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Résumé	
	
	 Le	diagnostic	biologique	des	thrombopénies	induites	par	l’héparine	(TIH)	repose	
sur	la	détection	d’anticorps	(Ac)	dirigés	contre	le	FP4	modifié	par	l’héparine.	Les	tests	
ELISA	sont	couramment	utilisés	dans	nos	laboratoires	et	leur	compte	rendu	doit	
mentionner	le	seuil	de	positivité	du	test	ainsi	que	l’absorbance	mesurée,	une	valeur	
supérieure	à	1	étant	associée	à	une	plus	forte	probabilité	de	TIH.		Cependant,	l’ECAT	
rapporte	des	coefficients	de	variations	inter-essais	compris	entre	16	et	37%	selon	les	
trousses.	
Nous	avons	récemment	développé	un	Ac	monoclonal	d’isotype	IgG	(5B9),	possédant	un	
fragment	Fc	humain	et	qui	reconnaît	spécifiquement	le	FP4	modifié	par	l’héparine.	
	
	 L’objectif	de	ce	travail	a	été	d’évaluer	l’intérêt	d’utiliser	cet	Ac	5B9	comme	
calibrant	des	différentes	trousses	commercialisées	:	ASSERACHROM®	HPIA	–	IgG	
(Stago),	HAT45G®	(GTI)	et	ZYMUTEST®	HIA	IgG	(HYPHEN).	
Lors	de	chaque	expérimentation,	une	gamme	d’étalonnage	a	été	réalisée	avec	des	
concentrations	croissantes	d’Ac	5B9	(0	à	10	μg/mL)	et	les	absorbances	mesurées	avec	
les	plasmas	de	7	patients	positifs	ont	été	systématiquement	converties	en	‘équivalent	
5B9’.	L’expression	des	résultats	de	ces	7	patients	en	‘équivalent	5B9’	n’a	pas	permis	de	
diminuer	la	variabilité	inter	kits.	
	 Dans	un	second	temps,	nous	avons	évalué	l’intérêt	de	l’Ac	5B9	pour	standardiser	
les	résultats	au	sein	d’une	seule	trousse,	la	trousse	Asserachrom	HPIA	IgG	(Stago).	Dans	
ce	but,	nous	avons	réalisé	les	tests	dans	les	conditions	extrêmes	en	faisant	varier	la	
température	de	la	pièce	ainsi	que	les	temps	d’incubation	de	l’échantillon,	de	
l’immunoconjugué	et	du	substrat.	Quelques	soient	les	conditions	expérimentales	testées,	
la	courbe	de	calibration	est	d’allure	hyperbolique	avec	un	coefficient	de	corrélation	égal	
à	0.99.	L’expression	des	résultats	en	‘équivalent	5B9’	diminue	considérablement	le	CV	de	
deux	échantillons,	C1	et	un	Pool	au	1/5ème,	mais	pas	celui	de	la	référence	HPIA	
permettant	de	définir	le	seuil	de	positivité	du	test.	
	
	 Un	projet	multicentrique	prospectif	en	collaboration	avec	la	société	Stago	et	
visant	à	étudier	l’intérêt	de	l’utilisation	du	calibrant	5B9	avec	la	trousse	
ASSERACHROM®	HPIA	–	IgG	est	en	cours	de	rédaction.	Une	analyse	en	courbe	ROC	
permettra	de	redéfinir	le	seuil	de	positivité	du	test.	
	
	
	
Mots	clés	:	Thrombopénie	induite	par	l’héparine,	ELISA,	FP4,	Anticorps,	standardisation	
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Abstract	
	
	 Laboratory	testing	for	the	diagnosis	of	Heparin	induced	thrombocytopenia	(HIT)	
is	based	on	the	detection	of	antiplatelet	factor	4	(PF4)/heparin	antibodies.	ELISA	are	
commonly	used	and	results	should	mention	the	cut	off	value	of	the	test	as	well	as	the	
measured	absorbance,	a	value	higher	than	1	being	associated	with	a	high	probability	of	
HIT.	However,	the	ECAT	foundation	reports	between-tests	variations	from	16	to	37%	
depending	on	manufacturers.	
We	recently	developed	an	IgG	chimeric	monoclonal	antibody	(5B9),	with	a	human	Fc	
fragment	that	only	recognizes	PF4	modified	by	heparin.	
	
