellules endothéliales sont activées directement par les anticorps anti-
PF4/héparine. D’'une part, la formation des complexes PF4/héparine diminue
la disponibilitt¢ du PF4 pour l'activation de la protéine C anticoagulante.
D’autre part, I'activation des cellules endothéliales provoque la libération de
molécules procoagulantes telle que le facteur tissulaire, l'interleukine 6 et le
facteur de Willebrand et l'augmentation de [I'expression de molécules
d’adhésion a leurs surfaces telles que la P-sélectine, la E-sélectine et la

VCAM-1 (32,35).

4. Les différentes étapes de la TIH

Tableau 2 : Description de la TIH en cing phases (d’aprés Cuker (36))

Suspected Acute Subacute  Subacute = Remote

HIT HIT HITA HITB HIT
Platelet count Decreased Decreased Normal Normal Normal
Thrombotic risk ? Increased Increased? Increased? Normal
Functional assay ? + + - -
Immunoassay ? + + + =

La TIH peut se décrire en cinq phases :
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- La premiere phase est la phase de suspicion de TIH, en attente de
confirmation diagnostique par le laboratoire chez un patient présentant une

baisse de la numération plaquettaire sous héparine.

- Lorsque le diagnostic est confirmé par les tests immunologiques et les
tests fonctionnels, on parle de TIH aigle, la nhumération plaquettaire est
abaissée et le risque thrombotique élevé avec un risque maximal durant le

premier mois (37).

- La TIH est définie comme subaigué de la fin du premier mois jusqu’au
troisieme mois. Au cours de cette période le risque thrombotique est
incertain. Cette phase peut se diviser en deux parties :

o la phase subaiglie A durant laquelle la numération plaquettaire est
normalisée mais les tests immunologiques et fonctionnels sont
toujours positifs.

o la phase subaigiie B ou les tests immunologiques restent positifs

mais les tests fonctionnels se négativent.

- la derniére phase, trois mois aprées I'épisode aigu, est celle ou les tests
immunologiques et fonctionnels se sont généralement négativés, on parle

d’antécédent de TIH.

5. Diagnostic

La phase initiale du diagnostic repose sur le calcul d’'un score pré-test pour

évaluer la probabilité clinique de TIH et orienter sur les examens de diagnostic
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a réaliser. Dans un deuxiéme temps, deux catégories de tests biologiques
sont susceptibles d’étre réalisés : les tests immunologiques sensibles mais
peu spécifiques qui permettent de faire un « screening» et les tests
fonctionnels sensibles et spécifiques permettant de confirmer le diagnostic de

TIH lorsqu’ils sont positifs.

5.1. Les signes évocateurs d’une TIH
5.1.1. Thrombopénie

La thrombopénie est la principale manifestation de la TIH. La définition
standard de la thrombopénie correspond a une numération plaquettaire
inférieure a 150 G/L. Ce seuil est peu utilisé car on tient d’avantage compte de
la baisse de la numération plaquettaire que de la valeur brute. Pour de
nombreux cas ou la TIH a lieu chez des patients en post-opératoire,
I'apparition de la TIH coincide avec la thrombocytose post-opératoire. Ainsi,
de nombreux cas pourraient passer inapergus en tenant compte uniquement
du seuil de la numération plaquettaire inférieur a 150 G/L.

Le profil le plus commun est une diminution dans la numeération plaquettaire
de plus de 50% mais qui reste tout de méme, a la différence des autres
thrombopénies médicamenteuses d’origine immunes, supérieure a 20 G/L
(38).

Le taux de base de la numération plaquettaire a considérer pour I'évaluation
de la baisse des plaquettes n’est pas forcément le taux mesuré avant le début
du traitement par héparine, notamment en cas de chirurgie ou une thrombose
post-opératoire peut exister, mais correspond a la numération plaquettaire la

plus élevée qui précede la diminution plaquettaire (39).
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5.1.2. Délai de survenue de la thrombopénie

Chez les sujets n’ayant pas regu de traitement par héparine durant les cent
derniers jours, les anticorps anti-PF4/héparine apparaissent entre le quatrieme
et le quatorziéme jour aprés I'introduction de I'héparine en considérant comme
jour zéro le jour de I'introduction. La thrombopénie commence minimum 24h et
en moyenne 48h aprés I'apparition des anticorps et la fenétre d’apparition de
la thrombopénie la plus en faveur d’'une TIH se situe entre le cinquieme et le
dixiéme jour (16,17).

Les patients ayant un antécédent de traitement par héparine datant de moins
de cent jours ont potentiellement pu développer encore des anticorps anti-
PF4/héparine circulants. Dans ce cas, le délai d’apparition de la thrombopénie
est raccourci en cas de réexposition a I'héparine (15).

En cas d’exposition a I'héparine dans les trois mois précédents, une
thrombopénie qui débute dans les 24h aprés le début d’'un traitement par
héparine doit faire évoquer avec une probabilité plus ou moins forte une TIH
selon que le délai depuis le dernier traitement par héparine date des derniers-
cing a trente jours (probabilité forte) ou des trente a cent jours (probabilité
moins forte) (15).

Aprés arrét de I'héparine, la numération plaquettaire revient a la normale dans
la semaine qui suit chez 90% des patients sachant que chez 50% des

patients, le retour a la normale se fait dans les quatre jours (40).

A noter qu’un type particulier de TIH a été décrit : la « delayed-onset HIT ». Ce
phénoméne, vraisemblablement rare, se définit par une diminution de la

numeration plaquettaire qui débute un a quelques jours apres l'arrét de
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'héparine ou par une aggravation de la thrombopénie aprés arrét de
'héparine (40). Elle serait liée a la formation d’'un complexe antigénique entre
le PF4 et un glycosaminoglycane présent naturellement dans l'organisme,

notamment la chondroitine sulfate, reconnu par les anticorps de la TIH (41).

5.1.3. Thromboses et autres complications

La thrombose est 'un des signes cliniques les plus fréquents de la TIH, il
existe des thromboses veineuses et artérielles dans un rapport de 4 :1. Les
thromboses les plus fréquentes sont les thromboses veineuses profondes
proximales des membres inférieurs et 'embolie pulmonaire (42).

D’autres manifestations cliniques moins typiques sont possibles :

Les Iésions cutanées inflammatoires ou nécrotiques au site d’injection de
I'héparine ou a distance (plus rare (43)) qui apparaissent cing jours apres
le début du traitement par héparine (44).

- Les réactions anaphylactoides aigues dans les trente minutes suivant le
bolus intraveineux ou dans les deux heures suivant l'injection sous-
cutanée d’héparine (40).

- Les nécroses hémorragiques des surrénales (45).

- La gangréne veineuse des membres qui survient notamment lors de

traitement par AVK ce qui s’explique par le déficit induit en protéine C

anticoagulante, protéine vitamine K dépendante, dont la demi-vie est plus

courte que la plupart des facteurs vitamine K dépendants et dont le taux

est le premier a baisser sous AVK (40).
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5.2. Les scores cliniques pré-test

5.2.1. Score 4T

Tableau 3 : Score 4T (d’aprés Warkentin)

Score =2

Score=1

Score=0

Thrombocytopenia

Compare the highest platelel count
within the saquence of declining
platelet counts with the lowest
count to determine the % of
platelet fall.

{Select only 1 option)

() #50% platelet fall AND
a nadir of = 20 AND
no surgery within
preceding 3 days

) #50% platelet fall BUT surgery
within preceding 3 days OR
(O any combination of platelet fall

and nadir that does not fit
critaria far Seare 2 or Seore 0
(e.g., 30-50% platelst fall or
nadir 10-19)

() =30% platelet fall
() any platelat fall with nadir <10

Timing (of platelet count
fall or thrombosis*}

Day 0 = first day of most
recent heparin exposure

(Select anly 1 option)

() platalst fall day 5-10
after start of heparin

() platelet fall within 1
day of start of heparin
AND exposure to
heparin within past
5-30 days

O cansistent with platelat fall
day 5-10 but not clear
(e.g., missing counts)

() platelet fall within 1 day of start
of heparin AND exposure ta
heparin in past 31-100 days

() platelet fall after day 10

) platelet fall = day 4 without
exposure to heparin in past
100 days

Thrombosis (or other
clinical sequelae}

[Select only 1 option)

() confirmed new thrambasis
(venous or arterial)

(O skin necrosis at injection
site

() anaphylactoid reaction
1o IV heparin bolus

() adrenal hemarrhage

() recument venous thrombosis
in & patient receiving
therapeutic anticoagulants

() suspected thrombosis (awaiting
confirmation with imaging)

O erythematous skin lesions
at haparin injection sites

() thrombosis not suspected

oTher cause for
thrombocytopenia*

[Select only 1 option)

O no alternative
explanation for
platelet fall is evident

Passible other cause is evident:
() sepsis without proven
microbial source

() thrombocylopenia associated
with initiation of ventilator

(O cther:

Drugs implicated in drug-induced immune thrombocytopenia {D-ITP)

Relatively Commean: glycoprotain [lo/llla antagonists {abciximab, eptifibatide, tirofiban); quinine.
quinidine, sulfa antibiatics, carbamazepine, vancomycin

Less Commeon: actingmygin, amitnptyling, amesicilin'piperacillin/nafcillin, cephalosporing {cefazolin,
ceflazidime, cefirigxone), celecoxib, ciprofloxacin, esomeprazole, fexofenading, fenlanyl, fucidic acid
furosemide, gold salts, levofioxacin, metronidazole, naproxen, oxaliplatin, phenytain, propranolol,
propoxyphena, ranitidine, rifampin, suramin, trimeathoprim. Mote: 1his is a partial list

Probable other cause present:

) within 72 hours of surgery

(O eonfirmed bacteremiafungamia

{O) chematherapy or radiatian within
past 20 days

O DIC due to non-HIT cause

O posttransfusion purpura (PTP)

O thrombotic thrombocytopenic purpura
(TTF)

{0 platelst count < 20 AND given a drug
implicated in causing O-ITP (see lisl)

O nan-nacrotizing skin lesions at LMWH
injection sites {presumed DTH)

O ather:

Le score 4T (40) a été développé par Théodore Warkentin et permet lors

d’'une suspicion de thrombopénie induite a I'hnéparine d’aider les cliniciens a

stratifier ce risque grace au calcul d’'une probabilité clinique pré-test.

Il est basé sur quatre criteres :

- la thrombopénie

- le délai de survenue de la thrombopénie suite au début du traitement par

héparine
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- la présence de thromboses et autres complications (Iésions cutanées,
réactions anaphylactoides, nécroses hémorragiques des surrénales et
gangréne veineuse des membres)

- les autres causes possibles de thrombopénie
Elles sont nombreuses et il s’agit d’'un paramétre sujet aux variabilités
inter-observateurs au méme titre que le critere début de survenue de la
thrombopénie. Les infections bactériennes, la coagulation intravasculaire
disséminée, un antécédent de chimiothérapie et radiothérapie datant de
moins de vingt jours, un purpura post-transfusionnel sont des diagnostics

différentiels possibles (Tableau 3).

Pour chaque critere, un score de 0 a 2 est attribué ; 2 si le paramétre est
fortement évocateur d’'une TIH, 0 si le paramétre est un argument n’évoquant
pas du tout une TIH. Lors de l'addition des points, le score total permet
d’identifier trois niveaux de probabilité de TIH, faible (0-3 points), intermédiaire
(4-5 points) ou élevé (6-8 points).

Selon une méta-analyse réalisée par Cuker et al. (46), un score faible < 3 est
associé a une VPN > 99% alors que la VPP associée a un score intermédiaire
n'est que de 14% et celle associée a un score élevé est de 64%. Dans les
deux cas cette VPP reste relativement modérée et dépend de la prévalence
de la TIH dans la population étudiée.

L’inconvénient principal de ce score est I'accord inter-observateur limité. Cette
variabilité inter-observateur a été observée notamment pour les critéres délai
de survenue de la thrombopénie et autres causes possibles de thrombopénie

(47).

32



La question de la fiabilité du score 4T s’est également posée pour les patients
de soins intensifs. L'incidence des TIH dans cette population est de 0.4%, plus
faible que dans la population générale mais la TIH est souvent sur-
diagnostiquée.

Cela s’explique d’une part par l'utilisation trés fréquente de I’héparine chez ces
patients et d’autre part par les étiologies multiples de thrombopénie (48).

Des études ont été menées pour évaluer l'intérét du score 4T chez les
patients de soins intensifs et au méme titre que dans la population générale, la
valeur prédictive négative supérieure a 90% pour un score < 3 permet de
limiter l'arrét de [I'héparine non justifié, [lintroduction de traitements
anticoagulants alternatifs a risque hémorragique et de limiter le surcolt des

tests d’exploration complémentaire de la TIH (48,49).
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5.2.2. HEP score

Tableau 4 : le HEP Score (d’aprées Cuker)

Table 2 HIT Expert Probability (HEP) Score

Clinical feature Score
1. Magnitude of fall in platelet count (measured from peak platelet count to nadir platelet count since heparin exposure)
a. < 30% =1
b. 30%-50% 1
c. > 50%
2. Timing of fall in platelet count
For patients in whom typical onset HIT is suspected
a. Fall begins < 4 days after heparin exposure =2
b. Fall begins 4 days after heparin exposure 2
c. Fall begins 5-10 days after heparin exposure 3
d. Fall begins 11-14 days after heparin exposure 2
e. Fall begins > 14 days after heparin exposure -1
For patients with previous heparin exposure in last 100 days in whom rapid onset HIT is suspected
f. Fall begins < 48 h after heparin re-exposure 2
g. Fall begins > 48 h after heparin re-exposure -1
3. Nadir platelet count
a. £20x 10° L -2
b. >20x 10° L™ 2

4. Thrombosis (Select no more than one)
For patients it whom typical onset HIT is suspected
a. New VTE or ATE = 4 days after heparin exposure 3
b. Progression of pre-existing VIE or ATE while receiving heparin 2
For patients in whom rapid onset HIT is suspected
c. New VTE or ATE after heparin exposure

d. Progression of pre-existing VTE or ATE while receiving heparin 2
5. Skin necrosis
a. Skin necrosis at subcutaneous heparin injection sites 3
6. Acute systemic reaction
a. Acute systemic reaction after intravenous heparin bolus 2
7. Bleeding

a. Presence of bleeding, petechiae or extensive bruising
8. Other causes of thrombocytopenia (Select all that apply)
a. Presence of a chronic thrombocytopenic disorder
b. Newly initiated non-heparin medication known to cause thrombocytopenia
. Severe infection
. Severe DIC (defined as fibrinogen < 100 mg dL™" and D-dimer > 5.0 ng mL'lJ
. Indwelling intra-arterial device (e.g. IABP, VAD, ECMO)
Cardiopulmonary bypass within previous 96 h
. No other apparent cause

=]
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VTE, venous thromboembolism; ATE, arterial thromboembolism; DIC, disseminated intravascular coagulation; IABP, intra-aortic balloon pump;
VAD, ventricular assist device; ECM O, extracorporeal membrane oxygenation.

Le score HEP (50) a été construit en se basant sur une revue de la littérature
qui a permis d’identifier huit criteres cliniques pertinents dans le diagnostic de
la TIH et sur 'avis de 26 d’experts qui ont pondéré chaque item en utilisant
une échelle allant de -3 (non compatible avec un diagnostic de TIH) a +3
(compatible avec une TIH). Le score HEP est compris entre -7 et +15 points.
La probabilité de TIH est faible entre —7 et +1, intermédiaire de +2 a +4 et

élevée de +5 a +15 (50).
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Comparativement au score 4T, chaque item a été rédigé de maniére a laisser
moins de place a la subjectivité de I'opérateur.

Le score HEP a été comparé au score 4T dans une étude rétrospective par
Pishko et al. (51) qui n’a montré aucune différence statistiquement significative
concernant les performances diagnostiques entre les deux scores si ce n’est
gue le score HEP a montré une supériorité par rapport au score 4T pour les
patients de soins intensifs et dans les cas ou I'opérateur est peu expérimenté.
Les VPP et VPN sont comparables pour les deux scores. Des études a plus

grande échelle sont cependant nécessaires.

5.2.3. Score de Lillo-Le-Louét

300,
\

2501

- "

% 200+ \

= N\

£ |

E15'[2! \

T )

. t t
o O OO0 00000000000
o m M @ @ D O ©® @@ @ 0 Mm@
m D T T W W W UV U W D W WD
& & S BESE S S BEBERELDEER
- N e e e e e D N e
fy A + + + + + + + + + + + +

—nmmhmmwmmajﬁ

Fig. 1. Example of platelet time courses from 2 distinct patients. Repre-
sentation of one pattern A (biphasic pattern, solid triangles), characterized
by a fall in the platelet count more than 4 days after CPB (the initial

fall immediately after CPB is followed by a rise within 5 days and then by
a further fall) and one pattern B (open cirdes), characterized by post-CPB
thrombocytopenia persisting beyond day 4. Platelet counts are reported
until the index date (first day of suspected HIT, arrows).

Figure 5 : Exemples d'évolution de la numération plaquettaire de deux patients
(modéle A et B) apres chirurgie cardiaque sous circulation extracorporelle (52)
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Tableau 5 : Score de Lillo-Le-Louét pour le diagnostic des TIH chez les
patients thrombocytopéniques (<150 G/L ou diminution de la numération
plaguettaire > 40%) apres circulation extracorporelle (52)

Variables Score

Platelet count time course

Pattern A 2
Pattern B 1
Time from CPB to index date

2 5 days 2
< 5 days 0
CPB duration

= 118 min 1
> 118 min 0

Total score

Classification

High probability of HIT =2
Low probability of HIT =2

Les chirurgies cardiaques sous CEC entrainent une activation des voies
intrinseques et extrinseques de la coagulation et donc un risque de
thromboses élevé qui nécessite une anticoagulation efficace. Les HNF sont
les anticoagulants de choix car ils ont 'avantage non négligeable d’avoir un
antidote, la protamine. De plus, 'HNF, en plus de neutraliser la thrombine et le
facteur Xa, inhibe le facteur Xlla généré lors de I'activation de la voie contact
au cours des CEC.

La fréquence des TIH est de seulement 2% malgré une séroconversion anti-
PF4 dans 30 a 50% des cas en post CEC (53). Le diagnostic de TIH est
difficile car la CEC est elle-méme responsable d’une thrombopénie liée a
'hémodilution et a la consommation des plaquettes par destruction
mécanique, par adhésion a la surface du circuit et séquestration dans les
organes (54).

