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Abstract:

Introduction:

Heparin induced thrombocytopenia (HIT) is a life and limb-threatening complication of heparin exposure. The
misdiagnosis of the disease can have major consequences on the patients. The objective of this study was to
evaluate a diagnostic strategy that combines the 4Ts score, with the result of HemosIL® AcuStar HIT-1gG (PF4-

H) to confirm the diagnosis of HIT.

Methods:

Citrated plasmas from 1300 patients with suspicion of HIT were analyzed with a fully automated quantitative
chemiluminescent immunoassay (HemosIL® AcuStar HIT-1gG (PF4/H)). If the 1gG anti-PF4/H antibodies were
positive (cut-off, 1 U/mL), HIT diagnosis was confirmed using functional tests.

Results:

In total 1300 samples of consecutive patients were enrolled; 94 (7.2%) gave positive results in HemosIL®
AcuStar-1gG. HIT was diagnosed in 65 out of these patients corresponding to a prevalence of 5%. Using ROC
curve analysis, patients were divided into three groups according to their titer of antibodies.

Higher values of the 1gG (PF4-H) were associated with increased probability of HIT, and the diagnostic
specificity was greatly increased by using the combination of a 4Ts score > 3 and a positive titer > 3.25 U/mL.
Importantly, the diagnostic specificity is 100% when the titer is > 12.40 U/mL.

Conclusion:

We demonstrated that higher values of Anti PF4/H Antibodies were associated with a high probability of having
HIT. A titer of HemosIL® IgG (PF4-H) > 12.40 U/mL has a specificity of 100% which should no require a

functional test to confirm the diagnosis of HIT.



Abbreviations

ECC : extracorporeal circulation

ECMO : extracorporeal membrane oxygenation;
HIT : heparin induced thrombocytopenia

UFH : unfractioned heparin

LMWH : low molecular weight heparin

PF4 : platelet factor 4



Highlights

Heparin-induced thrombocytopenia (HIT) is a severe drug reaction associating the drop of platelet’s
count with a high risk of thrombosis, caused by platelet-activating antibodies against Platelet Factor 4
(PF4) / heparin (H) complexes.

Many immunoassays commercially are available with a large heterogeneity of positive predictive value
and negative predictive value.

The AcuStar IgG anti PF4/H is a rapid chemiluminescent immunoassay allowing detection of Anti
PF4/H antibodies in less than one hour.

Higher values of the HemosIL® AcuStar HIT-1gG (PF4-H) were associated with increased probability
of HIT, and the diagnostic specificity was greatly increased by using the combination of the 4Ts score.



Introduction

Heparin-induced thrombocytopenia (HIT) is a severe, sometimes fatal drug reaction associating the drop of
platelet’s count with a high risk of thrombosis, caused by platelet-activating antibodies against Platelet Factor 4
(PF4) / heparin (H) complexes (1-2). HIT is a clinical pathological disorder where the prognosis depends on the
early recognition of HIT and stopping the heparin as soon as suspected (3). It is a paradoxical disease, while the
anticoagulant is administered to prevent thrombosis, yet the major clinical event is an increased risk of
thrombosis. The diagnosis is based on both clinical assessment (the 4Ts score or The HIT Expert Probability
(HEP) (2) (4) and the demonstration in vitro of the presence of platelet factor 4 (PF4) / heparin (H) antibodies
with a positive functional activity. Misdiagnosis of HIT can be fatal and false positive HIT diagnosis can have
serious clinical and financial implications such as the use of direct thrombin inhibitors (DITs) which in turn may

result in higher hemorrhagic risk and wasted drug cost.

Since no single laboratory test is available with 100% sensitivity and specificity, the results of the
laboratory tests should always be interpreted with the clinical context. Many immunoassays commercially are
available. More recently, the AcuStar 1gG anti PF4/H, a rapid chemiluminescent immunoassay, allowing
detection of Anti PF4/H antibodies in less than one hour has been developed. These different tests have a
heterogeneity of positive predictive value (PPV) and negative predictive value (NPV) (5-6). The specificity and
PPV of immunological assays are usually lower in comparison to the functional assays as they also detect non
pathogenic antibodies (1) (3). According to recommendations, functional assays are necessary to confirm HIT
diagnosis and have acceptable sensitivity and specificity for HIT. The serotonin release assay is considered as
the gold standard with high sensitivity and specificity while platelet aggregometry has poor sensitivity but rather
good specificity (7-8). Unfortunately, these functional assays are not immediately available. However,
immunoassays with better specificity are needed in order to minimize the switch to non-heparinic
anticoagulation, as these are more difficult to manage and much more expensive. (9-10). Regarding available
ELISA tests, several algorithms regarding the strength of optical density (OD) and the probability of HIT (11-
13), have been proposed. There is a limited data in the literature regarding the interpretation of

chemiluminescent immunoassayy results.

The aim of this work is to assess a diagnostic strategy that combines the 4Ts score, with the result of HemosIL®

AcuStar HIT-1gG (PF4-H) to confirm the diagnosis of Heparin-induced thrombocytopenia.

Materials and methods

Study design

This monocentric retrospective study was carried out in the “Assistance Publique-Hopitaux de Marseille- La
Timone”, between October 2016 and the end of October 2019 and concerned all the hospitalized patients with
clinical suspicion of HIT and all the external demands. All patients included were treated with unfractionated
heparin (UFH) and /or low-molecular-weight heparin (LMWH). In this study and as the American Society of
Hematologica 2018 (14) recommends, patients who received a combination of UFH and LMWH, were

considered to belong to the UFH group (14). The exclusion criteria included unjustified requests because of no



anticoagulant administrated, or the use of anticoagulants non associated with a risk of HIT as fondaparinux or
danaparoide sodium (Fig 1 supp).

All clinical history information and heparin therapy were carefully recorded for each patient using the
hospital data base. The probability of pre-test HIT (low, intermediate or high) was estimated using the 4Ts score
(14-16). The medical history of each patient was extensively analyzed. The 4Ts score were independently
assessed by two experimented investigators (LCJ and CG), unaware of the results of the laboratory assays. Drugs
associated with thrombocytopenia were defined according to Arepally et al (1) (15). 30 patients had no 4Ts score

evaluation (external demands).

“Confirmed HIT” patients were defined as patients whose plasma sample tested positive in both
AcuStar 1gG anti PF4/H and a functional assay (SRA or a platelet aggregation assay). Patients are also
considered positive when their clinical course and platelet count were considered consistent with HIT, either by
thorough investigation (4Ts score > 4 points) or by upon case review in rare cases with low score (<3). All other

patients were classified as “HIT negative”.

Immunoassay HemoslIL® AcuStar HIT-1gG (PF4-H)

Blood samples were collected into 3.2% sodium citrate. After centrifugation, plasma samples were frozen at -
80°C until further testing. All the citrated plasmas were analyzed with fully automated quantitative
chemiluminescent immunoassay (HemosIL® AcuStar HIT-1gG (PF4-H) per manufacturer’s instructions (6). All
patients, even with a low 4Ts score were tested. The manufacturer suggests that results equal or higher than 1.00
U/mL indicate the presence of HIT antibodies (PF4/H+ Ab) (6). Accordingly, when an antibody titer over or
equal to 1 U/mL (fixed by the manufacturer), a functional confirmation (assay platelet aggregation test and, or

serotonin-release assay [SRA]) were performed (14).

Heparin-induced Light Transmission Aggregation (LTA)

Heparin-induced light transmission aggregation (LTA) was performed on plasma with suspected heparin
responsible for thrombocytopenia, according to Minet et al, (17), using Aggregometer APACT 4004 Labitec
(LAbor BioMedical Technologies GmbH, Ahrensburg, Germany). Plasma rich-platelets (PRP) of four healthy
donors were prepared and were tested in parallel. PRP of each donor was incubated with diseased plasma in the
presence of low concentration of heparin (1 1U/mL). If this test was positive, the same technique was performed
with 0.9% NacCl instead of heparin. If the second test was also positive, this was interpreted as a non-specific
reaction and the heparin was not responsible of the aggregation. However, if the test with the NaCl was negative,
the PRP was incubated with diseased plasma in the presence of high concentration of heparin (100 1U/mL).

The endpoint used for our study was the percentage of aggregation. The result was considered positive when
complete (non reversible) platelet aggregation, performed with two different healthy donors, occurred with
intensity greater than 20% in the presence of low heparin concentration and was inhibited by the high
concentration of UFH (18).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19344362

Serotonin release assays

Conventional SRA was performed as previously described (19) with minor modifications. Platelets
from healthy donors were selected per their good responsiveness to known HIT plasma samples, and labelled
with **C-serotonin (*C-5HT, Perkin Elmer, Villebon-sur-Yvette, France) for 45 min at 37°C (14.8 kBg/ml PRP).
After washing, 75 pl of labelled platelets suspended at 300 x 10%L in Tyrode buffer with 3 mmol/I calcium were
incubated for 1 hour at room temperature with 20 pl tested sample and 5 pl unfractionated heparin at 0, 0.1, 0.5
or 10 1U/ml (final concentrations). The release reaction was terminated with PBS-EDTA (0.1 mol/l) and platelets
were then centrifuged. The radioactivity in the supernatants was then counted by Liquid Scintillation Counting
(LSC; Perkin Elmer) and expressed as percentage release of serotonin (%) by comparison with the total
radioactivity in the platelet preparation.