Un score de probabilité post-CEC pour la TIH a donc été proposé par Lillo-Le-

Louét (Tableau 5). Il est calculé a partir de 3 variables indépendantes :
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- la cinétique d’évolution de la numération plaquettaire dont on distingue 2
profils (Figure 5) :
Profil A: Bi-phasique avec une chute de la numération plaquettaire
immédiate aprés la chirurgie et une augmentation d’au moins 30% dans
les cing jours puis de nouveau une chute de la numération plaquettaire
plus importante.
Profil B : Monophasique avec une chute de la numération plaquettaire
immédiate apres la chirurgie qui perdure ou s’empire aprés quatre jours
post chirurgie.

- Le délai entre la CEC et la suspicion de la TIH (> 5 jours ou <5 jours)

- Ladurée de la CEC (<118 min ou > 118 min)

Le score total est compris entre 1 et 5. Si le score est inférieur a 2, la
probabilité que le patient ait une TIH est faible et au-dela, la probabilité est
élevée. Le parameétre le plus évocateur d’'une TIH en post CEC est le profil bi-
phasique de la numération plaquettaire. Lillo-le-Louét et al. (52) rapportent
une VPN de 97% et une VPP de 62% mais peu d’études semblent avoir

évalué ce score.

5.3. Les tests immunologiques

Les tests immunologiques sont basés sur la détection des anticorps anti-
PF4/héparine. Divers tests sont disponibles sur le marché avec des
différences concernant la méthode de détection, le ou les isotypes d’anticorps

détectés, les seuils de positivité, les tests de confirmation et enfin la rapidité.
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Les tests immunologiques sont réalisables en routine a des fréquences
variables selon les méthodes et leur rapidité d’exécution. Leur sensibilité est
bonne mais leur spécificité vis-a-vis du diagnostic de TIH est limitée car ces

tests ne sont pas capables de distinguer les anticorps pathogénes c’est-a-dire

capables d’activer les plaquettes, des anticorps non pathogénes.

5.3.1 Dosages immuno-enzymatiques (ELISA)

Tableau 6 : Tests ELISA disponibles sur le marché

Fabricants Nom du test « Coating » Spécificité
(Isotype)
Genetic testing GTI-PF4 Poly-spécifique
institute [GTI] HAT PF4-PVS
(Diagnostics, PF4-Enhanced
Waukesha, WI, GTI-IgG IgG-spécifique
USA)
Hyphen-BioMed, Zymutest HIA Lysat Poly-spécifique
(Neuville-Sur-Oise, IgGAM plaguettaire +
France) Zymutest HIA IgG HNF lgG-spécifique
Diagnostica Stago, | Asserachrom HPIA PF4 + IgG-spécifique
(Asniéres-sur- 1gG héparine
Seine, France)
Gen-Probe, Gen-Probe PF4 PF4 + PVS Poly-spécifique
(Waukesha, WI,
USA)
Technoclone Technozym HIT Non renseigné | lgG-spécifique
(GmbH, Vienna, lgG ELISA
Austria)

Il s’agit de tests ELISA indirects ou I'antigéne cible PF4/héparine est fixé a une
phase solide sur laquelle le sérum/plasma du patient est ajouté. Afin de
révéler la présence d’anticorps anti-PF4/héparine, un anticorps de détection
marqués par une enzyme (généralement une peroxydase) est ajouté. Enfin,

on ajoute un substrat transformé par la peroxydase en produit de réaction
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coloré. La densité optique du milieu est mesurée par un spectrophotometre.
La concentration d’anticorps est proportionnelle a la densité optique.

Des différences existent en fonction des fabricants (Tableau 6) : les types
d’anticorps détectés (IgG ou IgG, A et M), le composé poly-anionique qui
participe a la formation de l'antigéne (héparine ou PVS), la nature du PF4
(recombinant ou d’origine plaquettaire — lysat ou purifié =), 'enzyme de la
réaction de détection, le seuil de positivité de la densité optique. Ces
différences n’influencent que peu la détection des anticorps (55).

Selon la méta-analyse de Nagler (56), au seuil de positivité de la densité
optique fournie par les fournisseurs, la sensibilité de 'ELISA (IgG spécifique et
poly-spécifique) est supérieure a 95%. Cette trées bonne sensibilité du test
s’explique par le fait que les antigenes PF4/héparine d’'un patient atteint de
TIH sont des complexes stables et présents en grande quantité. La spécificité,
elle, varie en fonction des tests et de la population étudiée mais reste faible,
inférieure a 90%. Cette faible spécificité s’explique par le fait que le test
détecte tous les anticorps anti-PF4/héparine sans différencier les pathogénes,
capables d’activer les plaquettes. Uniquement une partie des patients ayant
un test ELISA positif présentent une TIH.

Concernant les rapports de vraisemblance, le rapport de vraisemblance positif
est supérieur a cing et le rapport de vraisemblance négatif est proche de zéro.
La VPP est variable selon les études car elle dépend de la prévalence de la
maladie qui n’est pas la méme en fonction des populations étudiées (57). La
VPN est généralement trés bonne.

Le manque de spécificité du test est responsable de diagnostic de TIH par

exces. Ce sur-diagnostic n’est pas anodin et peut avoir des conséquences
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néfastes puisqu’une une contre-indication a '’héparine complexifie la prise en

charge pour certaines interventions ou I'’héparine est I'anticoagulant de choix,

par exemple pour la CEC. La substitution de I'héparine par les inhibiteurs

directs de la thrombine majore d’une part le risque de saignement et d’autre

part le colt de la prise en charge du patient (58).

Différentes solutions ont été proposées afin de palier a cette faible spécificité

du test.

I'utilisation de trousses de dosages IgG spécifiques : en utilisant le seuil de
densité optique (DO) fournisseur, les tests ELISA 1gG sont plus spécifiques
que les ELISA IgGAM mais ne perdent pas pour autant en sensibilité.
Cette supériorité s’explique par le fait que seule la classe G des

immunoglobulines est capable d’activer les plaquettes (59).

la prise en compte de la DO qui est le reflet de la quantité d’anticorps.

Dans la plupart des kits ELISA commerciaux le seuil de positivité d’'un test
est établi a 0.4. De nombreux auteurs (60-63) ont démontré que la
positivité forte du test ELISA était corrélée d’'une part a une probabilité
élevée de TIH et d’autre part a la présence de thromboses. Il est donc
recommandé de considérer la DO lors de linterprétation d’un test ELISA.
Moins de 5% des ELISA sont confirmés par un test fonctionnel lorsque la
DO est inférieure a 1 alors que plus de 90% sont confirmés lorsque la DO
est supérieure a 2 (64). L’élévation du seuil de positivité de 0.4 a 1 (65,66)
et une classification en trois niveaux des valeurs de DO en fonction de la

probabilité de TIH ont donc été proposés. Sila DO est inférieure a 1, la
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probabilité d’'une TIH est faible, entre 1 et 2 |la probabilité est intermédiaire
et avec une DO supérieure a 2 la probabilité est élevée (67).

Il est recommandé pour chaque laboratoire, en fonction du test ELISA qu'il
a choisi d’utiliser et de son matériel (spectrophotométre), de déterminer le
seuil de positivité et les différents niveaux de probabilité en fonction de la
DO mesurée, en réalisant une comparaison avec le test de relargage de la
sérotonine radiomarquée (Serotonin Release Assay (SRA)), considéré

comme le gold-standard (64).

- Certains auteurs proposent de réaliser un test de neutralisation a
I'héparine en cas de positivité du test ELISA. Le test ELISA peut alors étre
effectué une seconde fois aprés ajout d’héparine en excés (100 Ul/mL) qui
perturbe I'équilibre et la formation des ULC. Une inhibition de I'absorbance
supérieure a un seuil fixé en général a 50% par une trés forte
concentration d’héparine laisse a penser que les anticorps détectés par le
test ELISA sont bien héparine-dépendants. Une inhibition d’absorbance
inférieure au seuil correspond aux cas ou les anticorps détectés par
'ELISA ne sont pas héparine dépendants et donc non responsables de
TIH (68,69). Cependant, cette méthode reste assez controversée et son
application limitée car en contrepartie d’'une augmentation de spécificité, la
sensibilité du test pourrait étre diminuée notamment dans les cas ou les

taux d’anticorps sont élevés (70).

5.3.2. Les tests de dépistage rapides (anticorps anti-PF4)

Les tests ELISA réalisés manuellement sont chronophages (3-4h pour une

série) et nécessitent du personnel qualifié. lls sont réalisés en série pour
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limiter les colts ce qui explique des délais de rendu habituellement de
plusieurs jours. Des tests rapides (et pour certains unitaires) ont été
développés pour pallier a ces inconvénients. Les premiers disponibles sur le
marché sont réalisés manuellement et donnent généralement un résultat
uniguement qualitatif. Plus récemment, certains fournisseurs ont proposé des
tests automatisés. Cing tests rapides sont actuellement disponibles :
- trois sont manuels: le test d’agglutination sur gel, le test
immunochromatographique a flux latéral et 'immunofiltration de particules.
- deux sont automatisés : la détection par chimiluminescence IgG spécifique
ou poly-spécifique et le test d’agglutination au latex.
Leur avantage principal est qu’ils sont réalisables 24/24h et 7/7j avec un délai
de rendu généralement inférieur a trente minutes. Leur excellente sensibilité et
valeur prédictive négative en font des tres bons tests de screening bien que

leur spécificité soit modérée (71).

5.3.2.1. Le test d’agglutination sur gel ID-PaGIA® Heparin/PF4
Antibody Test (Biorad)
Pour ce test, des particules de polyméres colorées sont sensibilisées avec un
complexe PF4/héparine, la présence d’anticorps anti-PF4/héparine provoque
une agglutination des particules. Aprés centrifugation de la carte contenant les
puits réactionnels, les particules agglutinées sont retenues a la surface du gel
ou distribuées dans celui-ci alors que les particules non agglutinées forment

un culot au fond du microtube (72) (Figure 6).

D’aprées les résultats de la méta-analyse de Sun et al. publiée en 2016 (71), la

sensibilité du test est de 98% et la spécificité de 88%.
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Cette méthode présente cependant plusieurs inconvénients. Premiérement, la
technique n’est pas automatisée et la lecture se fait visuellement, source
d’une variabilité inter-opérateur. Deuxiemement, le résultat est uniquement
qualitatif : positif, négatif, douteux. En cas de résultat douteux ou positif, un
test quantitatif supplémentaire est nécessaire pour titrer les anticorps.
Troisiemement, le test est poly-spécifique et détecte les IgGAM. La spécificité

du test n’est donc pas optimale.

ID-PaGIA Heparin/PF4 Antibody Test

Interprétation des résultats

Pos‘ Pos Pos ‘ Pos ‘ Neg ‘ ?

L A

Figure 6 : Carte-ID du test PaGIA schématisant des résultats positifs, négatif,
douteux (d'apres la notice fournisseur (72))

Deux études (73,74) ont montré que la performance du test pourrait étre
améliorée en rendant le résultat de maniere semi-quantitative en réalisant des
dilutions en série des échantillons positifs ou douteux jusqu’a négativation du
test pour titration des anticorps. Nellen et al. rapportent que la performance
(exactitude) du test semi-quantitatif, avec une sensibilité de 98,9% et une
spécificité de 95,9%, pour un seuil de titration = 4 (c’est-a-dire que I'’échantillon
devient négatif pour une dilution = %4) est meilleure que celle du test qualitatif
non modifié et serait équivalente a la performance d’'un test ELISA au seuil
optimisé (DO ~ 1). Strobel et al. ont suggéré d’augmenter la spécificité du test
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en réalisant un test de neutralisation a I'héparine. La réalisation de cette étape
supplémentaire doit cependant étre évaluée sur des études a plus grande

échelle afin de confirmer son impact sur la spécificité du test (75).

5.3.2.2. Le test immunochromatographique a flux latéral STic
Expert® HIT (Stago)

Ce test est IgG-spécifique et est basé sur 'immobilisation de nanoparticules
d’or recouvertes d’'un complexe PF4/héparine qui migre par capillarité le long

d’une membrane de nitrocellulose.

Principe : exemple d'un test positif
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Anticorps Complexe t
anti-PFa/ PF4/polyanion Nanoparticule d'or colloidal Anticorps de chéevre
héparine lié a la biotine portant des anticorps anti-lgG humains fixés sur
(patient) (tampon) antibiotine (membrane) la membrane (T)
1 - Dépét des échantillons 2 - Mobilisation 3 - Apparition
des nanoparticules du trait positif

Figure 7 : Principe du test STic Expert® HIT (d’aprés Stago (76))

Le test est composé de trois zones (Figure 7) :
- la zone de dépdbt recevant I'échantillon de sérum du patient et le tampon

gui contient des complexes formés de PF4/polyanion liés a la biotine.
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- la membrane de nitrocellulose qui contient des nanoparticules d’or
conjuguées a des anticorps anti-biotine, qui vont se fixer au complexe
PF4/polyanion du tampon par la biotine.

- les deux lignes de réaction : la ligne test au niveau de laquelle sont fixés
des anticorps anti-lgG humains et la ligne contréle qui témoigne de la
bonne migration de I'échantillon a travers la membrane et au niveau de
laquelle sont fixés des anticorps anti-ligand. Si les anticorps anti-
PF4/héparine sont présents, la ligne test se colore grace a I'immobilisation

du complexe PF4/héparine contenant les nanoparticules d’or (77).

D’aprés les résultats de Sun et al., la sensibilité du test est de 97% et sa
spécificité est de 91% (71).

Les inconvénients du test sont que la technique n’est pas automatisée, la
lecture se fait visuellement, source de variabilité inter-opérateur et le résultat
est qualitatif : positif ou négatif.

Sachs et al. (78) ont donc proposé d’utiliser un lecteur scanner pour une
lecture automatique de la bande « test » pour s’affranchir de la variabilité de
lecture inter-opérateur. Ce lecteur permet de rendre les résultats de maniére
guantitative (volts) : dans cette étude, le seuil de 137 mV permettait d’obtenir
un compromis optimal entre la sensibilité et la spécificité dont les valeurs

étaient de 97% et 95%.

5.3.2.3. L'immunofiltration de particules PIFA® Heparin/PF4 Rapid
Assay (Akers Biosciences)
Ce test manuel est constitué de trois parties successives : une chambre de

réaction, une membrane de filtration et une fenétre de résultat (test et
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contrdle). Dans la chambre de réaction, des microparticules colorées sont
recouvertes de PF4. Si le sérum du patient contient des anticorps spécifiques
anti-PF4, il y a formation d’agrégats dans la chambre qui ne passent pas la
membrane de filtration et n’entraine pas de changement de couleur au niveau
de la fenétre de résultat. Si les anticorps spécifiques sont absents, les
microparticules traversent la membrane de filtration et la fenétre de résultat se
colore en bleu (79). Ce test est poly-spécifique et qualitatif et requiert une

lecture visuelle.

« PUITS
ECHANTILLON » Fenétre

/ «TOUR » « REACTIF »
/ Fenétre

« CHAMBRE DE «TEST »
REACTION »
\“‘-~-.__ Fenétre
« CONTROL »

Figure 8 : PIFA® Héparine/PF4 « mini-réacteur » (79)

Peu d’études ont été réalisées pour déterminer la sensibilité et spécificité de
ce test et les résultats sont discordants, la premiére datant de 2014 rapporte
une sensibilité et spécificité de 100% et 70% (80) alors que la deuxieme étude
de 2018 rapporte une sensibilité et une spécificité de 50% et 73.5%

respectivement (81).
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5.3.2.4. La chimiluminescence IgG spécifique ou poly-spécifique

HemosIL® AcuStar HIT-IgG et HIT-Ab (Werfen)
Le principe de ce test (Figure 9) repose sur lutilisation de particules
magnétiques recouvertes de PF4/PVS qui fixent les anticorps anti-
PF4/héparine du patient. Un anticorps secondaire (IgG-spécifique ou poly-
spécifiqgue en fonction du test) marqué a l'isoluminol est ajouté a la réaction.
L’émission de lumiére, aprés ajout du réactif déclencheur, est proportionnelle
a la concentration en anticorps anti-PF4/héparine. Les résultats sont exprimeés
en unités internationales par millilitre (UI/mL). Le seuil de positivité proposé
par le fabricant pour le test IgG-spécifique est de 1 Ul/mL pour obtenir un

rapport sensibilité/spécificité optimal (82).

Antigéne Conjugué Anticorps
couplé & | isoluminol
Fluouresecnce flash

déclenché par le péroxyde
d'hydrogéne et un catalyseur

I

Analyte d'intérét dans
I'échantillon patient

Particule
magnétique

Figure 9 : Principe de la méthode par chimiluminescence (d’apres Werfen

(83))

D’apreés les résultats de Sun (71), la sensibilité du test est supérieure a 95% et
la spécificité est de 82% pour le test poly-spécifique et de 94% pour le test

IgG-spécifique.
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Le test a 'avantage d’étre automatisé avec une tres bonne reproductibilité
inter-laboratoire et une tres bonne sensibilité. En revanche il est plus colteux
que 'ELISA ou le test d’agglutination sur gel. Toutefois une étude a démontré
une réduction du codt total de la prise en charge des patients (diminution du
nombre de tests fonctionnels et de patients traités par anticoagulant non-
héparinique) lorsque le screening était fait par un test de chimiluminescence
IgG-spécifique seul par rapport a une association des tests d’agglutination sur
gel et ’ELISA IgG-spécifique (84).

Dans une étude récente (85), trois niveaux ont été proposés par Warkentin
pour le test de chimiluminescence IgG-spécifique. Entre 1 et 4.99 Ul/mL la
probabilité de TIH est de 45.5%. Entre 5 et 19.99 Ul/mL, elle est de 90.9% et
lorsque le résultat est supérieur ou égal a 20 Ul/mL elle est de 100%. D’autres

études semblent toutefois nécessaires pour confirmer ces trois niveaux.

5.3.2.5. Le test d’agglutination au latex HemosIL® HIT-Ab (Werfen)

Ce test immunoturbodimétrique automatisé, repose sur [Iutilisation des
particules de latex recouvertes d’anticorps anti-PF4/héparine mises en
présence des complexes PF4/PVS et du plasma du patient. Si I'échantillon
patient contient des anticorps anti-PF4/Héparine, une réaction d’agglutination
compétitive se met en place. L’agglutination est inversement proportionnelle a
la concentration d’anticorps de I'échantillon. Le seuil de positivité défini par le
fournisseur est de 1 Ul/mL (86).

Trois études (87—89) rapportent une sensibilité comprise entre 96 et 100% et

une spécificité de 75 a 94% pour une valeur seuil définie a 1 Ul/mL.
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Le caractére poly-spécifique du test peut expliquer sa faible spécificité. Le
principal avantage de ce test est qu’il est entierement automatisé ce qui
diminue les variabilités inter-opérateur et intra-laboratoire.

Des études complémentaires sont nécessaires afin d’étudier l'impact sur les
performances diagnostiques du test d’'une élévation du seuil de positivité
proposé par le fabricant. Althaus et al. (87) ont décrit qu'une élévation du seuil
a 3.85 UI/L améliorait grandement la spécificité (98.9% vs 75.6%) sans trop
impacter la sensibilité (95% vs 100%). La probabilité de TIH semble corrélée a

la force de positivité du test (89).

5.4. Les tests fonctionnels d’activation plaquettaire

Ces tests évaluent la capacité des anticorps anti-PF4/héparine du patient a
activer les plaquettes en présence d’héparine. Ces tests ont une meilleure

spécificité que les tests immunologiques (90).

5 3

HIT| SRA |EIA- | EIA-
HIPA| IgG |IgG/IA/M

ol Higher ODs in the ElAs
/ \ ncrease the probability
~ of SRA+ (or HIPA+) status

ElA-IgG/A/M result (OD units): <0.4 04-10 1.0-1.5 1.5-20 =20
Probability of SRA+ slatus: ~0% ~5% ~25% ~50% -90%

Figure 10 : "Modele de l'iceberg" (d’aprés Warkentin (91))

Ce sont des tests complexes qui ne peuvent pas étre réalisés en premiére

ligne lors du diagnostic de TIH mais sont généralement réalisés en seconde
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intention afin de confirmer le diagnostic en cas de positivité des anticorps anti-
PF4/héparine (92,93).

Warkentin a décrit le « modele de l'iceberg » (Figure 10) afin de mettre en
évidence que les tests immunologiques sont moins spécifiques de la TIH que
les tests fonctionnels (SRA et HIPA) méme si cette spécificité peut étre
améliorée grace a des tests IgG-spécifiques plutdt que poly-spécifique et en
prenant en compte la valeur de la DO.

Actuellement, les trois principaux tests sont le test de libération de la
sérotonine radiomarquée (SRA), le test d’activation plaquettaire induit par
'héparine sur plaquettes lavées (HIPA) et I'équivalent sur plasma riche en
plaquettes (PRP) qui correspond au test d’agrégation plaquettaire en
présence d’héparine (TAPH). Le SRA fait office de gold-standard. Le Tableau

7 récapitule 'ensemble des tests fonctionnels existants.

5.4.1. Les tests de libération de la sérotonine
5.4.1.1. Le SRA (Test de libération de la sérotonine radiomarquée)

Le plasma riche en plaquettes d’'un donneur sain est incubé en présence de
sérotonine marquée au carbone 14 (Figure 11). Les plaqguettes absorbent la
sérotonine et la stocke dans leurs granules. Les plaquettes sont ensuite
lavées. Le sérum ou le plasma du patient subit une étape de chauffage visant
a éliminer les traces de thrombine pour éviter une agrégation non spécifique.
Puis, I'échantillon patient est incubé pendant soixante minutes en présence
des plaquettes lavées du donneur et d’héparine a concentration thérapeutique
et supra-thérapeutique dans une plaque de micro-titration sur agitateur de

plagues. Le mélange réactionnel est ensuite centrifugé et la radioactivité est
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mesurée dans le surnageant. Le résultat est exprimé en pourcentage de

libération de sérotonine radio-marquée par rapport a un taux de 100% mesuré

aprés lyse des plaquettes par un détergent. Le test est considéré comme

positif s’il est > 20% en présence d’héparine a concentration thérapeutique et

<20 % a concentration supra-thérapeutique en héparine (94).
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Figure 11 : Principe du test de libération de la sérotonine radiomarquée
(d'aprés Bakchoul (92))

5.4.1.2. Tests dérivés du SRA

L’inconvénient principale de la technique SRA classique est lié a l'utilisation de

matériel radioactif dans un laboratoire tres spécialisé et agréé avec du
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personnel qualifié. Des alternatives au SRA classique ont été proposées ; trois

techniques sont ainsi basées sur la mesure de la libération de sérotonine non

radiomarguée. Cependant, peu d’études ont été réalisées a ce jour.

La premiére technique est une analyse par CMF (95). Aprés incubation de
I'échantillon a tester avec du PRP du donneur en présence d’héparine, la
méthode consiste & mesurer la baisse de concentration de sérotonine
intra-plaquettaire qui fait suite a la sécrétion des granules denses apres
activation plaquettaire au moyen d’un anticorps anti-sérotonine couplé a un

fluorochrome.

La deuxieme méthode est un test ELISA (96) ; la technique est la méme
gue pour le test de libération de sérotonine radiomarquée a la seule
différence qu’au lieu d’incuber les plaquettes du donneur avec de la
sérotonine radiomarquée, elles sont incubées avec de la sérotonine
marquée par un analyte biochimique. La détection se fait grace a un

anticorps dirigé contre cet analyte.

La troisieme technique est la mesure par chromatographie en phase
liquide a haute performance de la sérotonine libérée dans le surnageant
aprés incubation du plasma du patient avec du PRP de donneur en

présence d’héparine (97,98).
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5.4.2. Tests basés sur la mesure de I’agrégation plaquettaire
5.4.2.1. Le test HIPA

Les plaquettes de plusieurs (généralement quatre) donneurs sains sont lavées
et incubées avec le sérum ou plasma du patient et de I'héparine a
concentration thérapeutique et supra-thérapeutique avec une agitation
magnétique. La formation d’agrégats plaquettaires est mesurée optiguement
par un agrégometre qui mesure la transmittance pendant quarante-cing
minutes (Figure 12). Le test est positif si des agrégats sont formés en moins
de trente minutes en présence d’héparine a concentration thérapeutique (mais
pas a concentration supra-thérapeutique) avec les plaquettes d’au moins deux
des donneurs. En pratique, de nombreux laboratoires semblent retenir le

diagnostic quand le test est positif avec un seul donneur (92).

53



Heat inactivated serum
from patient with
suspected HIT

Addition of heparin and

non-NIT patient serum

Foylla receptor

5 9
p
«— —

Resting platelet

Mix donor platelets
with patient serum

Addation of heparin and
HIT patient serum

v o

PFa/heparin
complex

No cross-linking of platelets

No activation of
platelets by the
lack of cross-hnking

Y,

No activation

Figure 12 :
(d’apres Bakchoul (92))

ACD-A anticoagulated
whole blood from
normal donor

v ’
| 100 1U/mL UFH l | 100 1U/mL UFH I | 0.2 aFXa/m reviparin I
”"
I"’
l"’
W e) v
’ Q
"" 'ﬁ‘ ,&' ’
/ L /
l’ “ e
s . 24
V4 ,\ FeyRila-mediated
e cross-linking of
i platelets
v ¥
No change Change In FeyRila-mediated
In turbidity turbidity platelet activation
—— 1
J .
Not activated Activated platelets
within 30 min Activation

Principe du test d’activation plaquettaire induit par I'héparine

Pour les tests fonctionnels sur plaquettes lavées (SRA et HIPA), les héparines

recommandées sont les héparines non fractionnées et la reviparine ou

'enoxaparine (93) pour les héparines de bas poids moléculaire a une

concentration thérapeutigue comprise entre 0.1 et 0.3 Ul/mL et une

concentration supra-thérapeutique de 100 UI/mL.

Pour augmenter la spécificité des tests fonctionnels, I'utilisation d’anticorps

monoclonaux anti-FcyRlla a été proposée pour vérifier que I'activation des

plaguettes est bien dépendante des récepteurs FcyRlla (93).
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Plusieurs difficultés demeurent :

Le lavage des plaquettes préconisé et réalisé dans le HIPA et le SRA est
une procédure longue et complexe qui nécessite de réaliser le prélévement
sur un tube spécifique et le traitement se fait ensuite par centrifugations
successives et remise en suspension dans des tampons différents. Le
lavage des plaquettes a de nombreux avantages par rapport au PRP car
'absence de plasma limite I'agrégation des plaquettes indépendantes de
'héparine (liee aux IgG, fibrinogéne), les centrifugations permettent la
libération de PF4 ce qui améliore la formation des complexes
PF4/héparine, et l'apyrase contenue dans le premier tampon évite
'accumulation d’ADP qui a tendance a désensibiliser les plaquettes a ce
nucléotide. Enfin, les concentrations physiologiques de calcium dans le

second tampon induisent une activation plaquettaire optimale (93).

La réponse aux tests fonctionnels dépend des plagquettes des donneurs
testés. La sélection de donneurs est difficile et impacte sur la sensibilité et
la spécificitt du test et la variabilité inter-laboratoire. Aucune
recommandation internationale n’aborde ce point de fagon précise. Tous
les individus ne répondent pas de la méme maniere aux anticorps anti-
PF4/héparine. Cette variabilité interindividuelle peut étre liée aux
récepteurs FcyRlla (31) ou a la prise de traitements inhibant les plaquettes
(anti-inflammatoires non stéroidiens) (98). La sélection de « bons
répondeurs » peut étre faite en testant les plaquettes avec un échantillon
patient TIH trés fortement positif et un faiblement positif. Dans le cas ou

aucun échantillon n’est connu positif par le laboratoire, des anticorps anti-
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CD9 ALBG6 capables d’activer les plaquettes pourraient étre utilisés pour
évaluer la réactivité FcyRlla dépendante des plaquettes du donneur (99).
La variabilité liee aux plaquettes selon les donneurs peut étre limitée en

testant simultanément plusieurs donneurs (93).

5.4.2.2. Le Test d’agrégation plaquettaire en présence d’héparine

(TAPH)
Le principe du test est le méme que celui du test HIPA a la différence que
'analyse est réalisée a partir du PRP du donneur et non de plaquettes lavées.
Il est recommandé d’utiliser une concentration thérapeutique d’héparine
comprise entre 0.5 et 1 Ul/mL et une concentration supra-thérapeutique de
100 Ul/mL. En cas d’inhibition partielle de I'agrégation, cette concentration
peut étre augmentée jusqu'a 500 Ul/mL (93). Comme pour tous les tests
fonctionnels, il est recommandé de tester le PRP de plusieurs donneurs afin

d’augmenter la sensibilité du test (100).

5.4.2.3. L’agrégométrie a électrodes multiples induite par

I’héparine (HIMEA)
Le HIMEA est un test fonctionnel émergent qui a la particularité par rapport
aux autres tests d’étre réalisé sur du sang total en réalisant un mélange de
sang du patient avec du sang de donneur. La mesure de I'agrégation se fait
par impédancemétrie : le changement de conductivité entre deux électrodes
plongées dans le milieu réactionnel est mesuré. Les plaquettes activées se
lient aux électrodes et font varier I'impédance. La durée de l'analyse est de
quinze minutes et le résultat est exprimé en unités arbitraires d’'une aire sous

la courbe (101). L'avantage majeur d’utiliser du sang total est une étape pré-
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analytique moins complexe et moins longue. Il faut en revanche respecter la
compatibilité ABO pour le mélange des sang totaux patient-donneurs : un
donneur de groupe sanguin O est nécessaire (102). De la méme maniére que
pour les plaquettes lavées, le sang du donneur influe sur la sensibilité du test
et la sélection doit donc étre faite de facon a ce que seuls les bons répondeurs
soient testés. D’aprés une étude de Morel-Kopp et al. (103), le sang total du
donneur doit étre préleve préférentiellement sur tube hirudine pour augmenter
la sensibilité du test du fait de la disponibilité des cations divalents mais le
prélévement peut également se faire sur tube citrate. D’aprés Morel-Kopp al.,
en prenant comme référence le SRA, la sensibilité et spécificité de 'HIMEA

sont de 90,3% et de 89% respectivement (103).

5.4.3. Autres tests

D’autres tests, pour la plupart non validés pour le diagnostic de TIH, ont été
proposés pour évaluer l'activation des plaquettes de donneurs en présence

d’héparine par le sérum ou le plasma du patient suspect de TIH.

5.4.3.1. Mesure de I’expression des glycoprotéines plaquettaires
membranaires
Il est possible par CMF de mesurer I'activation des plaquettes en mesurant la
densité membranaire de certains marqueurs d’activation (ex: CD62) au
moyen d’anticorps marqués par un fluorochrome. Le sang total ou le plasma
riche en plaquettes du donneur est mis en présence de I'échantillon patient
(plasma ou sérum), d’héparine a différentes concentrations et de deux

marqueurs de surface (un marqueur plaquettaire et un marqueur d’activation
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plaquettaire) (104). Dans la 3®™¢ partie du travail, nous évaluerons l'une de

ces méthodes (Test HIT Confirm® (Emosis))

5.4.3.2. Mesure de la génération de microparticules plaquettaires

Les plaquettes activées liberent des microparticules qui servent de surface
catalytique pour la génération de thrombine. Ces microparticules peuvent étre
quantifiées par CMF selon le méme principe que celui utilisé pour la mesure
de l'expression des glycoprotéines plaquettaires membranaires en les

sélectionnant par leur taille, pour les différencier des plaquettes (105).

5.4.3.3. Evaluation de I’activité pro-coagulante des plaquettes

Comme décrit précédemment, les microparticules libérées par les plaquettes
activées sont procoagulantes et servent de surface catalytique pour la
génération de thrombine. Tardy et al. ont proposé ['utilisation d’'un test de
génération de thrombine afin d’évaluer cette activité pro-coagulante. Apres
incubation de I'échantillon patient avec du plasma témoin et de I'héparine, la
réaction nécessite l'ajout de facteur tissulaire, calcium et d’'un substrat
fluorogénique de la thrombine. La thrombine générée hydrolyse le substrat

fluorogénique (106).

5.4.3.4. Lumiagrégométrie (ATP Release)

Cuker et al. ont développé un test fonctionnel basé sur 'ATP libérée lors de
activation plaquettaire, qui en réagissant avec la luciférase entraine

I'émission de lumiére mesurée par chimiluminescence (107).
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5.4.3.5. Mesure du clivage des récepteurs FcyRlla

Navi et al. sont partis du principe que la fixation aux récepteurs FcyRlla des
complexes IgG agonistes entrainaient leur protéolyse et la rétention
membranaire d’'un composé de 32 kDa. Le clivage des récepteurs FcyRlla
reflete donc leur activation. Aprés incubation de I'échantillon patient avec les
plaquettes du donneur et ’héparine, un inhibiteur de protéase est ajouté et les
plaquettes sont lysées. Puis, la mesure du clivage des récepteurs FcyRlla se

fait par une technique de western-blot (108).
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Tableau 7 : Tableau récapitulatif des tests fonctionnels

sérotonine radiomarquée

Test Principe Méthode Nature de
I'échantillon témoin
Tests de libération de la sérotonine
SRA Mesure de la libération de Radio-analyse

Tests dérivés du

Mesure de la diminution de la
concentration de sérotonine
intra-plaquettaire

Cytométrie en flux

Mesure de la libération de
sérotonine marquée par un

ELISA

Plaquettes lavées

plaquettaire

SRA
analyte biochimique
Mesure de la libération de Chromatographie liquide
sérotonine haute performance
Tests basés sur la mesure de I’agrégation plaquettaire
Mesure de la diminution de la
HIPA transmittance liée a la formation Agrégométrie Plaguettes lavées
d’agrégats
Mesure de la diminution de la
TAPH transmittance liée a la formation Agrégométrie PRP
d’agrégats
Mesure de la variation
HIMEA d’'impédance liée a I'activation Impédancemétrie Sang total

Autres tests

Mesure de I'expression des glycoprotéines
plaguettaires membranaires

Cytométrie en flux

Sang total ou PRP

Mesure de la génération de microparticules

plaguettaires

Cytométrie en flux

Sang total ou PRP

Evaluation de I'activité pro-coagulante des plaquettes Test de génération de Plasma
thrombine
Mesure de 'ATP libérée lors de I'activation Lumiagrégométrie Plasma
plaguettaire
Western-Blot Sérum

Mesure du clivage des récepteurs FcyRlla
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5.4.4. Remarques générales sur les tests fonctionnels

L’inconvénient de l'utilisation de plasma riche en plaquettes ou de sang total
du donneur et non de plaguettes lavées, notamment pour les tests TAPH et
HIMEA est la possible diminution de la spécificité liee a une interférence des
IgG, du calcium ou de protéines de la phase aigue de linflammation qui

peuvent conduire a un test faussement positif (93).

Les performances des tests, sensibilité et spécificité ne sont pas clairement
définies et peuvent varier d’'une étude a l'autre. Cela s’explique d’'une part par
un manque de standardisation de la définition des patients TIH positifs dans
les études (patients TIH définis cliniquement ou par test biologique gold-
standard ou non) et d’autre part par l'influence majeure de plaquettes des

donneurs.

5.5. Algorithmes diagnostiques

5.5.1. Comparaison des différentes recommandations concernant
le diagnostic de la TIH
Ces dernieres années, des recommandations pour le diagnostic de la TIH ont
été proposées; au Royaume-Uni en 2012 dans le British Journal of
Haematology (BJH) (109), aux Etats-Unis en 2018 par la Société américaine
d’hématologie (ASH) (110) et en 2019 en France par le groupe d’intérét en
Hémostase Périopératoire (GIHP) et le groupe Frangais d’études sur
I'Hémostase et la Thrombose (GFHT) (Annexe 1 (6)).
Une comparaison de ces recommandations est proposée dans le Tableau 8

concernant le diagnostic clinico-biologique. Les recommandations ameéricaines

61



CHEST 2012 n’abordant pas de fagon précise la partie diagnostiques n’ont

pas été prises en compte.