PF4-SRA was performed as previously described (20) with addition of 10 pg/mL of exogenous human
PF4 (Hyphen BioMed, Neuville-sur-Oise, France) pre-incubated for 10 minutes with platelets before testing.
Regardless of the assay performed (conventional SRA or PF4-SRA), the test result was considered positive with
a release of “C-serotonin > 20% measured at 0, 0.1 or 0.5 IU/ml of heparin, and complete inhibition at 10 IU/ml

(**C-serotonin < 20% or >50% inhibition).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using IBM SPSS Statistics version 20.0 (IBM SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
Data are expressed as mean + the standard deviation or median with interquartile range. Two groups were
compared using the Chi square or Fisher's exact test for categorical characteristics, and using the student t-test or
Mann-Whitney U test for continuous ones, as appropriate. To compare more than two independent samples, the
analysis of variance (ANOVA) were used or the non-parametric Kruskal-Wallis test. The cut-off points were
calculated by selecting the point on the ROC curve that maximized both sensitivity (Se) and specificity (Sp).
Negative predictive value (NPV), positive predictive value (PPV), and accuracy were provided with their 95%

confidence intervals. A two-sided p value of less than 0.05 was considered statistically significant.

Results

1. Demographic data

Characteristics of the study population are presented in Table 1. A total of 1300 patients, were included in this
study. Among them 766 (58.9%) were men. The mean age was 64.8 years. 59.2% of patients received UFH and
40% LMWH. For both treatments, two thirds of the patients were hospitalized in medical departments. 10
patients (0.8%) the type of heparin administrated was not known (lack of information transmitted from external
hospitals).

725 (55.8%) of all patients have a low score (< 3), 506 (38.9%) an intermediate score (4-5) and 39 (3%)
of patients a high score (6-8).
The mean 4Ts score was 3.2 + 1.47, the mean duration of the heparin treatment was 11.54 days and 82 patients
had a thrombotic event (6.3%).



2. Results of immunoassay HemoslIL® AcuStar HIT-1gG (PF4-H)

The AcuStar assays with the insert cut-off of 1.0 U/mL were negative in 1206 of 1300 patients (92.8%) and
positive in 94 patients (7.2%) (Table 1).

The negative patients were mainly treated by LMWH and had an increased prevalence of active cancer (p=
0.02). Only 15 patients had a high 4Ts score (Figure 2). Among these 15 patients, 12 (80%) had presented
thrombotic events and 12 (80%) were under UFH.

The positive patients were mainly treated with UFH 84% vs 15.9% for LMWH treatment (p<0.001). Among
them, 59.5% were treated for medical indications. Positive patients more often underwent Extracorporeal
Circulation (ECC) and hemodialysis (p<0.001). 17 patients had a low 4Ts score with 12 patients treated by UFH
(70.6%), 7 underwent ECC (41.2%) and 10 (58.8%) had evidence of infection.

There were no significant differences in terms of Extracorporeal membrane oxygenation (ECMO), infection or
positive blood culture between the two groups. As expected, Intermediate and high 4Ts score were significantly

more common in patients with positive anti PF4/H antibodies (p<0.001) (Table 1) (Figure 1).

3. Confirmation of HIT Diagnosis

Functional tests were performed only on patients with PF4/H positive immunoassays (n=94).

“HIT Confirmed” patients were defined as patients whose plasma was tested positive with AcuStar IgG anti
PF4/H and/or a functional assay (SRA or an aggregation assay) together with clinical profiles consistent with a
true HIT.

All the 94 positive immunoassay patients were tested with an aggregation assay except for 3 patients (96.8%).
When LTA results were positive, patients were considered HIT positive and a SRA assay was not performed (n=
28, 29.8%). Therefore, 63 samples were tested with SRA (67%), 34 patients were SRA positive (36.2%) and 29
(30.8%) were SRA negative. The three patients who had not had any functional test (external demands with no
sufficient plasma) were clinically diagnosed (3.2%). The diagnosis of HIT was confirmed in 65 (69.1%).

For both negative and positive HIT groups, the UFH was more often used than LMWH (p<0.001), but
no significant difference can be detected in terms of heparin’s indication. Regarding the 4Ts score, when HIT
tested negative, 48.2% patients had a low score (<3). By opposite, in positive HIT group, only 4.6% patients had
a low score (p<0.001). No significant difference was observed in case of an intermediate score. Significantly
more patients (n=23) with high score were in the HIT positive group (35.4%) with 1 being in the negative HIT
group (3.5%), (p<0.001). Hemodialysis was more common in HIT negative patients (p = 0.043) which indicates
the effect of this situation in testing false positive Anti PF4/H antibodies. No significant difference in infection
rates was observed (p= 0.179) (Table 2).

The mean value (£SD) of Anti PF4/H antibodies in negative HIT group was 3.67 + 3.41 with extreme values

between [1.07 — 12.38], while in positive HIT group was 23.9 + 39.7 [1.2 — 240]. (p<0.001).

4. Performance of 4Ts score:

Among 1300 study participants, 30 patients had no 4Ts score evaluation (external demands). HIT was confirmed
in 3 out of 725 with a low 4Ts score (0.4%), 39 of 506 with an intermediate 4Ts score (7.7%), and 23 of 39 with



a high 4Ts score (58.9%). The best calculated sensitivity and specificity for 4Ts score was observed with score >
3, the sensitivity was 95.08 (ClI: 86.3 — 99.0%) and specificity was 50.00% (CI: 30.6 — 69.4%).

5. Performance of HemosIL® AcuStar Anti PF4/H:

According to HIT confirmed diagnosis, we determined the optimal thresholds for AcuStar HIT-1gG (PF4-H),
using ROC curve analyses. At the optimal cut-off 3.25 U/mL, we noted that the sensitivity was 83.61 (Cl: 71.9 —
91.8%) and specificity was 67.86 (Cl: 47.6 — 84.1%). Another threshold of 12.40 U/mL was evaluated. The
sensitivity was 40.98 (Cl: 28.6-54.3%) and specificity was 100.00 (Cl: 87.7 — 100.0%).

Based on the work provided by Warkentin et al (21) where results were classified as negative (0.00 - 0.99
U/mL), weak positive (1.00 - 4.99 U/mL), positive (5.00 - 19.99 U/mL) and strong positive (= 20.00 U/mL). The
same approach was done with our thresholds using ROC curve analysis. Overall, we divided our patients with
confirmed HIT diagnosis into three subgroups, according to anti PF4/H Ab titer: weak positive titer (1- 3.24
U/mL), positive titer (3.25 - 12.40 U/mL) and strong positive titer (> 12.40 U/mL) (Fig 2). For all the three
subgroups, UFH was more often used. Whatever the value of anti PF4/H Ab was, no difference was detected
between the three subgroups with respect to type of heparin and indication of treatment. Generally, more than
50% of all subgroups had an intermediate score. Significantly hemodialysis and infection were more prevalent in

the weak positive titer compared to higher titers (Table 1 supp).

HIT diagnosis was confirmed in all patients with strong positive titer (>12.40 U/mL) (n=26, 27.6% of our
94 positive antibodies), likewise we had less false positive HIT diagnosis in patients with weak positive titer (1-
3.24 U/mL) (n= 18, 62% of total weak positive titer and 19.1% of all positive anti PF4/H Ab patients).

6. Performance of HemosIL® AcuStar Anti PF4/H and score 4Ts combined:

Using the threshold of 3.25 U/mL found in our study combined with a 4Ts score > 3, the sensitivity was 78.46%
(95% CI: 67.03 - 86.71) and specificity 75.86% (95% CI: 57.89 - 87.78%), VPP was 87.93% (95% ClI: 77.12 -
94.03%) and VPN was 61.11% (95% CI: 44.86 - 75.22%).

Discussion:

Higher values of the HemosIL® AcuStar HIT-1gG (PF4-H) were associated with increased probability of HIT,
and the diagnostic specificity was greatly increased by using the combination of the 4Ts score > 3 and a positive
titer > 3.25 U/mL, (sensitivity = 78.46% and specificity = 75.86%). A strong positive titer (>12.40 U/mL)
confirmed the diagnosis of HIT in our study (with a specificity of 100%).

Our study was performed on a tertiary hospital and all patients suggestive of HIT were consecutively included.
Among the 1300 consecutive patients enrolled, 94 patients (7.2%) were positive with Immunoassay HemosIL®
Acustar HIT-1gG (PF4-H), (=1 U/mL), which is lower compared to the enzyme-linked immunosorbent assays

(ELISA) with comparable populations (approximately 15%) (22-23).



The clinical characteristics of our studied population are as expected regarding our recruitment (3) (24-
25). Patients with positive titers of PF4/H Antibodies were mainly treated with UFH compared to LMWH
treatment (84% vs 15.9% respectively, p<0.001) and significantly more patients underwent ECC and
hemodialysis (p<0.001), whereas in the negative group more patients had active cancer (p= 0.02). There were no
significant differences in terms of ECMO, infection or positive blood culture between the two groups.

Respecting ASH guidelines, functional test was performed only in patients with positive PF4/ Heparin
Ab. Serotonin-release assay and/or PAT were performed for 96.8% of positive antibodies’ patients (no plasma
was available for 3 patients). SRA is considered to be the current gold standard (26), but has certain limitations
regarding its complexity and accessibility. LTA, despite its low sensitivity has a 100% specificity (7-8). Thus, in
our study, a positive aggregation assay LTA is considered as a positive HIT without the need to perform a SRA
assay. Using the threshold of AcuStar HIT-1gG (PF4-H) at 1 U/ml, the incidence of HIT- confirmed patients in
our study (based on a positive functional test or clinical assessment) was 5% (65 of 1300), which is consistent
with findings observed in patients treated with heparin and suspected of HIT, where HIT ranges from 0.1% to
5.0% (27-31).