La principale différence que nous avons relevée concerne la réalisation d’'un
test fonctionnel chez les patients avec un score 4T élevé : lorsque le test
immunologique est négatif le GIHP/GFHT propose dans son algorithme sa
réalisation alors que 'ASH et les recommandations britanniques ne proposent
pas de réaliser de test fonctionnel considérant qu'un test immunologique
hautement sensible est suffisant pour exclure le diagnostic. La société
francaise justifie cette recommandation par le risque de faux négatifs du test
immunologique qui pourraient étre liés aux cas exceptionnels et controverses
de TIH avec des anticorps anti-interleukine 8. Les recommandations de ’ASH
et du GIHP/GFHT s’accordent pour dire qu'un test fonctionnel n'est pas
indispensable pour retenir le diagnostic si la densité optigue des anticorps

anti-PF4 est supérieure a 2 en présence d’une probabilité clinique élevée.
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Tableau 8 : Comparaison des recommandations du BJH 2012, de 'ASH 2018
et du GIHP/GFHT 2019 concernant le diagnostic clinico-biologique et la
posologie de I'anticoagulant

BJH 2012 | ASH 2018 GIHP/GFHT 2019
Score 4T
Recommandé Oui Oui Oui (hors contexte de
chirurgie cardiaque)
Score 4T faible <3
Le diagnostic de TIH Oui Oui Oui
peut étre exclu
Arrét de I’héparine NR Non Non
Tests biologiques Non Non (sauf si score 4T incertain car Non (sauf si score 4T
données manquantes) incertain car données
manquantes)
Score 4T intermédiaire (4 — 5)
Arrét de I’héparine Oui Oui Oui
Poursuite de I'héparine
possible si résultat du test
immunologique <3h
Anticoagulation non Oui Oui Oui
héparinique
Schéma Curatif Curatif : si risque de saignement faible Curatif
d’administration
Prophylactique : si risque de
saignement élevé et pas d’autre
indication d’une anticoagulation
curative
Réalisation de tests Oui Oui Oui
immunologiques
Test immunologique TIH exclue si Arrét de I'anticoagulation non Poursuite ou reprise de
négatif ELISA ou héparinique et réintroduction de I’héparine
équivalent négatif I’héparine si indiquée
Test immunologique NR Poursuite de I'anticoagulation non Poursuite ou instauration
positif héparinique a dose curative pour tous d’une anticoagulation non
les patients héparinique
Réalisation de tests Si test Uniquement si test immunologique Uniquement si test
fonctionnels immunologique positif immunologique positif
de haute

sensibilité positif

Score 4T élevé (26)

Arrét de I’héparine Oui Oui Oui
Anticoagulation non Oui Oui Oui
héparinique
Schéma Curatif Curatif Curatif
d’administration
Réalisation de tests Oui Oui Oui

immunologiques

Test immunologique
négatif

TIH exclue si test
immunologique

Arrét de I'anticoagulation non
héparinique et réintroduction de

Test fonctionnel proposé

de haute I’héparine si indiquée
sensibilité
Si forte suspicion : réévaluation clinique
+ répéter le méme test immunologique
ou en réaliser un autre +/- test
fonctionnel
Test immunologique NR Poursuite de I'anticoagulation non Sila DO du test
positif héparinique a dose curative pour tous immunologique est > 2, le
les patients diagnostic de TIH peut étre
retenu sans test fonctionnel
Réalisation de tests Si test Uniquement si test immunologique Oui
fonctionnels immunologique positif Sauf si DO > 2 le test
de haute Sauf si DO > 2 |e test fonctionnel n'est fonctionnel n’est pas

sensibilité positif

pas nécessaire

nécessaire

NR : non renseigné
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5.5.2. Algorithme du CHUGA
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I Score 4T 26 I
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au contexte clinigue)
Figure 13 : Algorithme décisionnel du CHUGA pour le diagnostic de TIH (111)

Continuer I'héparine
Aucun test biologigue

Surveillance plaquettaire
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Concernant I'algorithme décisionnel utilisé au laboratoire du CHUGA (Figure

13):

- Dans le cas ou le score 4T est faible, il est recommandé de poursuivre le
traitement  héparinique sans réaliser d’analyses  biologiques
complémentaires.

- Dans le cas ou le score 4T est intermédiaire ou élevé, il est recommandé
d’arréter I’héparine et d’initier une anticoagulation non héparinique (111).
Concernant I'exploration biologique de la TIH, un test immunologique
rapide est réalisé (ID-PaGIA® immunogel (Biorad)) en premiére intention ;
si le score 4T est intermédiaire et que le test est négatif, le diagnostic de
TIH est éliminé et '’héparine peut étre reprise. En revanche, si le score 4T
est intermédiaire et que le test immunologique rapide est positif ou si le
score 4T est élevé quel que soit le résultat du test rapide il est
recommandé de réaliser un test immunologique de type ELISA IgG-
spécifique (Asserachrom® IgG (Stago)). Si le test ELISA est négatif, la TIH
est éliminée et le traitement héparinique est repris si nécessaire. Si le test
ELISA est positif, un test fonctionnel de type TAPH est réalisé pour

confirmer le diagnostic en cas de positivité.

6. Surveillance de la numération plaguettaire

Une numération plaquettaire de base doit étre effectué dans l'idéal avant de
débuter le traitement par héparine afin d’avoir une valeur de référence (6,109).
Comme représenté préecédemment sur le Tableau 1de Ila partie
epidémiologie, il existe trois niveaux de risque de TIH. Le risque de TIH peut

étre faible (<0.1%), intermédiaire (0.1 — 1 %) ou élevé (>1%). Ces 3 niveaux
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de risques ont servi de base pour les recommandations de I’ASH (110) et du

GIHP/GFHT (6) concernant la surveillance de la numération plaquettaire.

Si le risque de TIH est faible, aucune surveillance n’est recommandée.

Si le risque de TIH est intermédiaire ou élevé, il est recommandé de
réaliser une surveillance de la numération plaquettaire du quatriéeme au
quatorziéme jour ou jusqu’a l'arrét de I'héparine si I'héparine est arrétée
avant le quatorzieme jour. L’ASH recommande de débuter cette
surveillance dés le premier jour de traitement pour les patients ayant recu
de [I'héparine durant les trente derniers jours et le GIHP/GFHT
recommande de poursuivre la surveillance jusqu’a trente jours avec une
surveillance « allégée » apres le quatorzieme jour. En cas de risque
intermédiaire, la numération doit étre contrélée tous les deux a trois jours.
En cas de risque élevé, les recommandations de 'ASH sont de contréler la

numération toutes les 48h.

7. Traitements anticoagulants

7.1. Phase aigle de la TIH

Le traitement d’'une TIH suspectée ou avérée nécessite I'arrét de I’héparine et

lintroduction d’'une anticoagulation efficace par un anticoagulant non

héparinique.

Pour les patients ayant une TIH sans évenement thromboembolique, 'ASH
(110) recommande de traiter les patients au minimum jusqu’au retour a la
normale de la numération plaquettaire (150 G/L) et au maximum pour une
durée de trois mois. Le GIHP/GFHT (6) recommande une durée de

traitement au minimum de quatre semaines.
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- Pour les patients ayant une TIH avec évenement thromboembolique, la
durée de traitement recommandée par 'ASH et le GIHP/GFHT est de trois

a six mois (6,110).

Le choix du traitement anticoagulant est fonction de plusieurs facteurs. Les
facteurs déterminants sont notamment la présence d’une insuffisance
hépatique et/ou rénale, la présence de thrombose, le risque hémorragique et
la stabilité clinique, la disponibilité du traitement, la voie d’administration et les

modalités de surveillance biologique, la demi-vie et la voie d’élimination (6).

Plusieurs médicaments anticoagulants sont susceptibles d’étre utilisées :

- Deux ont TAMM en France et peuvent étre utilisées en relai de I'héparine a
la phase aigué de la TIH : I'argatroban (Arganova®) et la danaparoide
sodique (Orgaran®)

- Un n’était plus disponible en France depuis quelques années : la
bilavirudine (Angiox®) et est de nouveau disponible sous forme
génériquée.

- Le fondaparinux n’a pas ’AMM mais plusieurs sociétés savantes indiquent
qu’il est possible de l'utiliser a la phase aigue chez les patients stables et
en cas de thromboses non séveres, ou en cas d’antécédents de TIH.

- Le rivaroxaban pourrait également étre utilisé chez ce profil de patients

d’aprés les recommandations de 'ASH 2018 et le GIHP/GFHT 2019.
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7.1.1. La danaparoide sodique (Orgaran®)

La danaparoide sodique est un mélange de glycosaminoglycanes sulfatés de
bas poids moléculaire extraits de la muqueuse intestinale de porc, renfermant
du sulfate d’héparane, du sulfate de dermatane et du sulfate de chondroitine.
Son rapport activité anti-Xa/anti-lla est élevé (>20). La molécule n’a pas d’effet
sur le temps de Quick TQ mais allonge modérément le TCA. L’élimination est
rénale et les demi-vies sont de 25h pour l'activité anti-Xa et de 7h pour
l'activité anti-lla. La danaparoide s’administre par voie sous-cutanée ou
intraveineuse, I'administration n’est pas recommandée en 1°¢ intention en cas
d’insuffisance rénale sévére et le suivi biologique se fait en mesurant I'activité
anti-Xa (en association a des numérations plaquettaires répétées). Le
traitement prophylactique ou curatif des manifestations thromboemboliques a
la phase aigue d'une TIH ou en cas d’antécédents de TIH fait partie des
indications pour lesquelles le médicament a recu une autorisation de mise sur

le marché.

Tableau 9 : Danaparoide : synthése des recommandations concernant la
durée de traitement et la posologie en cas de traitement prophylactique
d’aprés les RCP (112)

Traitement prophylactique
TIH aigue?! Antécédents de TIH
Modalité d’administration Sous-cutanée
Durée 7 a 10 jours ou jusqu’a diminution du risque thromboembolique?
<90 kg 750 U anti-Xa 750 U anti-Xa
3x/jour 2x/jour
> 90 kg 1250 U anti-Xa 1250 U anti-Xa
3x/jour 2x/jour

!Le schéma prophylactique décrit dans les RCP n’est pas recommandé par les sociétés
savantes ou un schéma curatif est le plus souvent indiqué. Toutefois 'ASH 2018 propose ce
schéma chez les patients a risque hémorragique élevé en I'absence d’autres indications
curatives.

2La durée préconisée en cas de TIH aiglie sans thrombose est au minimum la durée
nécessaire jusqu’au retour a la normale de la numération plaquettaire (150 G/L) pour 'ASH et
de 4 semaines pour le GIHP/GFHT.
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Tableau 10 : Danaparoide : synthese des recommandations concernant la
durée de traitement et la posologie en cas de traitement curatif d’apres les
RCP (112)

Traitement curatif

TIH aigue | Antécédents de TIH
BOLUS
< 55kg 1250 U anti-Xa
55-90 kg 2500 U anti-Xa
> 90 kg 3750 U anti-Xa
ENTRETIEN
Modalité d’administration Intraveineuse (1V) Sous-cutanée (SC)
Durée 5a7jours
< 55kg 1500 U anti-Xa
400 U/h pendant 4h, 2x/jour
55-90 kg 300 U/h pendant 4h, 2000 U anti-Xa
150 a 200 U/h & adapter en fonction 2x/jour
> 90 kg de l'activité anti-Xa 1750 U anti-Xa
3x/jour

Pour les patients en traitement IV ; passage a la voie SC

< 55 kg : 750 U anti-Xa 2x/jour

55-90 kg : 1000 U anti-Xa 2x/jour

>90 kg : 1250 U anti-Xa 2x/jour
Relai par AVK Aprés 5 a 7 jours de traitement

Plaquettes > 100 G/L
Administration des 2 traitements en paralléle > 72h
INR a contréler avant I'injection de danaparoide du matin

INR dans la zone thérapeutique 2 jours de suite : arrét du danaparoide

Concernant la surveillance biologique, lors de traitements prophylactiques, la
surveillance biologique de [l'activité anti-Xa d'aprés les RCP n’est pas
nécessaire en dehors de cas particuliers tels que les insuffisants rénaux ou en

cas de poids extrémes.

Lors de traitements curatifs, la surveillance biologique de I'activité anti-Xa est
recommandée dans les RCP en cas de surpoids, cachexie, insuffisance
rénale ou de risque hémorragique élevé. Toutefois, le GIHP/GFHT
recommande cette surveillance de fagcon systématique. Si 'administration se
fait par voie intraveineuse, l'activité plasmatique pendant le traitement
d’entretien (trois a cinq jours aprés le début du traitement) doit étre comprise
entre 0,5 et 0,8 unités/mL. Si 'administration se fait par voie sous-cutanée,
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l'activité anti-Xa plasmatique mesurée apres trois jours de traitement et a mi-
chemin entre deux injections doit étre comprise entre 0,4 et 0,8 unités/mL.
Dans tous les cas, la numération plaquettaire doit étre réalisée
quotidiennement jusqu’a son retour a la normale.

Du fait de I'existence d’une réactivité croisée rare avec les anticorps de la TIH,
le traitement doit étre arrété et remplacé par un traitement alternatif en cas
d’apparition d'une nouvelle thrombose, d’extension d’une thrombose
préexistante, d’absence de correction de la numération plaquettaire ou
d’aggravation de la thrombopénie aprés avoir vérifié que le traitement était
administré a la bonne concentration (113,114).

Avant d’effectuer un relai par un AVK, une modification de traitement sera
effectuée pour les patients recevant le traitement aux posologies les plus
élevées ou par voie intraveineuse afin de limiter le risque hémorragique puis le
relai se fera au minimum apres 5 jours de traitement par danaparoide et a
conditions que les plaquettes soient supérieures a 100-150 G/L. Les deux
traitements sont administrés de maniére concomitante pendant minimum 72h
avec un contréle de I'INR qui doit étre dans les cibles thérapeutiques deux

jours de suite pour pouvoir arréter 'anticoagulation par danaparoide (112).

7.1.2. L’argatroban (Arganova®)

L’argatroban est un inhibiteur direct de la thrombine, il agit de maniere
sélective, réversible et indépendamment de I'antithrombine en inhibant la
thrombine libre ou liée au thrombus. Il n’existe pas de réaction croisée avec
I'héparine. L’efficacité et I'innocuité de I'argatroban ont été décrites dans deux
études prospectives multicentriques chez des patients ayant une TIH avec ou

sans thrombose en comparaison a des contrbles historiques (115,116).
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L’administration se fait par perfusion intraveineuse (intraveineuse a la
seringue électrique) et la demi-vie d’élimination est courte de 52 + 16 min avec
une métabolisation hépatique et une élimination digestive donc sans influence
de l'insuffisance rénale. En revanche, 'administration d’argatroban est contre-
indiquée chez les insuffisants hépatiques séveres (score de Child-Pugh C) et
la posologie doit étre adaptée chez les insuffisants hépatiques modérés (score
de Child-Pugh B). La molécule entraine un allongement du TQ et du TCA et le
suivi biologique se fait par la surveillance du TCA selon les RCP mais le suivi
peut se faire aussi en surveillant I'activité anti-lla.

I est recommandé de réaliser un TCA initial avant I'administration
d’argatroban et apres 'arrét de I'héparine. Un dosage de TCA doit étre réalisé
2 heures aprés linitiation du traitement afin de vérifier que le TCA soit dans
I'intervalle cible de 1.5 a 3 fois sa valeur initiale et sans dépasser cent
secondes. Et enfin le suivi se fait par mesure du TCA au minimum une fois par
jour apres avoir mesuré deux TCA consécutifs dans la fourchette cible. La
posologie recommandée chez les patients non critiques, sans risque
hémorragique et sans insuffisance hépatique est de 2 pg/kg/min d’aprés les
RCP et de 1 pg/kg/min d’aprés les recommandations du GIHP/GFHT. La

posologie doit étre adaptée pour certaines populations (117).
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Tableau 11 : Argatroban: synthése des recommandations concernant la
durée de traitement, la posologie et la surveillance biologique d’apres les RCP
(117)

Patients Patients avec insuffisance hépatique sévere
standards Patients critiques (soins intensifs avec
défaillances multi-viscérales)
Patients aprés une chirurgie cardiaque

Débit de perfusion 2 pg/kg/mint 0.5 pg/kg/min
TCA cible 1.5 a 3 fois la valeur initiale (sans dépasser 100 secondes)
TCA<1l5foisla | 10.5pug/kg/min 1 0.1 pg/kg/min
valeur initiale Controle TCA a Contrble TCA a 4h2
2h
Arrét de la perfusion jusqu’a avoir un TCA cible
TCA > 3 fois la Reprendre la perfusion avec un débit inférieur de moitié au débit
valeur initiale antérieur
Controle TCA a Contrble TCA a 4h
2h
Dose maximale 10 pg/kg/min
recommandée
Durée maximale 14 jours

de traitement

Réduire le débit de perfusion a 2 ug/kg/min avant de débuter le
relai
Plaquettes > 100 G/L
Relai par AVK Administration des 2 traitements en paralléle > 5 jours
Surveillance quotidienne de I'INR
Arrét de I'argatroban si INR > 4 deux jours de suite
Controle de 'INR 4 a 6 heures apres arrét de I'argatroban et reprise
de l'argatroban si INR < 4

!La posologie initiale recommandée par I'ASH et le GIHP/GFHT est de 1 pg/kg/min
2Etat d’équilibre atteint plus tardivement du fait de I'altération de la fonction hépatique

Concernant la surveillance biologique, la recommandation de réaliser un suivi
biologique par mesure du TCA est controversée (118) d’'une part du fait de la
difficulté d’obtenir un TCA normal en prétraitement par argatroban chez les
patients ayant regu de I'héparine et ayant possiblement une coagulopathie
(119) et d’autre part a cause de l'influence des réactifs (120) sur les valeurs du
TCA. C’est pourquoi une mesure de lactivité anti-lla par le temps de
thrombine dilué (dTT) ou le temps d’écarine (ECT) est proposée (121). Un test
chromogénique est également commercialisé (Ecarin Chromogenic Assay).
Les valeurs sont exprimées en concentration d’argatroban. En revanche il

n'existe pas de consensus concernant les concentrations thérapeutiques
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cibles d’argatroban bien qu’un intervalle thérapeutique allant de 0.4 a 1.2
pg/mL ait été proposé en 2016 par une équipe américaine (122) puis plus

récemment de 0.5 a 1.5 pg/mL par le GIHP/GFHT (6).

Afin de limiter le temps de titration chez ces patients qui nécessitent une
anticoagulation efficace rapidement, le débit de perfusion peut étre calculé a

partir des scores de gravité APACHE-II, SAPS-Il et SOFA-II (Tableau 11).

Tableau 12 : Tableau d’ajustement de la posologie d’argatroban selon les
scores APACHE-II, SOFA-Il et SAPS-Il. (Adapté par le GIHP/GFHT (6)
d’apres Alatri (121))

Score Argatroban Score SOFA  Argatroban SAPS Argatroban
APACHE Il  (pg/kg/min) (pgfkg/min) (g/kg/min)
15 1,25 10 1,28 30 1,16

16 1,19 11 1,19 32 1,10

17 1,13 12 1,10 34 1,04

18 1,07 13 1,01 36 0,98

19 1,01 14 0,92 38 0,92

20 0,95 15 0,83 40 0,86

21 0,89 16 0,74 42 0,82

23 0,77 17 0,65 44 0,74

25 0,65 18 0,56 46 0,68

27 0,53 19 0,47 50 0,56

29 0,41 20 0,38 55 0,41

32 0,23 21 0,29 60 0,26

Concernant le relai par AVK, les RCP recommandent d’obtenir un INR a 4
juste avant d’arréter I'argatroban pour obtenir un INR entre 2 et 3 sous AVK

seul.