As proposed by Warkentin et al (21), our population was divided according to the titer of anti-PF4/heparin Ab,
and we fixed three cut-offs using ROC curve analyses (1-3.24 U/mL, 3.25-12.40 U/mL and >12.40 U/mL). All
patients with a strong positive titer (>12.40 U/mL) had a confirmed HIT. Our threshold was lower than the
threshold fixed by Warkentin et al, (= 20 U/mL). Interestingly, we have more real negative HIT patients (62%)
with weak positive titer (1- 3.24 U/mL) than Warkentin (21). Then, the same analysis was performed but this
time using the 3 cut-offs proposed by Warkentin (21) (1 - 4.99 U/mL, 5 - 19.99 U/mL and > 20.00 U/mL). In the
first subgroup 50% of our patients were negative HIT. Therefore, by using our cut-offs, we might increase the
probability of excluding HIT in patients with low value of anti-PF4/H antibodies (< 3.24 U/mL). Moreover, our
data allowed confirmation of HIT in specimens with a cut-off of anti-PF4/H antibodies at 12.4, which is lower
than the value proposed by Warkentin (> 20.00 U/mL), since we did not find any negative patients in this group.
Similarly, the probability of a positive HIT increases with the titer of anti-PF4/heparin Ab as previously
described with Elisa assay (11) (32).

The ASH guideline 2018 recommends against HIT laboratory testing (strong recommendation) in case
of suspected HIT and a low probability 4Ts score. Several assessment studies evaluated the diagnostic accuracy
of the 4Ts score (33-35) (4) and a meta-analysis implied a high NPV (99.8%; 95% CI: 97-100%) (14). In our
study 3 out of 725 patients with a low (0-3) 4Ts score (0.4 %) were diagnosed with HIT (based on a positive
SRA). These cases were carefully re calculated by an expert hematologist and all three were validated as low
score. Thus, the NPV for the 4Ts score in our study was lower, at 94.31% (95% CI: 92.8-95.5%). Various
studies have shown a minimal sensitivity than described in the aforementioned meta-analysis (14), (sensitivity
81.3%; 95% CI: 67.7, 94.8%; specificity 63.8%; 95% Cl: 59.6-68.0%) (36). Consequently, and due to
difficulties in calculating the 4Ts score in clinical practice, some authors have come to the conclusion that a low
4T’s score (<3) alone is inadequate to exclude HIT in clinical practice (37-38). This is consistent with our
results. 15 patients had a high 4Ts score with negative anti PF4/H antibodies. Functional tests were undertaken

for all of them and were all considered negative. These results reveal the difficulties in performing 4Ts score in
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patients with complex medical history and is consistent with the findings of Cuker et al (14) and Pischco et al
(39).

Interestingly, when combining the 4Ts score and the titer of Anti PF4/heparin Ab, we observed a
significant increase of specificity and sensitivity compared to 4T score alone or immunoassay alone. This
underlined the complexity to confirm a HIT diagnosis notably in patients admitted in UCI. We were unable to
perform functional assays in all patients. However, in our population, the performance of this combination was
inferior to these described by Warkentin (21). We might explain this discrepancy by the high prevalence of
patients admitted in ICU in our cohort (26.5%).

Our findings above suggest that neither the 4Ts score alone, nor the laboratory assays can correctly
diagnose HIT, so in order to avoid the risk of misdiagnosis of HIT we propose a diagnostic algorithm that can

help improve the diagnostic accuracy of HIT. (Fig 3).

Limitations:

We are aware that our study has several limitations. First, it is a retrospective study and clinical information and
few biological results were not always available but we tried to overcome this obstacle by affecting an extensive
research for every case. Second, patients with negative antibodies (<1 U/mL) were not tested with a functional
test, based on data published by Legnani et al. (6) explaining the high sensitivity and negative predictive values
at 100% of the HemosIL® AcuStar.

Third, we could not perform the functional assay to confirm the presence of HIT in 3 patients with positive Anti
PF4/H Antibodies, because there was no remaining plasma available, but these patients were studied carefully

and we were able to classify them considering their clinical course.

Conclusion:

There is a significant correlation between higher values of Anti PF4/H Antibodies and the probability of having
HIT. The diagnostic specificity was greatly increased by using the combination between the 4Ts score > 3 and a
positive Anti PF4/H Ab titer > 3.25 U/mL.

A titer of HemoslL® AcuStar HIT-IgG (PF4-H) > 12.40 U/mL have a specificity of 100%, and thus, a
combination of clinical evaluation and laboratory testing will best ensure the accuracy of diagnosis of HIT.
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Figure legends

Figure 1: Titer of anti-PF4/ heparin Ab according to Score 4Ts value in the global population.

Figure 2: Diagnosis of HIT according to the titer of anti PF4/H Antibodies:

Patients were divided into three subgroups, according to anti PF4/H Ab titer: weak positive titer (1- 3.24 U/mL),
positive titer (3.25 - 12.40 U/mL) and strong positive titer (> 12.40 U/mL). Negative HIT (White plot), Positive
HIT (Black plot).

HIT diagnosis was confirmed in all patients with strong positive titer (>12.40 U/mL) (n=26, 27.6% of our 94
positive antibodies), likewise we had less false positive HIT diagnosis in patients with weak positive titer (1-
3.24 U/mL) (n= 18, 62% of total weak positive titer and 19.1% of all positive anti PF4/H Ab patients).

Supplementary figures:
Figure 1 supp: Flow Chart
Figure 2 supp: Suggested diagnostic algorithm for diagnosis of HIT using using Acustar Hemosil® anti-PF4/H

Table legends

Table 1: Clinical Demographic Data
Table 2: Characteristics of positive HIT patients versus negative HIT patients

Table 3: Characteristics of patients according to three groups of titers of anti-PF4/H
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Table 1: Clinical Demographic Data

n
Age (years, mean +SD)
Gender, Male (%)
Heparin administrated
UFH (n,%)
Medical patients (n,%)
Surgical patients (n,%)
LMWH (n,%)
Medical patients (n,%)
Surgical patients (n,%)
Cardiac surgery (ECC) (n,%)
Hemodialysis (n,%)
Infection (n,%)
Positive Blood Culture (n,%)
Staphylococcus aureus infection
(n, %)
ECMO (n,%)
Active cancer (n,%)
Thrombocytopenic drugs (n,%)
4Ts score (n ,%)
Low risk (<3)
Intermediate risk (4-5)
High risk (6-8)
Duration of heparino-therapy (days)
Discontinuation of Heparin (n,%) *
Thrombosis (n,%)

Patients included Anti PF4/H Ab(+)  Anti PF4/H Ab(-)
1300 94 1206
64.8+17.6 66+17.1 64.7+17.7
766 (58.9) 55 (58.5) 711 (59)
769 (59.2) 79 (84) 690 (57.2)
526 (68 .4) 50 (63.3) 479 (69.4)
227 (29.5) 29 (36.7) 195 (28.2)
521 (40.1) 15 (15.9) 506 (41.9)
395 (75.8) 5(33.3) 389 (76.8)
110 (21.1) 9 (66.6) 102 (20.2)
132 (10.2) 20(21.3) 112 (9.3)
141 (10.8) 23 (24.4) 118 (9.8)
569 (43.7) 39 (41.5) 530 (43.9)
192 (14.7) 15 (16) 178 (14.7)
43 (3.3) 4(4.3) 39(3.2)
90 (6.9) 9(9.6) 81 (6.7)
223 (17.2) 8 (8.5) 215 (17.8)
905 (69.6) 61 (64.9) 844 (69.9)
725 (55.8) 17 (18) 708 (58.7)
506 (38.9) 53 (56.4) 453 (37.6)

39 (3) 24 (25.5) 15 (1.2)
11.5[1-316] 11.16 [2-45] 11.59 [1-316]
670 (51.5) 79 (84) 591 (49)
82 (6.3) 19 (20.2) 63 (5.2)

P value

0.494
0.933
0.034
0.153
<0.001
<0.001

<0.001
<0.001
0.603
0.790

0.546

0.265
0.020
0.149

<0.001

0.713

<0.001
<0.001

Anti PF4/H Ab : Anti PF4/Heparin Antibodies; UFH : UnFractionated heparin; LMWH : Low molecular weight

heparin; ECMO: Extracorporeal membrane oxygenation; ECC: Extracorporeal circulation.* Discontinuation of

heparin: heparin was stopped before establishing the diagnosis.
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Table 1 supp : Characteristics of patients according to three groups of titers of anti-PF4/H

Anti PF4/H Ab

n,%
Age, years (n +SD)
Male (n, %)

UFH All
(n, %) Medical
Surgical |
LMWH All
(n, %) Medical
Surgical |
L(0-3)
Score 4Ts (n, %) 1(4-5)
H (6-8)
ECC (n, %)

Hemodialysis (n, %)
Infection (n, %)
HIT confirmed (n, %)

HIT infirmed (n, %)

All + Titer: Titer: Titer: P VALUE
1-3.24 U/mL 3.25-12.40 U/mL >12.40 U/mL
94 29(30.8) 39(41.5) 26 (27.7)