7.1.3. La bivalirudine

La bivalirudine est un inhibiteur direct et sélectif de la thrombine, qui se lie a la
fois au site catalytique et a I'exosite de liaison des anions de la thrombine en

phase liquide et liée aux caillots. La liaison de la bivalirudine a la thrombine
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est réversible. La bivalirudine entraine un allongement du TQ. Son
administration se fait par voie intraveineuse. La demi-vie est courte, d’environ
25 minutes, et est allongée en cas d’insuffisance hépatique mais pas en cas
d’insuffisance rénale. Le GIHP/GFHT et 'ASH mentionnent toutefois que la
bivalirudine peut étre utilisée a la phase aigue de la TIH bien qu'il n'y ait pas
d’AMM dans cette indication (6,110). Les recommandations CHEST 2012
préconisent également l'utilisation de la bivalirudine en cas de TIH aigue ou
subaigué chez les patients nécessitant une chirurgie cardiaque urgente ou

une intervention coronaire percutanée (123).

D’autres molécules sont également utilisées pour le traitement de la TIH bien
gu’elles n‘aient pas 'AMM dans cette indication : le fondaparinux et les

anticoagulants oraux directs.

7.1.4. Le fondaparinux (Arixtra®)

Le fondaparinux est un inhibiteur sélectif du Xa dépendant de I'antithrombine.
C’est un pentassacharide de synthése. Il n’a pas d’AMM pour le traitement
des TIH mais son utilisation a la phase aigle de la TIH a été proposée des
2012 comme une option thérapeutique par certaines sociétés savantes. Le
groupe d’experts de 'ASH et du GIHP/GFHT en 2018 et 2019 indiquent qu'il
est possible de I'utiliser chez les patients stables cliniquement avec un risque
hémorragique faible (6,110). En dehors du contexte de TIH, les posologies
utilisées sont de 2.5 mg/jour en prophylactique et de 7.5 mg/jour en
thérapeutiqgue avec une adaptation a 5 mg/jour chez les patients de moins de
50 kg et a 10 mg/jour chez les patients pesant plus de 100 kg. Cependant, dés

2012, les BJH Guidelines préconisaient plutot 'utilisation du fondaparinux a
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dose thérapeutique en cas de TIH (109). Le fondaparinux n’influence pas le
TCA et le TP. L'administration se fait par voie sous-cutanée, la demi-vie
d’élimination est de 19h environ et I'élimination est majoritairement rénale.
L’utilisation du fondaparinux est contre-indiquée en cas d’insuffisance rénale
sévere (Clairance < 30 mL/min) et a utiliser avec précaution en cas
d’insuffisance rénale modérée. En revanche, il peut étre utilisé quel que soit le
niveau d’insuffisance hépatique (112). De nombreuses études ont réalisé une
comparaison entre le fondaparinux et les traitements actuellement autorisés
pour le traitement de la phase aigtie de la TIH, danaparoide et argatroban, et
ont montré une efficacité comparable pour la prévention des risques
thromboemboliques sans différences concernant les risques hémorragiques
chez ces patients (124-129). Le risque de TIH ou de réaction croisée lors d’un
traitement par fondaparinux est négligeable (129). D’exceptionnels cas de TIH
au fondaparinux ont cependant été rapportés (130). Le contréle quotidien de
la numération plaquettaire est recommandé afin d’évaluer [lefficacité

thérapeutique.

7.1.5. Les anticoagulants oraux directs (AOD)

L’utilisation des AOD dans les TIH est récente. Les données restent peu
nombreuses bien que quelques études suggerent que le rivaroxaban serait
efficace avec des données de sécurité rassurantes quant au risque
hémorragique. Linkins et al. (131) ont évalué de maniere prospective, pendant
trente jours chez douze patients I'utilisation du rivaroxaban a la phase aigle
de la TIH. Les résultats montrent une évolution favorable de la numération
plaquettaire et I'absence d’événement hémorragique chez tous les patients,

sauf un, décédé dun cancer gastrique métastatique. Concernant les
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événements thromboemboliques, un patient a présenté une possible
extension de thrombose veineuse profonde d’évolution favorable aprés
ablation du cathéter. Warkentin et al. (132) ont également étudié I'innocuité de
I'utilisation du rivaroxaban utilisé en premiére ou seconde intention a la phase
aigie de la TIH chez seize patients ; aucun d’entre eux n’a développé
d’événement thrombotique ou hémorragique a trente jours.

Comme pour le fondaparinux, leur utilisation est recommandée chez les
patients stables a faible risque hémorragique (110). On dispose surtout de
données avec le rivaroxaban. Le GIHP/GFHT préconise son utilisation a
doses curatives soit 15 mg 2x/jour pendant trois semaines ou jusqu’a
correction compléte et stable de la thrombopénie puis 20 mg/jour jusqu’au
trentieme jour de traitement (6). Les deux avantages majeurs de ces
traitements sont leur administration par voie orale et a dose fixe et 'absence

de surveillance biologique.

7.1.6. Remarques

Les AVK ne doivent pas étre utilisés a la phase aigie de la TIH car ils
favorisent la survenue de thromboses, gangrenes et nécroses cutanées mais
uniqguement en relai d’'un traitement anticoagulant efficace et lorsque la
numération plaquettaire est corrigée. Si le patient est sous AVK au moment du
diagnostic, une administration de vitamine K par voie intraveineuse a été
proposée par certains auteurs afin dinverser [leffet, parallélement a

I'instauration d’un traitement alternatif a I'héparine (109,110).
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La transfusion de plaquettes n’est pas recommandée car elle risque de
majorer la thrombose, la transfusion de plaquettes doit étre envisagée

uniqguement en cas d’hémorragie importante (6,109,110).

7.2. En cas d’antécédent de TIH

Lorsqu’une anticoagulation prophylactique ou curative est nécessaire chez un
patient ayant un antécédent de TIH, 'ASH recommande de prescrire en
premiére intention un anticoagulant non héparinique (110). Le GIHP/GFHT
recommande plus précisément d’utiliser en premiére intention, de par leur
facilité d’emploi, un anticoagulant oral (AVK ou AOD) ou le fondaparinux et en
deuxiéme intention un anticoagulant injectable non héparinique tel que la
danaparoide, I'argatroban ou la bivalirudine (6).

Dans certaines situations particulieres telles que la chirurgie cardiaque avec
CEC, I'héparine est I'anticoagulant idéal. Dans ce cas, si un test de type
ELISA a objectivé I'absence d’anticorps anti-PF4/héparine, I'administration
d’héparine est possible sur une courte durée (6), durant I'opération
uniguement et préférer une anticoagulation non hépariniqgue en pré et post-

opératoire (109).

77



Tableau 13 : Synthese des recommandations de 'ASH et du GIHP/GFHT
concernant le traitement de la TIH ou d’un événement thromboembolique en
cas d’antécédents de TIH en fonction du contexte clinique

TIH aigle
ASH GIHP/GFHT
Insuffisance Argatroban a éviter Danaparoide
hépatique sévere ou a utiliser a Fondaparinux
posologies inférieures Bivalirudine
Insuffisance rénale Argatroban
severe
Patient stable sans Fondaparinux Fondaparinux
risque hémorragique AOD Rivaroxaban
Patient peu stable
avec risque
hémorragique et Argatroban Argatroban
possibilité Bivalirudine Bivalirudine
d’intervention en
urgence
Antécédents de TIH
AVK
1°¢ intention Danaparoide AOD
Fondaparinux Fondaparinux
AOD Argatroban
2¢me intention AVK Danaparoide
Bivalirudine
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Partie 2 : Etude rétrospective des
modalités diagnostiques et thérapeutiques
dans le cadre d’une suspicion de TIH ou de

TIH confirmeée
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1. Introduction/Objectifs

Le diagnostic biologique de la TIH repose actuellement au laboratoire d’hémostase
sur la réalisation de trois tests biologiques (test rapide ID-PaGIA® par
immunofiltration, test ELISA Asserachrom® HPIA 1gG spécifique et un test

d’agrégation plaquettaire en présence d’héparine).

L’objectif de notre étude est de décrire les principales données clinico-biologiques,
de la population de patients du CHUGA chez qui une TIH a été suspectée ou
confirmée et, de décrire leur prise en charge diagnostique et thérapeutique. Cette

étude a pour objectif d’apprécier les pratiques médicales courantes.

2. Matériel et Méthode

2.1. Population de patients

Cette étude est observationnelle, rétrospective et descriptive. Elle a été réalisée sur
une période de 34 mois entre le 01/01/2017 et le 30/10/2019. Sur cette période, 569

demandes d’exploration de la TIH ont été adressées au laboratoire du CHUGA.
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£69 demandes de test
APF4

|

447 demandes
provenant du CHU

Exclusion des
demandes extérieures
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|

438 dermandes prescrites
lors de la phase aigué de
la suspicion de TIH

Exclusion des
demandes non realises
a la phase aigué
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patients non traités par
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N=9

|

Inclusion de 418
demandes

Figure 14 :

Sur ces 569 demandes, 151 demandes ont été exclues de I'étude pour les raisons

suivantes (Figure

- 122 demandes provenant de laboratoires ou d’établissements extérieurs au
CHUGA en raison de I'absence d’informations clinico-biologiques ou de la
difficulté a recueillir ces informations. De plus, certains laboratoires extérieurs
n’envoient au CHU qu’une partie des tests nécessaires au diagnostic.

- 6 demandes pour des patients non traités dernierement par héparine mais

chez qui un traitement par danaparoide ou fondaparinux était en cours.

Exclusion des
demandes redondantes
N=18

Flow-chart de la population étudiée

14):




- 3 demandes pour des patients avec antécédents de TIH afin d’objectiver la
disparition des anticorps anti-PF4/héparine.

- 18 demandes redondantes : la prescription redondante suit ou précede de peu
une autre prescription (<7 jours), les résultats des tests diagnostiques sont

identiques ou non réalisés.

Au total, sur les 569 demandes adressées au laboratoire, seulement 418 demandes
ont été incluses dans I'étude ce qui correspond a 395 patients car certains patients

ont été suspectés plusieurs fois.

2.2. Diagnostic de la TIH de type 2 au laboratoire (Figure 13)

Lors d’'une suspicion de TIH de type 2, le premier test réalisé est la recherche d’'un
anticorps anti-PF4/héparine par méthode rapide par immunofiltration (ID-PaGIA®
(Biorad)). En cas de positivité du test ou si le score 4T est élevé, les anticorps anti-
PF4/héparine sont contrélés par méthode ELISA (kit Asserachrom® HPIA IgG
(Stago)). Le test ELISA est réalisé au laboratoire tous les 3-4 jours et est considéré
positif lorsque la DO est supérieure a 0.2 (cette valeur varie d’'un lot a l'autre et est
redéterminée a chaque série d’ELISA mais est généralement comprise entre 0.18 et
0.22). En cas de positivité du test ELISA, un TAPH est réalisé. Pour le TAPH, le PPP
du patient est testé avec le PRP de quatre témoins différents (donneurs sains de
'EFS) dans chaque série. Le résultat du TAPH est considéré positif en cas de
positivité avec le PRP d’un seul témoin sur les 4 testés. Le diagnostic de TIH de type

2 est considéré comme confirmé en cas de positivité du TAPH.
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3. Résultats

Dans une premiére partie, je présenterai les résultats de 'ensemble de la population
suspecte de TIH. Dans une seconde partie seront présentés les résultats des
patients avec un TAPH positif correspondant & un diagnostic de TIH confirmé au

CHUGA.

3.1. Population suspectée de TIH
3.1.1. Données démographiques

L’étude comprenait 254 hommes (60.8%) et 164 femmes (39.2%). La moyenne d’age

était de 68 *+ 15 ans.

3.1.2. Services prescripteurs

Les prescriptions provenaient principalement des services de réanimation médicale
(18.4%), cardiaque (8.4%) et post chirurgicale (8.1%), de néphrologie (6.7%), de

chirurgie cardiaque (6.2%) et de cardiologie (5.5%) (Figure 15).
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Réanimation médicale 77
Réanimation cardiaque 35
Réanimation post chirurgicale 34
Néphrologie* 28
Chirurgie cardiaque 26
Cardiologie 23
Gériatrie
Neurologie Vasculaire
Surveillance continue médicale
Médecine infectieuse
Orthopédie
Neurologie
Réeducation cardiaque
Hépato-gastro
Pneumologie
Oncologie
Médecine interne
Médecine vasculaire
Hématologie
Chirurgie digestive
Urgences
Surveillance continue chirurgicale
Endocrinologie
Chirurgie urologique
Consultations anesthesie
Rhumatologie
Dermatologie
Chirurgie vasculaire
Surveillance continue pédiatrique
Soins palliatifs
Réanimation neuro-chirurgicale
Pédiatrie
Ophtalmologie
Médecine légale
Chirurgie ORL
Chirurgie maxillo-faciale

[y
~

16

ey
[¢)]

15

=
S

13

[y
N

12

o
Iy

00 0

o

-P-h-h-hm

PRRRERRERE

o

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Nombre de prescriptions
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Figure 15 : Nombre de prescriptions par service pour le diagnostic de la TIH

3.1.3. Morbidité principale des patients suspects de TIH

Concernant la morbidité principale des patients suspects de TIH (Figure 16): 21%
d’entre eux avaient une pathologie infectieuse, 16% étaient atteints de cancer, 10%
étaient hospitalisés pour remplacement de valve, 10% avaient une pathologie
cardiaque, 9% une pathologie vasculaire, 9% une pathologie hépatique et environ
7% une pathologie rénale. Concernant les autres morbidités présentées sur le
graphique ci-dessous, elles concernent chacune moins de 3% de la population

étudiée.
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Pathologie INfeCLie LIS e 1 37
Pathologie cancéreuse T (6
Remplacement de valve 43
Pathologie cardiaque T 43

Pathologie vasculaire m——————— 38
Pathologie hépatique T 37
Pathologie rénale ————————— )8
Pathologie respiratoire m———— 12
Polytraumatisme — m— 1]
Pathologie neurologique me—— o
Chirurgie orthopédique m——— g
Pathologie digestive 7
Multi-pathologie e 7
Bilan de chute s g
Non renseigné mmm 4
Defaillance multi-viscérale mm 3
Diabete mm 3
Maladie auto-immune == 2
Pathologie hématologique == 2
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Nombre de patients

Figure 16 : Morbidité principale des patients suspects de TIH

3.1.4. Caractéristiques des traitements hépariniques (type,
indication et durée)
Concernant le type d’héparine (Figure 17), il s’agit de la derniére héparine recue au
cours de I'hospitalisation en cours. Pour les patients ayant regu successivement de
I'HNF et de 'HBPM, les deux traitements ont été rapportés. La proportion de patients
de I'’étude ayant recu de 'HBPM (37%) est similaire a la proportion de patients ayant

recu de 'HNF (39%) et 20% ont recu les deux types d’héparine.
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Figure 17 : Type d'héparine recue au cours de I'hospitalisation en cours chez

les patients suspects de TIH

La majorité des patients ont recu un traitement héparinique dans un contexte de

prophylaxie médicale ou de traitement curatif de maladie thromboembolique

veineuse (Figure 18).

Prophylaxie contexte médical NN 126

Curatif maladie thromboembolique veineuse (MTEV) I 118*

Prophylaxie contexte post-opératoire NN 72*
Trouble du rythme cardiaque NI 52+
Hémodialyse N 25*
Coronaropathie/pathologie vasculaire ischémique I 20*
Non renseigné [ 19

0 20 40 60 80 100 120
Nombre de patients

*Certains de ces patients ont des indications de traitement multiples

Figure 18 : Indication(s) principale(s) du traitement par héparine

140
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La durée du traitement par héparine avant suspicion a été déterminée en considérant
le premier jour du traitement par héparine comme le jour zéro et le jour de la
prescription du test APF4 comme le jour de suspicion. Pour 38% des patients, la
durée de traitement avant la suspicion était comprise entre 5 et 14 jours, 30% ont été
suspectés au bout de 1 a 4 jours de traitement et 25% au minimum 15 jours aprés

l'initiation de I'héparinothérapie (Figure 19).

45%

40% 38%
35%
0 30%
30%
25%
20% 18%
15%
10% 7% 6%
0,
I =
0% —
<24 h la4djours 5al4jours 15a30jours > 30 jours non

renseignée

Figure 19 : Durées du traitement par héparine avant suspicion

3.1.5. Numération plaquettaire

Le taux de diminution de la numération plaquettaire a été redéterminé pour tous les
bilans y compris pour ceux ou le score 4T n’était pas renseigné. Ce taux est calculé a
partir de la valeur initiale de la numération plaquettaire et du nadir. La valeur initiale
correspond soit a la valeur mesurée avant le début du traitement par héparine soit au
pic qui précéde la chute de la numération plaquettaire. La numération plaquettaire
initiale moyenne était de 198 + 117 G/L avec une valeur minimale a 8 G/L et une
valeur maximale a 807 G/L. La numération plaguettaire moyenne au nadir était de 66

+ 40 G/L avec une valeur minimale & 0 G/L et une valeur maximale a 260 G/L.
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La numération plaquettaire des deux tiers (63%) des patients avait chuté d’au moins

50% (Figure 20).

0
70% 63%

60%
50%
40%
30%

19%
20%

11%

10% . 6%
1%
0% il I
< 30% 30 -50 % >50%  Augmentation Non
renseignée

Figure 20 : Taux de diminution de la numération plaquettaire

3.1.6. Score 4T

Le score 4T n’était pas renseigné chez environ un patient sur six. Parmi les patients
dont le score 4T était renseigné, 88% des patients avaient un score intermédiaire ou

élevé (Figure 21).

mScore 0-3 m®Score 4-5 ®Score 6-8 ®Données manquantes

Figure 21 : Score 4T chez les patients suspects de TIH

88



L’analyse en détails des différents items du score 4T montre que la majorité des
patients avaient un score a 2 pour les items thrombopénie et timing. Dans 61% des
cas, il n'y avait ni suspicion de thrombose ni thrombose documentée apparue sous

héparinothérapie (Figure 22).
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61%
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Thrombopénie Timing Thromboses Autres causes de

thrombopénie

mScore=0 Score=1 Score =2 Données manquantes

Figure 22 : Scores renseignés pour chacun des items du score 4T

3.1.7. Résultats des tests immunologiques

Selon le schéma diagnostique utilisé au laboratoire, le test rapide (ID-PaGIA®

(Biorad)) est réalisé en premiéere intention.

Le test rapide, réalisé chez tous les patients suspects de TIH était négatif pour 58%

des patients, positif pour 25% et douteux pour 17% (Figure 23).
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m Positif mNégatif = Douteux

Figure 23 : Résultats du test rapide ID-PaGIA® Biorad

Lorsque le test rapide était positif ou douteux ou que le score 4T était élevé, un test
ELISA était réalisé : les deux tiers des tests rapides (64%) ont un résultat négatif en

ELISA (DO < 0.2) et 13% un résultat faiblement positif (DO 0.2 — 0.5) (Figure 24).

mDO<0,2 ®=D0O0,2-05 =DOO05-1 =DO1-2 m=DO>2

Figure 24 : Densité optique de I'ELISA APF4 IgG parmi
les ID-PaGIA® Biorad douteux ou positifs et les scores
4T élevés

Seulement 31% des patients avec un résultat de test rapide positif ont une DO

supérieure a 1 (Figure 25).
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uDO<0,2 ®mDO02-05 =mDOO05-1 mDO1-2 mDO>2
Figure 25 : Densité optique ELISA APF4 IgG parmi les ID-PaGIA® Biorad

positifs

Quatre-vingt-huit pourcents des patients avec un résultat de test rapide douteux ont
un test ELISA négatif (DO < 0.2) (Figure 26).

1% 1%

EDO<02 ®=DOO02-05 =©DO05-1 ®mDO1-2 ®=DO>2

Figure 26 : Densité optique ELISA APF4 1gG parmi les ID-PaGIA® Biorad
douteux

61% des patients avec un score 4T élevé avaient un test ELISA APF4 IgG négatif et

33% avaient une DO > 1 (Figure 27).
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EDO<0,2 ®DOO0,2-05 =DOO05-1 mDO1-2 mDO>2

Figure 27 : Densité optique ELISA APF4 IgG parmi les scores 4T élevés

A noter qu’aucun des patients avec un score 4T élevé et un test rapide négatif
n’avait de test ELISA positif (Figure 28).

mDO<0,2 =D0OO0,2-05 =mDO05-1 ®mDO1-2 m=mDO>2

Figure 28 : Densité optique ELISA APF4 IgG parmi les ID-PaGIA® Biorad
négatifs avec un score 4T élevé

3.1.8. Résultats du test fonctionnel (TAPH)

Le résultat du TAPH était positif pour 38% des patients dont le test ELISA APF4 IgG

était positif (Figure 29).
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4%

6%

u TAPH négatif m TAPH positif avec 1 témoin

m TAPH positif avec 2 témoins m TAPH positif avec 3 ou 4 témoins
Figure 29 : Résultats du TAPH parmi les ELISA positifs chez les patients
suspects de TIH

Plus la valeur de la DO augmente, plus la probabilité d’avoir un TAPH positif est
élevé. Lorsque la DO était supérieure a 2, 95% des patients avaient un TAPH positif

(Figure 30).

120%

100%
80%
60%
40%
20%

0%

DO<1 DO>0,2 DOO0,2-05 DO05-1 DO>0,5 DO>1 DO >2

m TAPH positifs m TAPH négatifs

Figure 30 : Résultats du TAPH en fonction du résultat de I'ELISA
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3.1.9. Données thérapeutiques

3.1.9.1. Traitement au jour de prescription du test

Le jour de la prescription du test APF4, c’est-a-dire le jour de la suspicion de TIH,
pour les deux tiers des patients le traitement par héparine était poursuivi (48%) ou
arrété sans instauration d’un traitement relai (20%). Un traitement par danaparoide,
argatroban, fondaparinux, AVK ou AOD était mis en place chez 27% des patients

suspects (Figure 31).

Il faut noter que pour 9 des patients pour qui I'héparine avait été poursuivie ou
arrétée sans relai, un traitement alternatif par danaparoide (4 patients), argatroban (2
patients) ou fondaparinux (3 patients) a été mis en place le jour du rendu de 'ELISA
ou quelques jours aprés. Un patient pour qui I'héparine avait été poursuivie jusqu’a 6
jours apres le rendu d’un résultat positif de TAPH a recu 6 jours plus tard un
traitement alternatif par danaparoide. En raison de ce relai tardif, il a été exclu de
'analyse de données thérapeutiques.

60%

50% 48%

40%

30%
20%

20%
12%
7.5%
10% ’ 4% 5%
B o o o o o
0%

Poursuite Arrét Relai par Relai par Non Relai par AVK Décés AOD
héparine héparine danaparoide fondaparinux renseigné Argatroban
sans relai

Figure 31 : Traitement au jour de prescription du test chez les patients
suspects de TIH
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3.1.9.2. Traitement par danaparoide

Cinquante-cing patients (13%) étaient traités par danaparoide selon un schéma
curatif (56%), un schéma prophylactique (42%) ou hors schéma thérapeutique avec
1250 Ul 1x/jour (2%) (Figure 32).

La durée moyenne du traitement était de 6 = 5 jours. Le suivi biologique du
traitement par danaparoide par la mesure d’'une activité anti-Xa a été réalisé au

moins une fois au cours du traitement pour 47% des patients.

2%

m Hors schéma thérapeutique ®m Schéma curatif m Schéma prophylactique

Figure 32 : Schéma posologique du danaparoide a l'initiation du traitement

Le danaparoide est déconseillé pour les patients atteints d’insuffisance rénale sauf
s’il n‘existe pas d’autre alternative thérapeutique. Parmi les patients ayant recu du
danaparoide, 9 patients avaient une insuffisance rénale sévére dont 4 une
insuffisance rénale terminale (Figure 33). Deux patients sur les 9 atteints

d’insuffisance rénale avaient également une insuffisance hépatique.
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4%

u Non renseignée u Cl cr <15 mL/min uClcr 15 - 30 mL/min
u Cl cr 30 - 60 mL/min u Clcr > 60 mL/min

Figure 33 : Fonction rénale des patients suspects de TIH traités par
danaparoide

3.1.9.3. Traitement par argatroban

Vingt-et-un patients (5%) ont été traités par argatroban. Lors de [linitiation du

traitement, environ la moitié des patients ont recu l'argatroban a une posologie

inférieure ou égale a 0.5 pg/kg/min (Figure 34).

La durée moyenne du traitement était de 8 £ 7 jours et tous les patients ont eu un
suivi biologiqgue au moins une fois au cours du traitement. Le suivi biologique
consistait en une mesure du TCA (81%) ou en une mesure du TCA associée a un

dosage de I'argatroban (19%).

=0 - 0,5 pg/kg/min ®0,5 - 1 pg/kg/min =1 - 2 pg/kg/min ®> 2 pg/kg/min

Figure 34 : Posologie de I'argatroban a l'initiation du traitement
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L’argatroban est contre-indiqué chez les patients atteints d’insuffisance hépatique
sévere et son utilisation est a privilégier par rapport au danaparoide en cas de TIH

aigue dans un contexte d’insuffisance rénale sévéere.

Parmi les patients traités par argatroban, 19% avaient une insuffisance hépatique
(sur les quatre patients, un avait une insuffisance rénale sévere et un autre une
insuffisance rénale modérée) et seulement 19% avaient une insuffisance rénale
sévere (Figures 35 et 36). La sévérité de linsuffisance hépatique est difficile a
déterminer mais semble étre dans la plupart des cas légere a modérée. Pour tous les

patients présentant une insuffisance hépatique, le TP était supérieur a 50%.

m Insuffisance hépatique mPas d'insuffisance hépatique

Figure 35 : Fonction hépatique des patients suspects de TIH traités par argatroban

EClcr15-30 ®EClcr30-60 m=Clcr>60

Figure 36 : Fonction rénale des patients suspects de TIH traités par argatroban
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3.1.9.4. Traitement par fondaparinux

Trente-quatre patients (8%) étaient traités par fondaparinux, les posologies
majoritairement administrées étaient de 2.5 mg/jour (53%) et de 7.5 mg/jour (32%)
(Figure 37). La durée moyenne du traitement était de 11 + 11 jours. Seulement 15%
des patients ont eu un suivi biologique au cours de leur traitement par la mesure

d’une activité anti-Xa.

3% 6%

6%

®uNon renseignée ®2,5 mg/jour =5 mg/jour ®7,5 mg/jour =10 mg/ jour

Figure 37 : Posologies du fondaparinux a l'initiation du traitement

3.2. Patients avec une TIH confirmée (TAPH positif) (Tableau 14 et 15)
3.2.1. Données démographiques

Le diagnostic de TIH a été confirmé par un TAPH positif pour 27 patients : 20
patients étaient des hommes et 7 des femmes. L’age moyen des patients était de 69

+ 16 ans.

3.2.2. Services prescripteurs

Les deux tiers des patients (18/27 patients) étaient hospitalisés dans les services de
chirurgie cardiaque, réanimation cardiaque, réanimation médicale ou orthopédie au

moment de la suspicion (Figure 38).
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Chirurgie cardiaque e EE——————————————————— 5
Réanimation cardiaque m—————— 5
Réanimation médicale m————e— 4
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Figure 38 : Nombre de prescriptions par service pour les patients TAPH
positifs

3.2.3. Morbidité principale des patients atteints de TIH

Concernant la morbidité principale des patients atteints de TIH : 8 patients étaient
hospitalisés pour un remplacement de valve, 4 avaient une pathologie infectieuse, 3
une pathologie cancéreuse, 3 patients étaient hospitalisés pour une chirurgie
orthopédique et 3 avaient une pathologie cardiaque. Deux patients étaient
hospitalisés pour un polytraumatisme, 2 avaient une pathologie vasculaire, 1 une

pathologie rénale et 1 une pathologie respiratoire (Figure 39).

Remplacement valve B S
Pathologie infectieuse ITEEEEEEE—————— 4
Pathologie cancéreuse ET—————— 3
Chirurgie orthopédique m————————— 3
Pathologie cardiaqgue EE—————— 3
Polytraumatisme m— 2
Pathologie vasculaire m——— 2
Pathologie rénale w1
Pathologie respiratoire = 1

0 2 4 6 8 10

Figure 39 : Morbidité principale des patients TAPH positifs
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3.2.4. Caractéristiques des traitements hépariniques (type,
indication et durée)

La proportion de patients ayant recu de 'HNF (44%) est similaire a la proportion de
patients ayant recu de 'HNF et de 'HBPM (41%). En revanche, seulement 15% des

patients avaient recu uniguement de 'HBPM (Figure 40).

50%
45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

44%

41%

15%

HBPM HNF HNF et HBPM

Figure 40 : Type d'héparine recue au cours de I'hospitalisation en cours chez
les patients TAPH positifs

La majorité des patients ont recu un traitement héparinique dans un contexte de

prophylaxie post-opératoire (Figure 41).

Prophylaxie contexte post-opératoire I 10
Trouble du rythme cardiaque I 6
Prophylaxie contexte médical III——————— 5
Curatif maladie thromboembolique veineuse (MTEV) N 4
Coronaropathie/pathologie vasculaire ischémique I 2*
Hémodialyse ml 1

0 2 4 6 8 10 12

*Certains de ces patients ont des indications de traitement multiples

Figure 41 : Indication(s) principale(s) du traitement par héparine chez les
patients TAPH positifs
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La durée moyenne de traitement avant la suspicion était de 11 + 5 jours, pour 89%
des patients comprise entre 5 et 14 jours et 11% ont été suspectés apres 15 jours de

traitement (Figure 42).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

89%

11%

5 a 14 jours 15 & 30 jours

Figure 42 : Durée du traitement par héparine avant suspicion chez les
patients TAPH positifs

3.2.5. Numération plaquettaire

La numération plaquettaire initiale moyenne était de 249 + 128 G/L avec une valeur
minimale a 92 G/L et une valeur maximale a 682 G/L. La numération plaquettaire
moyenne au nadir était de 59 + 28 G/L avec une valeur minimale & 13 G/L et une
valeur maximale a 121 G/L.

Quatre-ving-neuf pourcents des patients avaient une diminution de leur numération

plaguettaire supérieure a 50% (Figure 43).
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100%
90%
80%
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50%
40%
30%
20%
10% % 4%

0% . —

30 -50 % >50 % Non renseignée

89%

Figure 43 : Taux de diminution de la numération plaquettaire chez les
patients TAPH positifs

3.2.6. Score 4T

Tous les patients TAPH positifs avaient un score 4T intermédiaire ou €levé avec une

majorité de scores élevés (15/27 patients) (Figure 44).

56%

m Score 4-5 ®Score 6-8

Figure 44 : Résultat du score 4T chez les patients TAPH positifs

L’analyse en détails des différents items du score 4T (Figure 45) montre que la
majorité des patients avaient un score a 2 pour les items thrombopénie et timing.
Trente pour cent des patients avec une TIH confirmé avaient une thrombose

survenue sous héparine documentée lors de la prescrition des anticorps anti-PF4.
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78% 81%

63%

30%

0
19% 15%

4% 4% %

Thrombopénie Timing Thromboses

mScore0 mScorel = Score?2

52%

37%

11%

Autre causes de
thrombopénie

Figure 45 : Score 4T chez les patients TAPH positifs

3.2.7. Résultats des tests immunologiques

Tous les patients avec un TAPH positif avaient un résultat de test rapide ID-PaGIA®

Biorad positif.

Parmi les patients avec un dignostic de TIH confirmé, tous avaient logiguement un

test ELISA positif puisque le TAPH n’est réalisé qu’en cas de test ELISA positif au

laboratoire. La DO moyenne était de 2.117 + 0.547. Quatre-ving-douze pourcents

d’entre eux avaient une DO supérieure a 1 et 69% une DO supérieure a 2 (Figure

46).

mpDO<0,2 ®mDOO0,2-05 =mDOO05-1 ®mDO1-2

mDO>2

Figure 46 : Densité optique ELISA APF4 IgG chez les patients TAPH positifs
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3.2.8. Données thérapeutiques
3.2.8.1. Traitement au jour de prescription du test

Le jour de la prescription du test, I'héparine était remplacée par un traitement
alternatif pour 22 patients sur les 27 chez qui le diagnostic de TIH a été confirmé par
la suite par un test TAPH positif. Le traitement anticoagulant alternatif consistait en
un traitement par danaparoide (33%), argatroban (26%), fondaparinux (18,5%) ou
par AVK (4%) (Figure 47). Trois patients sur les 5 pour qui I'héparine avait été
maintenue le jour de la prescription du test APF4 ont débuté un traitement alternatif
dans les 24h suivant le rendu de 'ELISA (un patient a été traité par danaparoide, un
par argatroban et un par fondaparinux). Pour un patient, I'héparine a été poursuivi
jusqu’a I'obtention du résultat du TAPH avec un relai par danaparoide instauré que 6

jours plus tard. En raison de ce relai tardif il a été exclu de I'analyse de données.

Concernant le dernier patient chez qui le traitement par héparine a été maintenu, la
thrombopénie était antérieure de plusieurs jours a la suspicion et s’est corrigée
spontanément malgré la poursuite de I’héparine. L’héparine a été poursuivie pendant
9 jours aprés la suspicion sans récidive de thrombopénie. Le test ELISA était tres
positif avec une DO a 1.93. Il ne s’agissait donc pas d’'une TIH (faux positif du test

TAPH) (Figure 48).
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35% 33%

30%
26%
25%
20% 18,5% 18,5%
15%
10%
5% 4%
oo ]

Relai par Relai par Relai par Poursuite  Relai par AVK
danaparoide  Argatroban  fondaparinux héparine

Figure 47 : Traitement au jour de la prescription du test APF4 chez les
patients TAPH positifs

45%

40,5%*
40%
35%
29,5%
30%
25% 22%
20%
15%
10%
50 4% 4%
0% - -
Relai par Relai par Relai par Poursuite  Relai par AVK

danaparoide  Argatroban  fondaparinux héparine

*Dont un patient exclu de I'analyse de données en raison d’'une poursuite de I'héparine et d’'un
relai tardif par danaparoide (6 jours apres le rendu du TAPH)

Figure 48 : Traitement alternatif initié le jour de prescription du test ou les jours
suivants chez les patients TAPH positifs

Le traitement alternatif a été mis en place au maximum dans les 24 heures suivant le
rendu du résultat du test rapide positif pour 73% des patients avec un TAPH

positif (Figure 49).
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40%
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250 23%
20% 1559 15,5%
15%
10%
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AVANT AVANT APRES Test APRES Test APRES Test
Prescription ~ Résultat test rapide positif ~rapide positif rapide positif
test APF4 rapide (Délai < 24h) (Délai 24 - 48h) (Délai > 48h)

Figure 49 : Délai entre la prescription du test APF4 et la mise en place du
traitement alternatif chez les patients TAPH positifs

3.2.8.2. Traitement par danaparoide

Dix patients sur 27 (37%) présentant une TIH confirmée ont été traités par
danaparoide. A linitiation du traitement, le traitement était administré selon un
schéma curatif (70%) ou un schéma prophylactique (30%). Il 'y a pas eu de
modification de schéma thérapeutique entre l'initiation et I'arrét du traitement (Figure

50).

La durée moyenne du traitement était de 9 + 7 jours. Le suivi biologique de I'activité
anti-Xa (Orgaran) a été réalisé au moins une fois au cours du traitement pour 70%

des patients.

A Tissu du traitement par danaparoide, 3 patients ont recu du fondaparinux, 3
patients des AVK, 2 des AOD, 1 n’a pas eu de traitement relai et I'information était

manquante pour le 10é™Me patient.
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m Schéma curatif ~ ® Schéma prophylactique

Figure 50 : Schéma thérapeutique du danaparoide a linitiation du
traitement pour les patients TAPH positifs (n=10)

Parmi les patients ayant recu du danaparoide, 30% avaient une insuffisance rénale

sévere dont 10% une insuffisance rénale terminale (Figure 51).

m Non renseignée mClcr<15 mClcr15-30 mClcr30-60 mClcr>60

Figure 51 : Fonction rénale des patients TAPH positifs traités par danaparoide

3.2.8.3. Traitement par argatroban

Huit patients (14%) étaient traités par argatroban. Lors de [l'initiation du traitement, la
posologie administrée était inférieure ou égale a 1 pg/kg/min pour la moitié des

patients (51%), un quart des patients ont recu de l'argatroban a une posologie
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comprise entre 1 et 2 pg/kg/min et un quart & une posologie supérieure a 2 pg/kg/min

(Figure 52).

A l'initiation, la moyenne des posologies de I'argatroban était de 1.3 + 0,8 ug/kg/min
avec une valeur maximale de 2.3 ug/kg/min et une valeur minimale de 0.48
ug/kg/min. Certaines adaptations de posologies ont été réalisées en cours de
traitement. A I'arrét du traitement, la moyenne était de 1.0 + 0,9 pg/kg/min avec une

valeur maximale de 2.3 pg/kg/min et une valeur minimale de 0.1 pg/kg/min.

La durée moyenne du traitement était de 11 + 6 jours et tous les patients ont eu un
suivi biologiqgue au moins une fois au cours du traitement. Le suivi biologique a
consisté en une mesure du TCA (7 patients). Un seul patient a bénéficié d’'un dosage

d’argatroban en plus de la mesure du TCA.