66+17.1 61.8+19.8 66.6 +15.9 69.9+14.9 0.211
55 (58.5) 15(51.7) 26 (66.6) 14 (53.8) 0.396
79 (84) 22 (75.8) 36(92.3) 21(80.7)
47 (59.5) 13 (59) 20 (55.6) 14 (66.6) 0711
32 (40.5) 9(40.9) 16 (44.4) 7(33.3)
15(15.9) 7(24.1) 3(7.7) 5(19.2)

6(42.9) 3(42.9) 1(33.3) 2 (40) 0.999
8(57.1) 4(57.1) 1(33.3) 3(60)

17 (18) 10 (34.5) 5(12.8) 2(7.7)
53 (56.4) 15(51.7) 25(64.2) 13 (50) 0.030
24 (25.5) 4(13.8) 9(23) 11 (42.3)
20(21.3) 5(17.2) 10(25.6) 5(19.2) 0.674
23(24.4) 10 (34.5) 11(28.2) 2(7.7) 0.054
39 (41.5) 16 (55.2) 14(35.9) 9(34.6) 0.197
65 (69.1) 11(38) 28(71.8) 26 (100) <0.001
29(30.9) 18 (62) 11(28.2) 0 <0.001

Anti PF4/H Ab : Anti PF4/heparin antibodies; UFH : unfractionated heparin; LMWH : low molecular weight

heparin;

When there was administration of both UFH and LMWH, treatment was considered as UFH
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Table 2 : Characteristics of positive HIT patients versus negative HIT patients

Positive Anti PF4/H Antibodies

P value
n=94
HIT Positive HIT Negative
n, (%) 65 (69.1) 29 (30.9)
Age (years, mean + SD) 68.47+ 16 60.5 + 18.4 0.037
Gender, Male (%) 37 (56.9) 18 (62) 0.640
Heparin administrated
UFH (n,%) 55 (84.6) 24 (82.7)
Medical patients (n, %) 30 (54.5) 17 (70.8) 0.175
Surgical patients (n, %) 25 (45.5) 7(29.2) '
LMWH (n,%) 10 (15.4) 5017.3)
Medical patients (n, %) 4 (40) 2 (40) 0.999
Surgical patients (n, %) 5(50) 3 (60) '
Cardiac surgery (ECC) (n, %) 14 (21.5) 6 (20.6) 0.926
ECMO (n,%) 7 (10.7) 2 (6.9) 0.716
Hemodialysis (n, %) 12 (18.4) 11 (37.9) 0.043
Infection (n, %) 24 (36.9) 15 (51.7) 0.179
Positive Blood Culture (n, %) 6(9.2) 9(31) 0.013
Active cancer (n,% ) 6(9.2) 2 (6.9) 0.999
4Ts score
Mean + SD 515+1.4 3.68 +1.33 <0.001
Low risk (<3) (n,%) 3(4.6) 14 (48.2)
Intermediate risk (4-5) (n,%) 39 (60) 14 (48.2) <0.001
High risk (6-8) (n,%) 23 (35.4) 1(3.5)
Anti PF4/H Ab (mean £ SD, 23.94+39.7[1.2-240]  3.67+3.41[1.07 - 12.38] <0.001

extreme values), U/mL

Anti PF4/H Ab, Anti PF4/Heparin Antibodies; UFH, unfractionated heparin; LMWH, Low molecular weight

heparin; ECMO, Extracorporeal membrane oxygenation; ECC, Extracorporeal circulation.
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Figure 1: Titer of anti-PF4/ heparin Ab according to Score 4Ts value in the global population
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Figure 1 supp : Flow Chart

N= 1347 patients

From 17/10/2016 to 22/10/2019

Excluded patients
N =47
Anticoagulant
other than heparin
N=10
No anticoagulant
adminstrated Included patients
N=37 N =1300
Anti PF4/H
antibodies >1
N=9%4
HIT confirmed HIT infirmed
N =065 N=29

Anti PF4/H
antibodies < 1

N=1206
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Figure 2: Diagnosis of HIT according to the titer of anti PF4/H Antibodies:
30+

BRR INE
N ™

«—

|
8
o -
rrrr—rr N .zH-rrrrur”rrrrrw”p A rH.r. -t -
AALLARLLL AL LRI, 2 “—

?
8 «
4|. -~

I & % & o

™~ ™~ - - - - -AD
sjuaied Jo JaquinN -
=~
<
w
<
=
o
[
Y
o
t
Q:
=
=

21

39 26

29

ients

pat

Number of

Negative HIT (White), Positive HIT (Black).



Figure 3: Suggested diagnostic algorithm for diagnosis of HIT using AcuStar HemosIL® anti-

PF4/H

Continue heparin Discontinue heparin
therapy therapy and strart
alternative treatment

<1U/mL 21U/mL >12.40 U/mL 1-12.40 U/mL

4
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Résumé

Introduction :

La thrombopénie induite par I'héparine (TIH) est une complication du traitement par
I'héparine qui expose le patient a des complications thrombotiques engageant le pronostic
vital ou fonctionnel des patients. Un diagnostic erroné de la maladie peut avoir des
conséquences majeures sur la prise en charge des patients, ce qui implique de définir la
meilleure stratégie pour diagnostiquer la TIH. L'objectif de cette étude était d'évaluer une
stratégie diagnostique combinant le score 4Ts, avec le résultat d'HemosIL® AcuStar HIT-IgG
(PF4-H) pour confirmer le diagnostic de Thrombocytopénie Induite par 'Héparine.

Méthodes :

Les plasmas citratés de 1300 patients avec suspicion clinique de TIH ont été analysés par un
test de chimiluminescent quantitatif entiérement automatisé (HemosIL® AcuStar HIT-IgG
(PF4/H)). Si les anticorps anti PF4/H étaient positifs (seuil, 1U/mL), le diagnostic de TIH était
confirmé a l'aide de tests fonctionnels.

Résultats :

Au total, 1300 échantillons de patients consécutifs ont été inclus ; 94 (7,2%) ont donné des
résultats positifs dans HemosIL® AcuStar-IgG. La TIH a été diagnostiquée chez 65 de ces
patients, ce qui correspond a une prévalence de 5%. En utilisant 1'analyse de la courbe ROC,
les patients ont été divisés en trois groupes en fonction de leur titre d'anticorps.

Les valeurs plus ¢levées de 1'lgG (PF4-H) étaient associées a une probabilité accrue de TIH, et
la spécificité diagnostique a été considérablement augmentée en utilisant la combinaison entre
le score 4T > 3 et un titre positif > 3,25 U/mL. La spécificité diagnostique est de 100%
lorsque le titre est > 12,40 U/mL.

Conclusion :

Nous avons démontré que des valeurs plus €élevées des anticorps anti PF4/H étaient associées
a une forte probabilité d'avoir une TIH. Ainsi, un titre d'HemosIL IgG (PF4-H) > 12,40 U/mL
a une spécificité de 100% ce résultat suggere qu’il n’y a plus d’intérét de réaliser un test

fonctionnel pour confirmer le diagnostic de TIH dans ces cas.
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Introduction

La thrombopénie induite par I’héparine (TIH) est une réaction médicamenteuse sévere,
parfois mortelle, associant une diminution de la numération plaquettaire a un risque élevé de
thrombose, due a la présence d’anticorps activateurs de plaquettes dirigés contre les
complexes PF4 / héparine (1) (2). La TIH est une maladie dont le pronostic dépend de la
détection précoce de la TIH et de I’arrét de I’héparine dés que le diagnostic est évoqué (3). Il
s'agit d'une maladie paradoxale, alors que l'anticoagulant est administré pour prévenir la
thrombose, I'événement clinique majeur est un risque accru de thrombose. Le diagnostic
repose a la fois sur 1'évaluation clinico-biologique (score 4Ts ou The HIT Expert Probability
(HEP) (2) (4)) et la démonstration in vitro de la présence du facteur plaquettaire 4 (PF4) /
anticorps anti-héparine (H) avec une activité fonctionnelle positive. Un diagnostic erroné de la
TIH peut étre fatal et un diagnostic de TIH faussement positif peut avoir de graves
implications cliniques et financieres telles que I'utilisation d'inhibiteurs directs de la
thrombine (ITD) qui a leur tour peuvent entrainer un risque hémorragique plus élevé et un
cout médicamenteux accru.