A l'arrét du traitement par argatroban, 3 patients ont regu du fondaparinux, 3 autres

des AVK, 1 des AOD et 1 est décédé.

m0 - 0,5 pg/kg/min ®0,5 - 1 pg/kg/min =1 - 2 pg/kg/min ®> 2 pug/kg/min

Figure 52 : Posologies de l'argatroban a l'initiation du traitement pour les
patients TAPH positifs (n=8)
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Parmi les patients traités par argatroban, 25% avaient une insuffisance hépatique
(Figure 53) et seulement 13% avaient une insuffisance rénale sévere (Figure 54).
Les 2 patients présentant une insuffisance hépatique avaient cependant un TP

supérieur a 50 % (Figure 53).

m Insuffisance hépatique m Pas d'insuffisance hépatique

Figure 53 : Fonction hépatique des patients TAPH positifs traités par
argatroban

-

mClcr15-30 ®=Clcr30-60 Clcr>60

Figure 54 : Fonction rénale des patients TAPH positifs traités par argatroban

3.2.8.4. Traitement par fondaparinux

Six patients étaient traités par fondaparinux : 1 patient avait recu 7.5 mg/jour, 2
patients 5 mg/jour et 3 patients 2.5 mg/jour (Figure 55). La durée moyenne du
traitement était de 13 + 10 jours et un seul patient a eu un dosage de I'activité anti-Xa
et du fondaparinux au cours de son traitement. Deux patients sur 6 avaient une

insuffisance rénale légere, les autres patients ne présentaient pas d’atteinte rénale.
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A l'arrét du traitement, la posologie était de 7.5 mg/jour pour 4 patients sur 6, la
posologie ayant été maintenue a 5 mg/jour pour un des patients et a 2.5 mg/jour pour

un autre.

Un événement thromboembolique est survenu chez 4 patients sur les 5 traités par

une dose curative de fondaparinux (5 ou 7.5 mg/jour).

A propos des traitements relais du fondaparinux, 3 patients ont recu des AVK, 1 de

'argatroban, 1 des AOD et 1 n’a pas regu de traitement relai.

= 2,5 mg/jour 5 mg/jour =7,5 mg/jour

Figure 55 : Posologies du fondaparinux a linitiation du traitement pour les
patients TAPH positifs (n=6)

4. Discussion

L’objectif de cette étude est de décrire le profil des patients hospitalisés au CHUGA
chez qui une TIH était suspectée ou confirmée, ainsi que les résultats des tests
diagnostiqgues de la TIH et les traitements anticoagulants utilisés dans cette

population.

Concernant les données démographiques et clinico-biologiques, la prévalence de la
TIH dans notre population suspecte est de 6.5% ce qui est Iégérement supérieur aux

chiffres rapportés dans la littérature (0.2 a 5% (3)). La majorité des patients atteints
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sont des hommes alors que le sex-ratio habituellement rapporté est de 2 femmes
pour 1 homme (8). Un seul patient sur les 27 cas confirmés de TIH a moins de 40
ans. La majorité des patients sont hospitalisés dans des services de chirurgie ou de
réanimation. Ces données sont en accord avec celles de la littérature.

Selon la littérature (4), le risque de TIH est dix fois plus élevé en cas de traitement
par HNF que par HBPM. Dans notre étude, la fréquence de la TIH est trois fois plus
élevée en cas de traitement par HNF seule que par HBPM seule. Ce calcul ne tient
pas compte des patients ayant recu de 'HNF et de 'HBPM en raison de la difficulté

d’apprécier I'implication de I'une des héparines plus que l'autre.

En accord avec la littérature, pour la grande majorité des patients, la TIH apparait au
bout de 5 a 14 jours de traitement par héparine et la numération plaquettaire chute

de plus de 50%.

Concernant I'évaluation de la probabilité clinique de TIH, le score pré-test (Score 4T)
était insuffisamment renseigné avec 15% de données manquantes pour le score total
et 22% de données manquantes pour les différents items du score.

D’apres les résultats obtenus, la VPP d'un score intermédiaire était de 5% et celle
d’'un score élevé de 21%. Cuker et al. rapportent une VPP de 14% pour un score
intermédiaire et de 64% pour un score élevé (46). Les VPP et VPN sont influencées
par la prévalence de la maladie, ce qui pourrait expliquer la difference entre nos
résultats et ceux de Cuker et al. Cependant, nos résultats mettent en évidence que
plus le score 4T est éleve, plus la probabilité de conclure a une TIH est élevée.

En revanche, il n’est pas possible de déterminer la VPN d’un score 4T faible car cette

étude descriptive n’est pas faite pour cela. En effet, selon I'algorithme utilisé au
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CHUGA, un score 4T faible ne donne normalement pas lieu a une prescription de

tests APF4.

Concernant la positivité de 'ELISA, plus elle est élevée plus la probabilité d’avoir un
TAPH positif est élevé. Il est important de préciser que lorsque la DO est inférieure a
1, seulement 6% des TAPH étaient positifs et que lorsque la DO est supérieure a 2,
95% des TAPH sont positifs.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Warkentin et al. (64) qui avaient rapportés
que moins de 5% des tests fonctionnels étaient positifs lorsque la DO de 'ELISA était
inférieure a 1 et que plus de 90% des tests fonctionnels étaient positifs lorsque la DO

de 'ELISA était supérieure a 2.

Concernant les traitements alternatifs, compte-tenu de I'utilisation de tests rapides au
CHUGA, l'arrét de I'héparine au profit d’'un traitement alternatif n'est pas toujours
immédiat ce qui explique, au moins en parti, que le jour de la prescription du test

APF4 beaucoup de patients ont toujours de I'héparine.

Le danaparoide est classiguement déconseillé en cas d’insuffisance rénale sévere,
or 9 patients sur 55 traités par cette molécule présentaient une insuffisance rénale
sévere. Le GIHP/GFHT (6) recommande I'utilisation d’argatroban dans ce cas-la. Sur
les 9 patients insuffisants rénaux, 1 avait une insuffisance hépatique associéee, 1
avait été transplanté hépatique, ce qui a pu faire privilégier ce traitement malgré
l'insuffisance rénale. Les 7 autres patients ne présentaient pas d’atteinte hépatique

associée.
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Trente pour cent des patients avec un TAPH positif ont recu du danaparoide selon
un schéma prophylactiqgue conformément a ce qui est indiqué dans le RCP du VIDAL
bien que plusieurs recommandations (British Guidelines 2012, ASH 2018 et
GIHP/GFHT 2019) proposent dans ce cas un schéma thérapeutique curatif en phase
aigue de TIH.

Concernant I'argatroban, 4 patients ont regu de I'argatroban alors qu’ils présentaient
une insuffisance hépatique légére a modérée, un seul d’entre eux présentait une
insuffisance rénale sévére, un autre une insuffisance rénale modérée, les deux
derniers n’étant pas atteints d’insuffisance rénale. Les recommandations de I'ASH
(110) et du GIHP/GFHT (6) different un peu sur l'utilisation de I'argatroban en cas
d’insuffisance hépatique sévére, 'ASH recommandant d’éviter d’utiliser I'argatroban
ou de l'utiliser a doses inférieures et le GIHP/GFHT recommandant dans ce cas
l'utilisation du danaparoide ou du fondaparinux.

L’ASH (110) place l'argatroban en premiére intention a la phase aigué des patients
instables quelle que soit la fonction rénale et le GIHP/GFHT (6) recommande
'argatroban en cas d’insuffisance rénale sévére en alternative au danaparoide. La
plupart des patients de notre étude (17 sur 21) traités par argatroban ne présentaient
pas d’insuffisance rénale sévére. Pour ces patients, essentiellement hospitalisés
dans des services de chirurgie et réanimation, la demi-vie plus courte de I'argatroban
(52 + 16 min) par rapport au danaparoide (25h pour I'activité Xa et 7h pour I'activité
[la) pourrait avoir motivé ce choix en permettant une plus grande maniabilité en
période post-opératoire du fait de la réversion rapide de l'effet anticoagulant a I'arrét
du pousse-seringue électrique.

Les 21 patients traités par argatroban ont eu un suivi biologique du traitement par

mesure du TCA conformément aux RCP du VIDAL.
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Seulement 4 patients se sont vu prescrire au moins un dosage d’argatroban bien que

ce dosage semble plus fiable que le TCA (120).

Il est important de noter que 34 patients (28% des patients traités) ont été traités par
fondaparinux malgré I'absence d’AMM mais conformément aux recommandations de
plusieurs sociétés savantes. En revanche, aucun patient n’a été traité par AOD. Leur
utilisation n'a été proposée que récemment par quelques sociétés savantes (ASH,

GIHP/GFHT).

En raison du recueil rétrospectif des informations, notre étude présente quelques
limites. Premiérement, il y a des données manquantes notamment pour le score 4T
et les informations cliniques (scoring de certains items du score 4T). Deuxiemement,
du fait du recueil rétrospectif et de l'utilisation d’'un logiciel différent par les services
de réanimation, des biais d’informations peuvent exister. Troisiemement, il est
impossible de calculer les VPN car I'étude n’est pas congue pour cela. En effet,
l'algorithme du CHUGA ne recommande pas la prescription d'un TAPH en cas de

test immunologique ELISA négatif.

5. Conclusion

Au total, cette étude descriptive souligne que la TIH survient le plus souvent en post-
opératoire et sous HNF chez des patients présentant des comorbidités et notamment
une fonction rénale altérée. Elle confirme la forte VPP d’une DO élevée (DO > 1)
d’'un dosage des anticorps anti-PF4/héparine IgG par méthode ELISA.

Cette étude met en évidence la complexité de choix du traitement alternatif selon le

contexte et le profil du patient, la détermination de la posologie ainsi que le
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monitoring biologique. Une prise en charge multidisciplinaire est essentielle pour
garantir une prise en charge optimale des patients.

Le biologiste médical a un réle important dans la mise en place, le choix et le conseil,
'exécution et linterprétation des tests biologiques diagnostiques et des tests

permettant de monitorer les différents traitements de la TIH.
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6. Tableau récapitulatif

Tableau 14 : Caractéristiques des patients présentant un TAPH positif (n = 27)

Parameétres

Nombre de patients (%)

Age moyenne + écart type [min ; max] (ans)

69 + 16 [38 ; 96]

> 40 ans 26 (96%)
Sexe
Homme 20 (74%)
Femme 7 (26%)
Morbidité principale
Remplacement de valve 8 (30%)
Pathologie infectieuse 4 (15%)
Pathologie cancéreuse 3 (11%)
Chirurgie orthopédique 3 (11%)
Pathologie cardiaque 3 (11%)
Polytraumatisme 2 (7%)
Pathologie vasculaire 2 (7%)
Pathologie rénale 1 (4%)
Pathologie respiratoire 1 (4%)
Type d’héparine
HNF 12 (44%)
HBPM 4 (15%)
HNF et HBPM 11 (41%)
Indication principale du traitement (n=29%)
*Un patient a une double indication de traitement
Prophylaxie contexte post-opératoire 10 (36%)
Trouble du rythme cardiaque* 6 (21%)
Prophylaxie contexte médical 5 (18%)
Curatif maladie thromboembolique veineuse 4 (14%)
Coronaropathie/Pathologie vasculaire 2 (7%)
ischémique*
Hémodialyse 1 (4%)
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Durée de I’héparinothérapie moyenne + écart

type [min ; max] (jours)

5—14 jours
15— 30 jours

12 +5[6 ; 29]

24 (89%)
3 (11%)

Numeération plaguettaire moyenne + écart type

[min ; max] (G/L)

Basale (n=25)
Au nadir (n=27)

249 + 128 [92 ; 682]
59 + 28 [13 ; 121]

Taux de diminution de la numération

plaquettaire (n=26)

30-50 % 2 (8%)

> 50 % 24 (92%)
Score 4T

Faible: 0-3 0 (0%)
Intermédiaire : 4 -5 12 (44%)
Elevée : 6 — 8 15 (56%)

Items du score 4T
Thrombopénie

0 1 (4%)

1 5 (19%)
2 21 (78%)

Timing

0 1 (4%)

1 4 (15%)
2 22 (81%)

Thromboses

0 17 (63%)

1 2 (7%)

2 8 (30%)

Autres causes de thrombopénie

0 3 (11%)
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1
2

10 (37%)
14 (52%)

DO ELISA Moyenne + écart type [extrémes]

<0,2
0,2-0,5
05-1
1-2
> 2

2,117 + 0,547 [0,446 ; 2,732]

0 (0%)

1 (4%)

1 (4%)
6 (23%)
18 (69%)

118



Tableau 15 : Caractéristiques des traitements chez les patients avec un TAPH positif

(n=27)

Traitement alternatif

Danaparoide
Argatroban
Fondaparinux
AVK (déja initié le jour de la prescription du test)

Poursuite héparine

11 (40,5%)
8 (29,5%)
6 (22%)
1 (4%)
1 (4%)*patient TAPH+ avec
une DO = 1.93 dont la

numeération plaquettaire s’est

corrigée sous héparine

Danaparoide (n = 10)*

Schéma thérapeutique (Identique début/fin de traitement)
Curatif

Prophylactique

Durée du traitement Moyenne + écart type [min ;

max] (jours)

Monitoring biologique du traitement

(Activité anti-Xa Orgaran)

Insuffisance hépatocellulaire

Clairance de la créatinine* (n = 9)
<15 umol/L
15 — 30 umol/L
30 — 60 umol/L
> 60 umol/L

7 (70%)*dont 2 sans autre
indication curative

3 (30%)

9+7[4;26]

7 (70%)

0 (0%)

1 (10%)
2 (20%)
4 (40%)
2 (20%)

Argatroban (n = 8)

Posologie Moyenne + écart type [min ; max]
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(ng/kg/min)

A linitiation 1.3+£0,8[0.48; 2.3]
A l'arrét 1+£0.9[0.1; 2.3]
Durée du traitement Moyenne + écart type [min ; 11+6[4; 20]
max] (jours)
Monitoring biologique du traitement* Une mesure du 8 (100%)
TCA et de l'argatroban ont été réalisé pour un patient
TCA 8 (100%)
Dosage de I’Argatroban 1 (12.5%)
Insuffisance hépatocellulaire 2 (25%)
Clairance de la créatinine selon la formule de
Cockcroft & Gault
15 — 30 umol/L 1 (13%)
30 — 60 pmol/L 3 (38%)
> 60 umol/L 4 (50%)
Fondaparinux (n=6)
Posologie a linitiation
2.5 mg/jour 3 (50%)
5 mg/jour 2 (33%)
7.5 mg/jour 1(17%)
Posologie a I’arrét
2.5 mg/jour 1 (16,5%)
5 mg/jour 1 (16,5%)
7.5 mg/jour 4 (67%)

Durée du traitement Moyenne + écart type [min ;

max] (jours)

Monitoring biologique (activité anti-Xa)

Clairance de la créatinine selon la formule de

13+10[5; 32]

1 (17%)
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Cockcroft & Gault
30 — 60 umol/L
> 60 umol/L

2 (33%)
4 (67%)

1 le patient traité tardivement n’a pas été inclus dans I'analyse de données
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Partie 3 : Evaluation d’un nouveau kit de
diagnostic fonctionnel : test HIT Confirm®
(Emosis)
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1. Introduction

Le diagnostic biologique de la TIH repose sur la réalisation de tests « spécifiques ».
Le diagnostic biologique s’effectue classiquement en deux étapes :

- Une premiére étape qui consiste a doser les anticorps anti-PF4/héparine par
un test immunologique (test de dépistage rapide et/ou dosage immuno-
enzymatique de type ELISA).

- Une seconde étape qui consiste en un test fonctionnel si les anticorps anti-

PF4/héparine sont positifs.

Nous avons précédemment vu dans la partie 1 qu’il existait trois principaux tests

fonctionnels (SRA, HIPA et TAPH), complexes a réaliser et chronophages.

Récemment, la société Emosis (lllkirch-Graffenstaden, France) a développé le test
HIT Confirm® pour le diagnostic de la thrombopénie induite par I'héparine. |l s’agit
d'un test fonctionnel réalisé en cytométrie en flux. Il est basé sur la mesure de
lactivation de plaquettes de témoins par le plasma du patient en présence
d’héparine. Le niveau d’activation plaquettaire est mesuré en cytométrie de flux
grace a deux marqueurs de surface : un marqueur plaquettaire CD41 et un marqueur

d’activation plaquettaire CD62.

D’aprés Tardy et al. (133), les performances du test HIT Confirm® obtenues par
comparaison au diagnostic fait par un groupe d’experts est comparable a celui du
SRA. Dans I'étude de Tardy et al., la sensibilité et spécificité étaient respectivement

de 83% et 97% pour le test HIT Confirm® et de 88% et 97% pour le SRA.
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2. Objectif

Evaluation du nouveau test fonctionnel HIT Confirm® par cytométrie en flux pour le
diagnostic de la TIH. Comparaison des méthodes HIT Confirm® et TAPH.

Comparaison des résultats HIT Confirm® obtenus avec le PRP de 2 donneurs.

3. Matériel et Méthode :

3.1. Population étudiée

Seize plasmas issus de fond de tubes provenant de patients qui avaient au préalable
bénéficié en routine d'un TAPH, en raison d’'un test ELISA APF4 IgG positif. Le
TAPH avait été réalisé au CHUGA en testant en présence d’héparine le plasma des
patients suspects de TIH systématiguement avec le PRP de 4 donneurs sains (EFS).
Seize plasmas ont été testés avec le kit HIT Confirm® : 9/16 avaient un TAPH positif
et 7/16 un TAPH négatif. Tous avaient précédemment été testés positifs en test
rapide ID-PaGIA® Biorad et en ELISA IgG (DO moyenne = 1.600 = 1.000, min =
0.302, max = 2.51)

Les patients testés par la technique HIT Confirm® avaient un score 4T moyen a 5

(minimum 4 et maximum 7).

3.2. Préparation des échantillons a tester

Les plasmas, conservés a -80°C, ont été décongelés au bain marie a 37°C puis
fillrets a 0.2 pm afin déliminer les contaminants susceptibles d’activer
artéfactuellement les plaquettes et/ou d’interférer directement avec l'analyse en

cytométrie.

A chaque série de patients, le PRP de deux témoins a été testé sauf pour la premiére

série (2 patients) ou un seul PRP a été testé comme recommandé par le fournisseur.
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Dans chaque série au moins un témoin positif a été testé (DO APF4 ELISA IgG > 1.5

et TAPH positif).