Etant donné qu'aucun test de laboratoire disponible ne présente une sensibilité et une
spécificité de 100%, les résultats des tests de laboratoire doivent toujours étre interprétés en
fonction du contexte clinique. De nombreux immunoassays sont disponibles dans le
commerce. Plus récemment, 1'AcuStar® IgG anti PF4/H, un immunoassay rapide utilisant le
principe de chimiluminescent, permettant la détection des anticorps anti PF4/H en moins
d'une heure, a ét¢ développé. Les différents tests présentent une hétérogénéité de valeur de
prévalence positive (VPP) et de valeur prédictive négative (VPN) (5) (6). La spécificité et la
valeur de prévalence positive (VPP) des dosages immunologiques sont normalement plus
faibles que les dosages fonctionnels car ils détectent ¢galement les anticorps cliniquement non
significatifs (1) (3). Selon les recommandations, des tests fonctionnels sont nécessaires pour
confirmer le diagnostic de TIH et ont une sensibilité et une spécificité acceptables pour la
TIH. Le test de libération de sérotonine est considéré comme le gold standard avec une
sensibilité et une spécificité €levées, tandis que le test d'agrégation plaquettaire a une faible
sensibilit¢ mais présente une bonne spécificit¢ (7) (8). Malheureusement, ces tests
fonctionnels ne sont pas immédiatement disponibles. Ainsi, une spécificité élevée des dosages
immunologiques est nécessaire pour prévenir 1’administration de thérapies anticoagulantes
alternatives remplagant I'héparine car ces dernieres sont plus difficiles a gérer et beaucoup
plus cotiteuses (9) (10). Pour les tests ELISA, plusieurs algorithmes prenant en compte

I’intensité de la densité optique (DO) et la probabilité¢ de TIH (11 - 13) ont été proposés, alors
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qu’il y a peu de données sur les algorithmes dans la littérature concernant 1'immunoassay
chimiluminescent.
L'objectif de ce travail est d'évaluer une stratégie diagnostique combinant le score 4Ts, avec le

résultat d'HemosIL® AcuStar HIT-IgG (PF4-H) pour confirmer le diagnostic de TIH.

Matériels et méthodes

Schéma de I’Etude

Cette ¢tude rétrospective mono-centrique a ¢té réalisée dans I'Assistance Publique-Hopitaux
de Marseille-La Timone, entre octobre 2016 et fin octobre 2019 et a concerné tous les patients
hospitalisés avec suspicion clinique de TIH et toutes les demandes externes. Tous les patients
inclus ont été traités par héparine non fractionnée (HNF) et / ou héparine de bas poids
moléculaire (HBPM). Dans cette étude et comme le recommande le American Society of
Hematology (ASH) 2018 (14), les patients ayant re¢cu une de I'HNF et dHBPM ont été
considérés comme appartenant au groupe HNF (14). Les critéres d'exclusion incluaient des
demandes injustifiées en raison de l'absence d'anticoagulant administré ou de l'utilisation
d'autres anticoagulants, par exemple le fondaparinux ou le danaparoide sodique (Figure 1
supp).

Toutes les informations sur les antécédents cliniques et le traitement a 1'héparine ont
été extraites pour chaque patient a partir de la base de données de I'hopital. La probabilité
clinico-biologique de TIH (faible, intermédiaire ou ¢élevé) a été calculée a 'aide du score 4Ts
(14 - 16). Les antécédents médicaux de chaque patient ont été¢ analysés en profondeur. Le
score 4T a été évalué indépendamment par deux investigateurs expérimentés (LCJ et CG),
indépendamment des résultats des analyses de laboratoire. Les médicaments associés a un
risque de thrombocytopénie ont été définis selon Arepally et al (1) (15). 30 patients n'avaient
pas d'évaluation du score 4T (demandes externes).

Les patients «TTH confirmés» présentent les critéres suivants : plasma testé positif a la
fois avec AcuStar IgG anti PF4/H et un test fonctionnel (SRA ou un test d'agrégation
plaquettaire). Les patients sont également considérés comme positifs lorsque leur évolution
clinique et leur numération plaquettaire ont été¢ jugées compatibles avec la TIH, soit par une
investigation approfondie (score 4Ts > 4 points), soit par examen profond des cas cliniques
dans les cas avec un score faible (< 3). Tous les autres patients ont été classés comme «TIH

négatifsy.
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Immunoassay HemosIL® AcuStar HIT-IgG (PF4-H)

Les échantillons de sang veineux ont été prélevés dans des tubes contenant du citrate de
sodium a 3,2%. Apres centrifugation, les échantillons de plasma ont été congelés a -80 ° C.
Tous les plasmas citratés ont été analysés par la méthode automatisée HemosIL® AcuStar
HIT-IgG (PF4-H) qui repose sur un principe immunologique chimiluminescent quantitatif
selon les instructions du fabricant (6). Tous les patients, méme avec un score 4T faible, ont été
testés. Le fabricant indique que les résultats supérieurs ou égaux a 1,00 U/mL sont associés a
la présence d'anticorps anti (PF4/H) (6). En conséquence, lorsqu'un titre d'anticorps supérieur
ou égal a 1 U/mL (seuil fixé par le fabricant), un test fonctionnel (test un test d'agrégation

plaquettaire et / ou un test de libération de sérotonine [SRA]) a été réalisé (14).

Test d’Agrégation plaquettaire induite par 1'héparine par Transmission de la Lumiére
(LTA):
Le test d’Agrégation plaquettaire induit par 'héparine par Transmission de la Lumiere (LTA)
a été réalisé sur du plasma avec une héparine présumée responsable de la thrombocytopénie,
selon Minet et al, (17), en utilisant 1'agrégometre APACT 4004 Labitec (LAbor BioMedical
Technologies GmbH, Ahrensburg, Allemagne). Quatre Plasma riche en plaquettes (PRP) de
donneurs sains ont été réalisés en parall¢le. Le PRP de chaque donneur a été incubé avec du
plasma malade en présence d'une faible concentration d'héparine (1 UI/mL). Si ce test était
positif, la méme technique était réalisée avec du NaCl a 0,9% au lieu de 1'héparine. Si le
deuxiéme test était également positif, cela était interprété comme une réaction non spécifique
et I'héparine n'était pas responsable de l'agrégation. Cependant, si le test avec le NaCl était
négatif, le PRP était incubé avec du plasma malade en présence d'une concentration élevée
d'héparine (100 Ul/ml).

Le test est interprété sur pourcentage d'agrégation. Le résultat est considéré comme
positif lorsque l'agrégation plaquettaire compléte (non réversible), réalisée avec deux
donneurs sains différents, présente une intensité supérieure a 20% en présence d'une faible

concentration d'héparine et a été inhibée par la concentration élevée de HNF (18).

Tests de libération de sérotonine SRA

La SRA conventionnelle a été réalisée comme décrit précédemment (19) avec des
modifications mineures. Les plaquettes de donneurs sains ont été sélectionnées en fonction de
leur bonne réactivité aux échantillons de plasma TIH connus, et marquées a la 14C-sérotonine

(14C-5HT, Perkin Elmer, Villebon-sur-Yvette, France) pendant 45 min a 37 ° C (14,8 kBq /
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ml PRP). Aprés lavage, 75 ul de plaquettes marquées en suspension a 300 x 10°/L dans du
tampon Tyrode avec 3 mmol/l de calcium ont été incubés pendant 1 heure a température
ambiante avec 20 pl d'échantillon testé et 5 ul d'héparine non fractionnée a 0, 0,1, 0,5 ou 10
UlI/ml (concentrations finales). La réaction de libération a été arrétée avec du PBS-EDTA (0,1
mol/1) et les plaquettes ont ensuite ét¢ centrifugées. La radioactivité dans les surnageants a
ensuite ét¢ comptée par comptage a scintillation liquide (LSC; Perkin Elmer) et exprimée en
pourcentage de libération de sérotonine (%) par comparaison avec la radioactivité totale dans
la préparation plaquettaire.

Le PF4-SRA a ¢été réalisé comme décrit précédemment (20) avec addition de 10
ug/mL de PF4 humain exogéne (Hyphen BioMed, Neuville-sur-Oise, France) pré-incubé
pendant 10 minutes avec des plaquettes avant le test.

Quel que soit le test réalis¢ (SRA conventionnel ou PF4-SRA), le résultat du test a été
considéré comme positif avec une libération de 14C-sérotonine > 20% mesurée a 0, 0,1 ou 0,5
Ul/ml d'héparine et une inhibition compléte & 10 UI / ml (inhibition de la sérotonine 14C

<20% ou > 50%).

Analyses statistiques

L'analyse statistique a été réalisée a l'aide d'IBM SPSS Statistics version 20.0 (IBM SPSS
Inc., Chicago, IL, USA). Les données sont exprimées en moyenne =+ I'écart-type ou en
médiane avec un intervalle interquartile. Deux groupes ont €té comparés en utilisant le test du
chi carré ou le test exact de Fisher pour les caractéristiques catégorielles, et en utilisant le test-
t de Student ou le test U de Mann-Whitney pour les caractéristiques continues, selon le cas.
Pour comparer plus de deux échantillons indépendants, 1'analyse de variance (ANOVA) a été
utilisée ou le test non paramétrique de Kruskal-Wallis. Les points de coupure ont été calculés
en sélectionnant le point sur la courbe ROC qui maximisait a la fois la sensibilité (Se) et la
spécificité (Sp). La valeur prédictive négative (VPN), la valeur prédictive positive (VPP) et la
précision ont été fournies avec leurs intervalles de confiance a 95%. Une valeur p bilatérale

inférieure a 0,05 était considérée comme statistiquement significative.
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Résultats

1. Données démographiques
Les caractéristiques de la population ¢tudiée sont présentées dans le tableau 1. Au total, 1300
patients ont été inclus dans cette étude. Parmi eux, 766 (58,9%) étaient des hommes. L'age
moyen était de 64,8 ans. 59,2% des patients ont recu de 'HNF et 40% de I'HBPM. Pour les
deux traitements, les deux tiers des patients ont ét¢ hospitalisés dans des services médicaux.
Pour 10 patients (0,8%), le type d'héparine administré n'était pas connu (manque
d'informations transmises par les hopitaux externes).