Le PRP a été préparé dans le respect des recommandations du fournisseur

(centrifugation a 200g, 5 minutes, entre 20 et 25°C, sans frein).

Une fois les PRP des témoins et les plasmas des patients préts, nous avons préparé

les échantillons a analyser selon les instructions du fournisseur :

- Premierement, préparation du mélange initial (Figure 56) constitué de :
o le PRP du témoin (donneur de sang a 'EFS)
o un anticorps anti-CD41 marqué a la phycoérythrine (PE)
o un anticorps anti-CD62 marqué a la fluorescéine isothiocyanate (FITC)

o le tampon de dilution

- Deuxiémement, préparation des tubes a analyser en cytométrie en flux :
o Pour chaque série, un « contrdle » négatif (tampon) et un « contréle »
positif (TRAP) sont réaliseés :
* Tube « Contrdle négatif » : mélange initial + tampon de dilution
= Tube « Contrdle positif » : mélange initial + tampon de dilution +

TRAP (qui active fortement les plaquettes)

o Chaque plasma de patient est testé en présence d’héparine 0.3 Ul/mL
et 100 Ul/mL (concentrations finales)
= Patient HO.3: mélange initial + plasma patient + héparine 3

Ul/mL

125



= Patient H100 : mélange initial + plasma patient + héparine 1000

Ul/mL

- Troisiemement : les tubes « contrble négatif » et « contréle positif », HO.3 et

H100 sont mis a l'abri de la lumiére pendant 30 minutes puis le tampon de

dilution est ajouté et la lecture au cytomeétre réalisée.
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Figure 56 : Immunomarquage (test HIT Confirm®) (d’apres la notice fournisseur
(134))

4. Analyse et interprétation des résultats

4.1. Analyse

Les tests ont été réalisés sur un cytométre de flux FacsCANTO™ |l (Becton

Dickinson).

Une premiére sélection des cellules est faite en fonction de leur taille (Forward
Scatter, FSC) et de leur structure (Side Scatter, SSC) pour obtenir la population P1

colorée en rouge (Figure 57). Puis I'’émission de fluorescence par le fluorochrome PE
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lié aux anticorps anti-CD41 permet de sélectionner la population plaquettaire CD41

positive (nommeée P2 et colorée en verte sur le graphique (Figure 57)).

1-neg 1-neg
i oy,
.;'_'j. —
o
I:I:lﬁ
||r|'l"|'|'| r|||||'|l T |||||'|'|'|'| |||||'|'|'|'| |||'|'|'|'|'|'|_|'
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Figure 57 : Analyse cytométrique : sélection de la population plaguettaire. En
rouge (P1) : sélection SSC/FSC. En vert (P2) : plaguettes sélectionnées
correspondant a une sous-population CD41+ de P1 (test HIT Confirm®).

Une fois la population plaquettaire sélectionnée, les « contrdles » positifs et négatifs
sont passés. Sur la Figure 64, on observe en ordonnée le nombre d’événements
enregistrés par le cytométre (= nombre de cellules analysées) et en abscisse
l'intensité de fluorescence par le fluorochrome FITC associé a I'anticorps anti-CD62,

marqueur d’activation plaquettaire.

On observe deux populations distinctes (Figure 58) :
- A gauche, la population verte représente les plaquettes inactives. Le signal
FITC est tres faible.
- A droite, la population grise représente les plaquettes activées avec une

emission de fluorescence importante en FITC.
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La zone d’intersection entre les deux courbes permet de définir un seuil au-dessus

duquel se situe la population de plaquettes activees, P3.

- 1-neg
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Figure 58 : Analyse cytométrique : superposition des plaquettes du "contréle"
négatif (en vert) et du "contrdle" positif TRAP (en gris) (test HIT Confirm®)

Les tubes du patient HO.3 et H100 sont ensuite analysés et les pourcentages de
population P3 recueillis. Par exemple, concernant le patient représenté ci-dessous,
pour I'échantillon patient H0.3, P3 est égal a 24.3% et pour I'échantillon patient

H100, P3 est égal a 7.9% (Figure 59). Ces pourcentages permettent ainsi de calculer

le %HEPLA.
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Figure 59 : Histogrammes des tubes HO.3 et H100 (test HIT Confirm®)
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Le signal mesuré avec le tube H100 en présence d’héparine a forte concentration
correspond a une activation non spécifique des plaquettes puisque de fortes

concentrations d’héparine dissocient le complexe héparine/PF4 (69)

4.2. Interprétation

Les résultats s’interprétent en calculant I'index d’activation plaquettaire en présence

%H0.3-%H100

d’héparine (%HEPLA) selon la formule : %HEPLA =
%POS—%NEG

X 100 avec %HO0.3

le pourcentage de plaquettes activées présentes dans le tube patient HO.3, %H100
celui du tube patient H100, %POS celui du « contrdle positif » TRAP et %NEG celui
du « contrdle négatif ».

Le fournisseur recommande que le %NEG se situe dans l'intervalle ]12.9% ; 19.3%] et
gue le %POS soit supérieur a 84.9%. Si ces valeurs ne sont pas atteintes, il

recommande de répéter 'analyse avec un PRP différent.

Le résultat d’'un échantillon est considéré négatif si %6HEPLA < 9.6%, douteux s'il est

compris entre 9.6 et 13% et positif si Yo0HEPLA > 13% (Figure 60).

130 % 0% 96% 130 % S%HEPLA
-13%)] 1-13%:96 %[ [96%;13%] 113%
Aberrant" Megatit Zone grise" Posifif
* Incerfitude

Figure 60 : Seuils d'interprétation du test HIT Confirm (d'aprées les données
fournisseur) (134)
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Selon les recommandations fournisseur, il n’est pas nécessaire de sélectionner des
donneurs pour le PRP. En cas de réalisation du test sur plusieurs PRP de donneurs
différents, le fournisseur préconise de conclure a la positivité du test si les résultats

sont discordants avec au moins un des résultats positifs.

Pour nos tests effectués avec le PRP de deux donneurs différents, en cas de résultat
discordant entre deux PRP avec un résultat douteux et un résultat négatif, nous

avons considéré le résultat final comme négatif.
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Tableau 16 : Résumé et comparaison des résultats du test HIT Confirm® et TAPH

4.3. Résultats

Patie | Date 4 ID- DO | TAP HIT HIT Conclusi | Acco
nt duHIT | T | PaGIA | ELIS H Confirm® Confirm® on rd
Confir ® A %HEPLA %HEPLA | PRP1let | avec
m® Biorad PRP1 PRP2 PRP2 la
TAP
H
1 12/12/1 | 5 | Positif | 0.38 | Néga | 1.5 | Négati | NR NR Négatif | Oui
9 1 tif f
2 5 | Positif | 2.31 | Positi | 17. | Positif | NR NR Positif Oui
3 f 4
3 10/01/2 | 4 | Positif | 2.46 | Positi | 33. | Positif | 33. | Positif Positif Oui
0 1 f 2 7
4 N | Positif | 0.64 | Néga | 7.8 | Négati | 2.6 | Négati | Négatif Oui
R 4 tif f f
5 N | Positif | 1.90 | Positi | 13 | Doute | 5.1 | Négati | Négatif | Non
14/01/2 | R 0 f ux f
6 0 5 | Positif | 0.87 | Positi | 17. | Positif | 8.9 | Négati | Positif Oui
9 f 6 f
7 7 | Positif | 2.51 | Néga | 9.7 | Doute | 2.1 | Négati | Négatif | Oui
tif ux f
8 7 | Positif | 1.84 | Positi | 22. | Positif | 5.7 | Négati | Positif Oui
5 f 9 f
9 4 | Positif | 1.93 | Néga | 12. | Doute | 5.8 | Négati | Négatif | Oui
21/01/2 3 tif 2 ux f
10 0 5 | Positif | 2.30 | Positi | 40. | Positif | 12. | Doute Positif Oui
7 f 8 6 ux
11 4 | Positif | 2.22 | Positi | 54. | Positif | 25. | Positif | Positif Oui
2 f 7 5
12 6 | Positif | 0.30 | Néga | 33. | Positif | 11 | Doute Positif Non
9 tif 6 ux
13 5 | Positif | 1.91 | Positi | 11. | Doute | - | Négati | Négatif | Non
31/01/2 6 f 9 ux 1.2 f
14 0 6 | Positif | 1.31 | Néga | 7.7 | Négati | 11. | Doute | Négatif | Oui
3 tif f 4 ux
15 6 | Positif | 1.70 | Positi | 46. | Positif | 27. | Positif Positif Oui
0 f 6 3
16 N | Positif | 0.30 | Néga | - | Négati| O | Négati | Négatif | Oui
R 2 tif 0.5 f f
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Pour la réalisation du test HIT Confirm®, 5 séries de tests ont été réalisées
(Tableau 16) et deux PRP ont été testés a chaque série sauf pour la premiere
série ou un seul PRP a été testé.

Parmi les 9 patients positifs en TAPH, 59% des tests HIT Confirm® sont positifs,
23% négatifs et 18% douteux en tenant compte de linterprétation des résultats
des deux PRP (Figure 61). Parmi les 7 patients négatifs en TAPH, 62% des
conclusions des tests HIT Confirm® sont négatives, 30% positives et 8%

douteuses (Figure 62).

m HIT Confirm® positif = HIT Confirm® négatif = HIT Confirm® douteux

Figure 61 : Résultats du test HIT Confirm® chez les patients avec un TAPH positif

m HIT Confirm® positif = HIT Confirm® négatif = HIT Confirm® douteux

Figure 62 : Résultats du test HIT Confirm® chez les patients avec un TAPH
négatif



Sur les 14 patients pour lesquels deux PRP ont été testés, 9 (64%) ont un résultat
discordant entre le PRP témoin 1 et le PRP témoin 2 dont 2 avec une discordance
de résultat de type positif + négatif et 7 avec une discordance de résultat de type
douteux + positif ou douteux + négatif.

Au total, 3 conclusions sur 14 plasmas testés en HIT Confirm® (réalisé sur deux
PRP différents) sont discordantes avec la conclusion du TAPH : deux résultats
TAPH positifs sont négatifs en HIT Confirm® (ces 2 patients avaient des DO
élevées de 1.900 et 1.916 respectivement) et un échantillon TAPH négatif est

trouvé positif en HIT Confirm® (DO faible 0.309).

De plus, bien que le fournisseur préconise de réaliser I'analyse cytométrique
immédiatement apres avoir réalisé les mélanges réactionnels et
immunomarquage, nous avons souhaité évaluer I'impact d’'un délai de 2 heures
avant l'analyse cytométrique. Nous avons comparé les valeurs de %HEPLA
obtenues chez 6 patients en réalisant I'analyse cytométrique immédiatement (HO)
puis 2 heures plus tard dans la limite de validité d’utilisation du PRP (délai < 3h).
Les différences de valeurs sont notables avec des %HEPLA plus faible a H2
(Tableau 17). Il faut donc bien respecter les préconisations fournisseurs en

analysant les échantillons immédiatement.

133



Tableau 17 : Résultats comparatifs des %HEPLA obtenus immédiatement et 2
heures suivant I'lmmunomarquage

Patients HIT HIT Conclusion HIT HIT Conclusion
Confirm® | Confim® | PRP1HO etH2 | Confirm® | Confim® | PRP2 HO et H2
%HEPLA | %HEPLA %HEPLA | %HEPLA
PRP1 HO | PRP1H2 PRP2 HO | PRP2 H2
3 33.2 29.3 Positif/Positif 33.7 36.2 Positif/Positif
4 7.8 4.7 Négatif/Négatif 2.6 -16.6 Négatif/Aberrant
13 11.9 8.2 Douteux/Négatif -1.2 -12.6 Négatif/Négatif
14 7.7 -0.4 Négatif/Négatif 11.4 13.1 Douteux/Positif
15 46.6 42.8 Positif/Positif 27.3 14.9 Positif/Positif
16 -0.5 -3.5 Négatif/Négatif 0 -1.7 Négatif/Négatif

5. Discussion

Le test HIT Confirm® présente les avantages d’étre assez rapide (environ
soixante minutes) et de ne nécessiter ni étapes de lavages de plaquettes ni

matériel radioactif.

Cependant, plusieurs discordances de résultats ont été relevées lors de cette

étude.

- Premiérement, nous avons observé plusieurs discordances de résultats
entre les 2 PRP témoins utilisés comme sources de plaquettes. Cela
souligne l'influence importante du PRP témoin et souleve la nécessité de
multiplier ou de sélectionner les donneurs (PRP) alors que le fournisseur
indique qu’il n'est pas nécessaire de sélectionner des plaquettes de

donneurs réactives. De plus, la fiche technique mentionne certes une
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bonne reproductibilité inter-donneur pour un plasma positif fort (CV = 6%)
mais celle-ci est beaucoup moins bonne pour un plasma positif moyen (CV
= 44.8%).

- Deuxiemement, nous avons observé des discordances entre les résultats
de TAPH et du test HIT Confirm®. Trois patients sur seize ont un résultat

discordant.

Les deux premieres discordances concernent le patient 5 et le patient 13
chez qui les tests ELISA étaient fortement positifs (DO = 1,900 et 1,916
respectivement) et les tests TAPH positifs étaient fortement en faveur d’'une

TIH et chez qui, les tests HIT Confirm® se sont avérés négatifs.

La troisieme discordance concerne le patient 12 pour lequel le TAPH était
négatif avec un test ELISA faiblement positif (DO = 0,309) alors que le
résultat du test HIT Confirm® est positif. Dans ce cas, compte-tenu de la
faible DO, la probabilité de TIH de type 2 est vraisemblablement trés faible.

Il s’agit probablement d’'un faux positif du HIT Confirm®.

Enfin, le colt du test HIT Confirm® est élevé, le prix d’'un coffret de 20 tests
indépendants est d’environ 1000 euros soit environ 100 euros/patient testé avec 2
PRP (sans inclure un témoin positif). Multiplier les PRP et l'inclusion de témoins

positifs augmenteraient encore le prix.

Notre étude comporte quelques limites. D’'une part, l'effectif de patients inclus
dans I'étude est faible. D’autre part, le test HIT Confirm® n’a pas été comparé au
gold-standard SRA mais seulement au TAPH utilisé au laboratoire du CHUGA. En
enfin, la répétabilité et reproductibilité n’ont pas été évaluées, notamment a cause

de la stabilité limitée du PRP dans le temps.
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6. Conclusion

Le test HIT Confirm® est certes rapide et relativement simple, mais au vu de nos
résultats et des nombreux résultats douteux et des discordances entre les
résultats obtenus avec deux PRP différents, il semble difficile d’envisager de
n’utiliser qu’un ou deux PRP témoin. Tester un nombre bien supérieur de PRP
(trois ou quatre) permettrait peut-étre, au détriment du colt déja relativement
élevé, de conclure plus facilement en obtenant au moins 2 résultats totalement

concordants.
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THESE SOUTENUE PAR : Marie HADDAD

TITRE : Thrombopénie induite par I'héparine de type 2 : bases biologiques et
diagnostiques, étude rétrospective des modalités diagnostiques et thérapeutiques,
et évaluation d’'un nouveau kit de diagnostic fonctionnel.

CONCLUSION :

La TIH est une complication iatrogene pro-thrombotique d’origine immunologique
potentiellement grave compliquant les traitements hépariniques, associant une
thrombopénie et parfois une/des thrombose(s) veineuse et/ou artérielle.

Il s’agit d’'une pathologie complexe ou le diagnostic est encore aujourd’hui difficile.
Les nombreux tests immunologiques et fonctionnels disponibles ont des
performances diagnostiques ainsi que des avantages et inconvénients variables.
Les tests fonctionnels requiérent généralement une grande expertise technique.
L’objectif dans les années a venir serait d’évoluer vers des tests fonctionnels plus
rapides.

Le test fonctionnel (HIT Confirm®) que nous avons évalué en cytométrie de flux
présente ces avantages mais les résultats obtenus sur un petit effectif de patients
ont abouti a plusieurs résultats douteux et des résultats dépendants des
plaquettes des témoins testés. Une évaluation a plus large échelle en
sélectionnant les plaquettes de donneurs parait nécessaire.

L’étude rétrospective réalisée au cours de cette these sur 395 patients suspects
de TIH et attachée a décrire les résultats des tests diagnostiques ainsi que la prise
en charge thérapeutique anticoagulante illustre la complexité de cette pathologie
notamment concernant le choix et la posologie du traitement anticoagulant
alternatif et de son monitoring biologique.

Les récentes recommandations des sociétés savantes pour le diagnostic et la
prise en charge des TIH permettront sans doute l'uniformisation de la prise en
charge de cette pathologie.
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Annexes

Annexe 1 : Diagnostic clinico-biologique du GIHP/GFHT (6)
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Marie HADDAD

THROMBOPENIE INDUITE PAR L'HEPARINE DE TYPE 2 : BASES
BIOLOGIQUES ET DIAGNOSTIQUES, ETUDE RETROSPECTIVE DES
MODALITES DIAGNOSTIQUES ET THERAPEUTIQUES, ET EVALUATION D’'UN
NOUVEAU KIT DE DIAGNOSTIC FONCTIONNEL.

RESUME :

La TIH est une complication iatrogene pro-thrombotique d’origine immunologique
potentiellement grave compliquant les traitements hépariniques, associant une
thrombopénie et parfois une/des thrombose(s) veineuse et/ou artérielle.

Il s’agit d’'une pathologie complexe ou le diagnostic est encore aujourd’hui difficile.
Les nombreux tests immunologiques et fonctionnels disponibles ont des
performances diagnostiques ainsi que des avantages et inconvénients variables.
Les tests fonctionnels requiérent généralement une grande expertise technique.
L’objectif dans les années a venir serait d’évoluer vers des tests fonctionnels plus
rapides.

Le test fonctionnel (HIT Confirm®) que nous avons évalué en cytométrie de flux
présente ces avantages mais les résultats obtenus sur un petit effectif de patients
ont abouti a plusieurs résultats douteux et des résultats dépendants des
plaguettes des témoins testés. Une évaluation a plus large échelle en
sélectionnant les plaguettes de donneurs parait nécessaire.

L’étude rétrospective réalisée au cours de cette these sur 395 patients suspects
de TIH et attachée a décrire les résultats des tests diagnostiques ainsi que la prise
en charge thérapeutique anticoagulante illustre la complexité de cette pathologie
notamment concernant le choix et la posologie du traitement anticoagulant
alternatif et de son monitoring biologique.

Les récentes recommandations des sociétés savantes pour le diagnostic et la
prise en charge des TIH permettront sans doute l'uniformisation de la prise en
charge de cette pathologie.

MOTS CLES : Héparine, TIH, thrombopénie, hémostase, diagnostic

FILIERE : Biologie médicale
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