725 (55,8%) de tous les patients ont un score faible (<3), 506 (38,9%) un score
intermédiaire (4-5) et 39 (3%) des patients ont un score élevé (6-8).
Le score 4Ts moyen était de 3,2 £ 1,47, la durée moyenne du traitement a 1'héparine était de

11,54 jours et 82 patients ont eu un événement thrombotique (6,3%).

2. Résultats du dosage immunologique HemosIL® AcuStar HIT-IgG (PF4-H)
1206 (92,8%) patients parmi les 1300 avaient un résultat du test Acustar négatif, en prenant
en compte le seuil de positivité de (1 U/mL), selon le fabricant) Seulement 94 patients (7,2%)
avaient une valeur positive (Tableau 1).
Les patients négatifs étaient principalement traités par HBPM et présentaient une prévalence
accrue de cancer actif (p = 0,02). Seuls 15 patients avaient un score 4Ts éleve (Figure 2).
Parmi ces 15 patients, 12 (80%) avaient présenté des événements thrombotiques et 12 (80%)
étaient sous HNF.
Les patients positifs ont été principalement traités par HNF 84% vs 15,9% pour le traitement
HBPM (p <0,001). Parmi eux, 59,5% ont été traités pour des indications médicales. Les
patients positifs ont plus souvent subi une Circulation Extra- Corporelle (CEC) et une
hémodialyse (p <0,001). 17 patients avaient un score 4Ts faible, parmi eux 12 patients étaient
traités par HNF (70,6%), 7 ont subi une CEC (41,2%) et 10 (58,8%) avaient des signes
d'infection.
Il n'y avait pas de différence significative en terme de prévalence pour 1’Extracorporeal
Membrane Oxygenation (ECMO), I’existence d’une infection ou une hémoculture positive
entre les deux groupes. Les scores 4T intermédiaires et élevés étaient significativement plus
observes chez les patients avec des anticorps anti PF4/héparine positifs (p <0,001) (Tableau 1)
(figure 1).
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3. Confirmation du diagnostic de TIH
Les tests fonctionnels ont été réalisés uniquement sur des patients avec un test immunoassay
PF4/H positifs (n = 94).

Les patients « TIH confirmés » ont été définis comme des patients dont le plasma a été testé
positif a la fois avec AcuStar IgG anti PF4/H et un test fonctionnel (SRA ou un test
d'agrégation) avec des profils cliniques compatibles avec une vraie TIH.

Tous les 94 patients positifs au test immunologique ont été testés avec un test d'agrégation a
l'exception de 3 patients (96,8%). Lorsque les résultats de la PAT étaient positifs, les patients
¢taient considérés comme positifs pour le TIH et aucun test SRA n'a été réalis¢ (n = 28,
29,8%). Par conséquent, 63 échantillons ont été testés avec SRA (67%), 34 patients étaient
SRA positifs (36,2%) et 29 (30,8%) étaient SRA négatifs. Les trois patients n'ayant pas eu de
test fonctionnel (demandes externes sans plasma suffisant) ont été diagnostiqués cliniquement
(3,2%). Le diagnostic de TIH a été confirmé chez 65 (69,1%) patients.

Pour les groupes TIH négatifs et positifs, 'HNF a été plus souvent utilisée que
I'HBPM (p <0,001), mais aucune différence significative ne peut étre détectée en termes
d'indication de I'héparine. Concernant le score 4Ts, lorsque la TIH était négative, 48,2% des
patients avaient un score faible (<3). A ’inverse, 4,6% des patients qui avaient un score faible
étaient TIH positifs (p <0,001). Aucune différence significative n'a été observée en cas de
score intermédiaire.

Un nombre significativement plus élevé de patients (n = 23) avec un score élevé était
dans le groupe TIH positif (35,4%), un patient étant dans le groupe TIH négatif (3,5%), (p
<0,001).

Parmi les patients traités par hémodialyse, la fréquence des TIH négative est
significativement augmentée (p= 0,043), ce qui souligne la présence d'anticorps anti PF4/H
non fonctionnels chez ces patients.

Aucune différence significative des taux d'infection n'a été observée (p= 0,179)
(Tableau 2).

La valeur moyenne (£ SD) des anticorps anti PF4 / H dans le groupe TIH négatif était de 3,67
+ 3,41 avec des valeurs extrémes entre [1,07 - 12,38], tandis que dans le groupe TIH positif

était de 23,9 + 39,7 [1,2 - 240]. (p<0,001).

4. Performance du score 4Ts:
Parmi 1300 participants a I'é¢tude, 30 patients n'avaient pas d'évaluation du score 4T

(demandes externes). La TIH a été confirmée chez 3 patients sur 725 parmi ceux ayant un
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score 4T faible (0,4%), 39 sur 506 avec un score 4T intermédiaire (7,7%) et 23 sur 39 avec un
score 4T ¢levé (58,9%). Les meilleures sensibilité et spécificité ont ét¢ déterminées pour le
score 4T avec un score> 3, la sensibilité était de 95,08 (IC: 86,3 - 99,0%) et la spécificité était
de 50,00% (IC: 30,6 - 69,4%).

5. Performance de HemosIL® AcuStar Anti PF4/H:

Nous nous sommes basés sur les travaux fournis par Warkentin et al (21) ou les résultats du test
AcuStar ont été classés comme négatifs (0,00 - 0,99 U/mL), faiblement positifs (1,00 - 4,99
U/mL), positifs (5,00 - 19,99 U/mL) et fortement positifs (> 20,00 U/mL), La méme approche a
été réalisée avec nos seuils en utilisant l'analyse de notre courbe ROC. Aprés que le diagnostic
TIH confirmé, nous avons déterminé les seuils optimaux pour AcuStar HIT-IgG (PF4-H), en
utilisant des analyses de courbe ROC. Ainsi, nous avons divisé nos patients avec une TIH
confirmée en trois sous-groupes, selon le titre anticorps anti PF4/H: titre faible positif (1 - 3,24
U/mL), titre positif (3,24 - 12,40 U/mL) et titre fort positif (> 12,40 U/mL) (Figure 2). Au seuil
optimal de 3,25 U/mL, la sensibilité était de 83,61 (IC: 71,9 - 91,8%) et la spécificit¢ de 67,86
(IC: 47,6 - 84,1%). Un autre seuil de 12,40 U/mL a été évalué. La sensibilité était de 40,98 (IC:
28,6 - 54,3%) et la spécificité était de 100,00 (IC: 87,7 - 100,0%).

Pour les trois sous-groupes, I’HNF a été le plus souvent utilisée. Quelle que soit la
valeur de l'anticorps anti PF4/H, aucune différence n'a été détectée entre les trois sous-groupes
en ce qui concerne le type d'héparine et 1'indication du traitement. En général, plus de 50% de
tous les sous-groupes avaient un score intermédiaire. L'hémodialyse et l'infection étaient
significativement plus fréquentes dans le titre positif faible que dans les titres plus élevés
(Tableau 1 supp).

Le diagnostic de TIH a été confirmé chez tous les patients avec un titre fort positif (>
12,40 U/mL) (n = 26, 27,6% de nos 94 anticorps positifs), de méme, nous avons eu moins de
faux positifs TIH chez les patients avec un titre faible positif (1 - 3,24 U/mL) (n = 18, 62%
des patients avec un titre faiblement positif et 19,1% de tous les patients anticorps anti PF4/H

positives).

6. Performance de HemosIL® AcuStar Anti PF4 / H et score 4T combinés:
En utilisant le seuil de 3,25 U/mL déterminé dans notre étude, combiné a un score 4T > 3, la
sensibilité était de 78,46% (IC a 95%: 67,03 - 86,71) et la spécificité de 75,86% (IC a 95%:
57,89 - 87,78%), la VPP était de 87,93% (IC a 95%: 77,12 - 94,03%) et la VPN était de
61,11% (IC a 95%: 44,86 - 75,22%).
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Discussion:

Des valeurs plus élevées de HemosIL® AcuStar HIT-IgG (PF4-H) étaient associées a une
probabilité accrue de TIH. La spécificité¢ diagnostique a été considérablement augmentée en
utilisant la combinaison du score 4Ts > 3 et d'un titre positif > 3,25 U/mL, (sensibilité =
78,46% et spécificité = 75,86%). Un titre positif fort (> 12,40 U/mL) a confirmé le diagnostic
de TIH dans notre étude (avec une spécificité de 100%).

Notre étude a été réalisée dans un hopital tertiaire et tous les patients suspectés d’avoir TIH
ont été consécutivement inclus. Parmi les 1300 patients consécutifs inclus, 94 patients (7,2%)
étaient positifs avec I’Immunoassay HemosIL® AcuStar HIT-IgG (PF4-H), ( > 1 U/mL), ce
qui est inférieur aux performances des tests d'immuno-absorption enzymatique (ELISA) avec
des populations comparables (environ 15%) (22 - 23).

Les caractéristiques cliniques de notre population étudiée sont conformes aux profils
des patients recrutés dans un hopital tertiaire (3) (24 - 25). Les patients ayant des taux
d’anticorps anti PF4/H positifs (> 1U/mL) étaient principalement traités par HNF par rapport
au traitement par HBPM (84% vs 15,9% respectivement, p <0,001) et significativement plus
de patients ont subi une CEC et une hémodialyse (p <0,001), alors que dans le groupe négatif,
plus de patients avaient un cancer actif (p= 0,02). Il n'y avait pas de différences significatives
en termes d'ECMO, d'infection ou d'hémoculture positive entre les deux groupes.

Selon les recommandations de 1’ASH, le test fonctionnel n'a été réalisé que chez les
patients ayant un anticorps anti PF4/Héparine positif. Un test de libération de sérotonine et /
ou un test d’agrégation plaquettaire ont été¢ réalisés pour 96,8% des patients positifs aux
anticorps (aucun plasma n’était disponible pour 3 patients). Le SRA est considéré comme le
gold standard actuel (26), mais il présente certaines limites concernant sa complexité et son
accessibilité. Le LTA, malgré sa faible sensibilité, a une spécificité¢ de 100% (7) (8). Ainsi,
dans notre étude, un test d'agrégation positive LTA est considéré comme une TIH positive
sans qu'il soit nécessaire de réaliser un test SRA. En utilisant le seuil d'AcuStar HIT-IgG
(PF4-H) a 1 U/ml, l'incidence des patients TIH confirmé dans notre étude (basée sur un test
fonctionnel positif ou une évaluation clinique) était de 5% (65 sur 1300), ce qui est conforme

aux résultats observés chez les patients traités par héparine et suspectés de TIH, ou le TIH

varie de 0,1% a 5,0% (27 - 31).

Comme cela fut proposé par Warkentin et al (21), notre population a été divisée selon le titre
des anticorps anti PF4/héparine. Nous avons défini trois seuils en utilisant des analyses de

courbe ROC (1 - 3,24 U/mL, 3,25 - 12,40 U/mL et > 12,40 U/mL). Tous les patients avec un
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titre fort positif (> 12,40 U/mL) avaient une TIH confirmée. Notre seuil était inférieur au seuil
fixé par Warkentin et al, (> 20 U/mL). Il est intéressant de noter que nous avons plus de
patients atteints de TIH négative (62%) avec un titre faible positif (1 a 3,24 U/mL) que
Warkentin (21). Ensuite, la méme analyse a été réalisée mais cette fois en utilisant les 3 seuils
proposés par Warkentin (21) (1 - 4,99 U/mL, 5 - 19,99 U/mL et > 20,00 U/mL). Dans le
premier sous-groupe, 50% de nos patients avaient une TIH négative. Par conséquent, en
utilisant nos seuils, nous pourrions augmenter la probabilité d'exclusion de la TIH chez les
patients avec une faible valeur des anticorps anti-PF4 / H (<3,24 U / mL). De plus, nos
données ont permis de confirmer la TIH dans des échantillons avec un seuil d'anticorps anti-
PF4/Ha(>12,4U/mL), ce qui est inférieur a la valeur proposée par Warkentin (> 20,00 U /
mL), car nous n'avons trouvé aucun patient négatif dans ce groupe. De méme, la probabilité
d'une TIH positive augmente avec le titre en anticorps anti PF4/héparine comme décrit

précédemment avec le test Elisa (11) (32).

Les recommandations de I’ASH 2018 proposent de ne pas effectuer de tests
biologiques (forte recommandation) en cas de suspicion de TIH avec un score de 4T faible.
Plusieurs études d'évaluation ont évalué la précision diagnostique du score 4T (4) (33 - 35) et
une méta-analyse montrait une VPN ¢élevée (99,8% ; IC a 95%: 97-100%) (14). Dans notre
étude, 3 patients sur 725 avec un score 4T faible (0-3) (0,4%) ont une TIH positive (SRA
positif). Ces cas ont été soigneusement revus par un hématologue expert et tous les trois ont
été validés comme un score faible. Ainsi, la VPN pour le score 4T dans notre étude était plus
faible, a 94,31% (IC a 95%: 92,8-95,5%). Différentes études ont montré une sensibilité
inférieure que celle décrite dans la méta-analyse susmentionnée (14), (sensibilité 81,3% ; IC a
95%: 67,7- 94,8%; spécificité 63,8%; IC a 95%: 59,6 - 68,0%) (36). Par conséquent, et en
raison des difficultés de calcul du score 4Ts en pratique clinique, certains auteurs sont
parvenus a la conclusion qu'un score 4T faible (< 3) seul est insuffisant pour exclure la TTH
en pratique clinique (37 - 38). Ceci est cohérent avec nos résultats. 15 patients avaient un
score 4Ts ¢élevé avec des anticorps anti PF4/H négatifs. Des tests fonctionnels ont été
effectués pour tous et ont tous été considérés comme négatifs. Ces résultats révelent les
difficultés a réaliser le score 4T chez des patients ayant des antécédents médicaux complexes

et sont cohérents avec les conclusions de Cuker et al (14) et Pischco et al (39).

De manicre pertinente, en combinant le score 4Ts et le titre d'anticorps anti

PF4/héparine, nous avons observé une augmentation significative de la spécificité et de la
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sensibilité par rapport au score 4T seul ou au dosage immunologique seul. Cela souligne la
complexit¢ a confirmer un diagnostic de TIH notamment chez les patients admis en
réanimation. Nous n'avons pas ét¢ en mesure d'effectuer des tests fonctionnels chez tous les
patients. Cependant, dans notre population, les performances de cette association étaient
inférieures a celles décrites par Warkentin (21). Nous pourrions expliquer cet écart par la forte

prévalence des patients admis en réanimation dans notre cohorte (26,5%).

Nos résultats ci-dessus suggerent que ni le score 4T seul, ni les tests de laboratoire ne peuvent
diagnostiquer correctement une TIH, donc afin d'éviter le risque d'erreur de diagnostic de

TIH, nous proposons un algorithme de diagnostic qui peut aider a améliorer la précision

diagnostique de TIH. (Figure 3).

Limites:

Nous sommes conscients que notre étude présente plusieurs limites. Tout d'abord, il s'agit
d'une étude rétrospective et certaines informations cliniques ainsi que certains résultats
biologiques n'étaient pas toujours disponibles. Nous avons essayé de surmonter cet obstacle
en effectuant une recherche approfondie pour chaque cas. Deuxiémement, les patients avec
des anticorps négatifs (<1 U/mL) n'ont pas été testés avec un test fonctionnel, en se basant sur
les données publiées par Legnani et al. (6) expliquant la sensibilité¢ élevée et les valeurs

prédictives négatives a 100% de HemosIL® AcuStar.

Troisiémement, nous n'avons pas pu effectuer le test fonctionnel pour confirmer la présence
de TIH chez 3 patients avec des anticorps anti-PF4/H positifs, car il n'y avait plus de plasma
restant disponible, mais ces patients ont été étudiés attentivement et nous avons pu les classer

compte tenu de leur évolution clinique.
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Conclusion:

Il existe une corrélation significative entre les valeurs plus élevées des anticorps anti-PF4 / H
et la probabilité¢ d'avoir une TIH. La spécificité¢ diagnostique a été fortement augmentée en
utilisant la combinaison entre le score 4Ts > 3 et un titre d’anticorps anti PF4/H positif > 3,25

U/mL.

Un titre d'HemosIL® AcuStar HIT-IgG (PF4-H) > 12,40 U/mL a une spécificité de 100%, et
par conséquent, une combinaison d'évaluation clinique et de tests de laboratoire garantira au

mieux l'exactitude du diagnostic de la TIH.
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Légendes des figures

Figure 1: Titre de l'anticorps anti-PF4 / héparine selon le Score de 4Ts dans la population générale.

Figure 2: Diagnostic de TIH selon le titre des anticorps anti PF4 / H:

Les patients ont été divisés en trois sous-groupes, selon le titre d’anticorps anti PF4 / H : titre faible positif (1 -
3,24 U / mL), titre positif (3,25 - 12,40 U / mL) et titre fort positif ( > 12,40 U / mL). TIH négatif (tracé blanc),
TIH positif (tracé noir).

Le diagnostic de TIH a été confirmé chez tous les patients avec un titre fort positif ( > 12,40 U / mL) (n = 26,
27,6% de nos 94 anticorps positifs), de méme, nous avons eu moins de faux positifs de diagnostic de TIH chez
les patients avec un titre faible positif (1 - 3,24 U/ mL) (n = 18, 62% du titre total faiblement positif et 19,1% de
tous les patients positifs anticorps anti PF4 / H).

Figures supplémentaires:
Figure 1 supp: Organigramme de 1’étude
Figure 2 supp: Algorithme de diagnostic suggéré pour le diagnostic de HIT en utilisant Acustar Hemosil® anti-

PF4/H

Légendes des tables

Tableau 1: Données démographiques
Tableau 2: Caractéristiques des patients TIH positifs par rapport aux patients TIH négatifs.

Tableau 3: Caractéristiques des patients selon trois groupes de titres.
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Tableau 1: Données démographiques

Patients inclus Ac Anti PF4/H(+)  Ac Anti PF4/H (-) P value
n 1300 94 1206
Age (années, mean £ SD) 64.8+17.6 66+17.1 64.7+17.7 0.494
Sexe, Male (%) 766 (58.9) 55 (58.5) 711 (59) 0.933
Heparine administré
HNF(n,%) 769 (59.2) 79 (84) 690 (57.2) 0.034
Patients Médicaux (n,%) 526 (68 .4) 50(63.3) 479 (69.4) 0.153
Patients chirurgicaux (n,%) 227(29.5) 29(36.7) 195 (28.2)
HBPM (n,%) 521 (40.1) 15(15.9) 506 (41.9) <0.001
Patients Médicaux (n,%) 395 (75.8) 5(33.3) 389 (76.8) <0.001
Patients chirurgicaux(n,%) 110(21.1) 9(66.6) 102 (20.2)
Chirurgie Cardiaque (ECC) (n,%) 132(10.2) 20(21.3) 112 (9.3) <0.001
Hémodialyse (n,%) 141(10.8) 23(24.4) 118(9.8) <0.001
Infection (n,%) 569 (43.7) 39(41.5) 530(43.9) 0.603
Hémoculture positive (n,%) 192 (14.7) 15(16) 178 (14.7) 0.790
Infection par Staphylococcus aureus 43(3.3) 4(4.3) 39(3.2) 0.546
(n, %)
ECMO (n,%) 90 (6.9) 9(9.6) 81(6.7) 0.265
Cancer active (n,%) 223(17.2) 8(8.5) 215 (17.8) 0.020
Médicaments thrombocytopiants
905 (69.6) 61(64.9) 844 (69.9) 0.149
(n,%)
Score 4Ts (n,%)
Risque faible (<3) 725 (55.8) 17 (18) 708 (58.7)
Risque intermédiare(4-5) 506 (38.9) 53 (56.4) 453 (37.6) <0.001
Risque élevé (6-8) 39(3) 24 (25.5) 15(1.2)
Durée de Theparino-therapie (jours) 11.5 [1-316] 11.16 [2-45] 11.59 [1-316] 0.713
(mean, extreme values)
Arrét de I'héparine (n,%) 670 (51.5) 79 (84) 591 (49) <0.001
Thrombose (n,%) 82(6.3) 19(20.2) 63 (5.2) <0.001

Ac Anti PF4/H, Anticorps anti PF4/Héparine ; HNF, héparine non fractionnée; HBPM, héparine de bas poids
moléculaire; ECMO, oxygénation extracorporelle des membranes; ECC, circulation extracorporelle.



Tableau 1 supp : Caractéristiques des patients selon les trois groupes de titres :

Anticorps Anti PF&/H
Titre: Titre: Titre:
Tous +
1-3.24 UfmlL 3.25-12.40 U/mL >12.40 UfmL
n, % 94 29 (30.8) 33 (41.5) 261(27.7)
Age, années (n + 5D) B6+17.1 618+ 198 66.6+ 159 69.9+14.9
Male (n, %) 55 (58.5) 15 (51.7) 26 (B6.5) 14 (53.8)
HNF Tous 79 (84) 22 (75.8) 36 (92.3) 21 (80.7)
[n, %) Medical 47 (59.5) 13 |53) 20(55.8) 14 (66.6)
(hlrurgltal 32 (40.5) 9 (40.9) 16 (44.4) 7(33.3)
HBPM Tous 15 (15.9) 7[(24.1) 3(7.7) 5(19.2)
[n, %) Meédical 6 (42.9) 3 [42.9) 1(33.3) 2 (40}
c B(57.1) 4 (57.1) 1(33.3) 3 (60}
17 (18) 10 (34.5) 5(12.8) 2(7.7)
Score 4Ts (n, %) I {4-5) 53(56.4) 15 (51.7) 25(64.2) 13 (50)
H (6-8) 24(25.5) 4 (13.8) 9(23) 11 (42.3)
ECC (n, %) 20(21.3) 5(17.2) 10{25.6) 5(19.2)
Hémodialyse (n, %) 23 (24.4) 10 (24.5) 11(28.2) 2(7.7)
Infection (n, %) 33 (41.5) 16 (55.2) 14 (35.9) 9 (34.6)
TIH confirme (n, %) 65 (69.1) 11(38) 28(718) 26 (100)
TIH infirmé (n, %) 29130.9) 18 (62) 11(28.2) a

P VALUE

0.211
0.396

0711

0.999

0.030

0.674
0.054
0.197
<0.001
<0.001

Ac Anti PF4/H = anticorps anti PF4/héparine; HNF = héparine non fractionnée; HBPM = héparine de bas poids

moléculaire; Score 4Ts: F = score faible, [ = score intermédiaire et H = score haut. -Lorsqu'il y a eu
administration a la fois d'HNF et d'HBPM = considérée comme HNF.
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Tableau 2: Caractéristiques des patients TIH positifs par rapport aux patients TIH négatifs:

Anticorps Anti PF4/H Positive P value
n=94
TIH Positive TIH Negative
N, (%) 65 (69.1) 29(30.9)
Age (années, mean £ SD) 68.47 £ 16 60.5+18.4 0.037
Sexe, Male (%) 37(56.9) 18 (62) 0.640
Heparine administré
HNF (n,%) 55 (84.6) 24(82.7)
Patients médicaux (n,%) 30(54.5) 17(70.8) 0175
Patients chirurgicaux (n,%) 25 (45.5) 7(29.2)
HBPM (n,%) 10 (15.4) 5(17.3)
Medical patients (n,%) 4(40) 2 (40) 0.999
Patients chirurgicaux (n,%) 5(50) 3(60)
Chirurgie cardiaque (ECC) (n,%) 14 (21.5) 6(20.6) 0.926
Hémodialyse (n,%) 12 (18.4) 11(37.9) 0.043
Infection (n,%) 24(36.9) 15 (51.7) 0.179
Hémoculture Positive (n,%) 6(9.2) 9(31) 0.013
ECMO (n,%) 7(10.7) 2(6.9) 0.716
Cancer active (n,%) 6(9.2) 2(6.9) 0.999
Score 4Ts (n,%)
Mean =SD 5.15+1.4 3.68t1.33 <0.001
Risque faible (<3) 3(4.6) 14 (48.2)
Risque intermédiaire (4-5) 39 (60) 14 (48.2) <0.001
Risque élevé (6-8) 23(35.4) 1(3.5)
Anticorps Anti PF4/H (mean £ SD, extreme values) 23.9 £39.7[1.2-240] 3.67£3.41[1.07-12.38] <0.001

Ac Anti PF4/H, Anticorps anti PF4/Héparine; HNF, héparine non fractionnée; HBPM, héparine de bas poids

moléculaire; ECMO, oxygénation extracorporelle des membranes; ECC, circulation extracorporelle.
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Figure 1: Titre d’anticorps anti PF4/héparine selon la valeur du score 4Ts dans notre
population de 1300 patients:
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Cut-off = 1U/mL fixé par le fabricant. Les résultats des tests immunologiques de 1300 patients par rapport au
score 4Ts (score faible < 3; score intermédiaire 4-5; score élevé 6-8). Présence de 17 patients avec un score
faible et des anticorps anti PF4/H positifs. Présence de 15 patients avec un score élevé et des anticorps anti
PF4/H négatifs.
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Figure 1 supp : Organigramme de 1’é¢tude
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Figure 2: Patients avec diagnostic TIH confirmé divisé selon le titre des anticorps anti PF4/H:
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Figure 3: algorithme de diagnostic suggéré pour le diagnostic de TIH:
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ABREVIATIONS LIST

Anti PF4/H Ab : Anti Platelet Factor 4/Heparin AntiBodies

ASH : American Sociaty of Hematology

ECC : ExtraCorporeal Circulation

ECMO : ExtraCorporeal Circulation

HIT : Heparin Induced Thrombocytopenia

IgG : Immunoglobuline G

ICU : Intensive Care Unit

LMWH : Low molecular weight heparin

LTA : Heparin-induced Light Transmission Aggregation

PF4 : Platelet Factor 4

SRA : Serotonin Release Assays

UFH : Un Fractionated Heparin
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LISTE DES ABREVIATIONS

Ac Anti PF4/H : Anticorps Anti Platelet Factor 4/Héparine

ASH : American Sociaty of Hematology

CEC : Circulation ExtraCorporelle

ECMO : Circulation ExtraCorporelle avec Oxygénateur 8 Membranes

HBPM : Héparines de Bas Poids Moléculaire

HNF : Héparine Non Fractionnée

IgG : Immunoglobuline G

LTA : Agrégation Plaquettaire induit par I’héparine par Transmission de Lumiére

PF4 : Facteur 4 Plaquettaire

SRA : Serotonin Release Assays

TIH : Thrombopénie Induite par Héparine de type 2
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Résumé de ’article

La thrombopénie induite par I'héparine (TIH) est une complication du traitement
par I'héparine qui expose le patient a des complications thrombotiques engageant
le pronostic vital ou fonctionnel des patients. Un diagnostic erroné de la maladie
peut avoir des conséquences majeures sur la prise en charge des patients, ce qui
implique de définir la meilleure stratégie pour diagnostiquer la TIH. L'objectif de
cette étude était d'évaluer une stratégie diagnostique combinant le score 4Ts, avec
le résultat d'HemosIL® AcuStar HIT-IgG (PF4-H) pour confirmer le diagnostic de

Thrombocytopénie Induite par I'Héparine.

Il existe une corrélation significative entre les valeurs plus élevées des
anticorps anti-PF4 / H et la probabilité davoir une TIH. La spécificité
diagnostique a été fortement augmentée en utilisant la combinaison entre le score

4Ts > 3 et un titre d’anticorps anti PF4/H positif > 3,25 U/mL.

Un titre d'HemosIL® AcuStar HIT-IgG (PF4-H) > 12,40 U/mL a une
spécificité de 100%, et par conséquent, une combinaison d'évaluation clinique et

de tests de laboratoire garantira au mieux I'exactitude du diagnostic de la TIH.

Mots-clés: Thrombocytopénie Induite par I'Héparine, score 4T, Héparine,
Immunoassay, Chimiluminescent.
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