	 The	aim	of	this	study	was	to	assess	the	usefulness	of	5B9	as	a	calibrator	for	
different	commercialised	ELISA	kits	:	ASSERACHROM®	HPIA	–	IgG,	HAT45G®	and	
ZYMUTEST®	HIA	IgG.	
During	each	experiment,	a	calibration	range	was	performed	with	increasing	
concentrations	of	5B9	(0	to	10	μg/mL)	and	measured	absorbances	with	7	plasma	
samples	from	positive	patients	were	systematically	converted	in	‘equivalent	5B9’.	
Expression	of	results	in	these	7	patients	in	‘equivalent	5B9’	didn’t	reduce	variations	
between	the	different	methods	evaluated.	
	 Then,	we	assessed	the	usefulness	of	5B9	as	a	calibrator	within	one	kit,	
Asserachrom	HPIA	IgG	(Stago).	For	this	purpose,	we	performed	tests	in	extreme	
conditions	with	variations	of	the	room	temperature	or	incubation	time	of	sample,	
immunoconjugate	and	substrate.	
Whatever	the	experimental	conditions,	calibration	curve	was	hyperbolic	with	a	
correlation	coefficient	of	0,99.	Expression	of	results	in	‘equivalent	5B9’	of	two	samples	
C1	and	a	plasma	Pool	diluted	at	1:5	greatly	decreased	the	between-test	variations	but	
not	for	the	HPIA	reference	used	to	define	the	cut-off	value.	
	
	 A	prospective	multicentre	study	in	collaboration	with	Stago	and	assessing	the	
usefulness	of	5B9	as	a	calibrator	of	the	ASSERACHROM®	HPIA	–	IgG	kit	is	in	progress.	A	
ROC	curve	analysis	will	further	define	the	cut-off	value	of	the	assay.	
	
	
Keywords	:	Heparin	induced	thrombocytopenia,	ELISA,	PF4,	Antibody,	standardization	
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INTRODUCTION	
	

	

	

	 Les	thrombopénies	induites	par	l’héparine	(TIH)	sont	une	complication	rare	mais	

potentiellement	grave	des	traitements	anticoagulants	hépariniques,	due	à	une	réponse	

immune	atypique	à	l’héparine.	Celle-ci	est	responsable	d’une	synthèse	d’anticorps	(Ac)	

d’isotype	IgG	dirigés	contre	le	facteur	4	plaquettaire	(FP4)	modifié	par	l’héparine	

(FP4/H).	

	

	 La	TIH	est	un	syndrome	clinico-biologique	dont	le	diagnostic	repose	sur	

l’existence	de	signes	cliniques	évocateurs	associés	à	des	tests	biologiques	permettant	de	

détecter	ces	Ac	héparine-dépendants	pathogènes.	En	première	intention,	ces	Ac	sont	

recherchés	par	une	métode	immunoenzymatique.	Lorsqu’un	test	ELISA	spécifique	est	

réalisé,	l’absorbance	mesurée	permet	de	rendre	un	résultat	qualitatif	mais	également	

d’apprécier	la	quantité	d’Ac	anti-FP4/H	en	circulation.	

	

	 Il	existe	cependant	une	grande	variabilité	inter-essais	des	valeurs	d’absorbance	

car	elles	sont	dépendantes	des	conditions	de	réalisation	de	ces	tests	ELISA.	

	

	 Dans	ce	contexte,	l’objectif	de	mon	travail	a	été	d’évaluer	s’il	était	possible	de	

standardiser	les	différentes	trousses	ELISA	spécifiques	des	Ac	de	TIH	en	utilisant	un	Ac	

monoclonal	développé	dans	notre	laboratoire.	
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I.	PREMIÈRE	PARTIE	:	GÉNÉRALITÉS	
	

CHAPITRE	1	:	PHYSIOPATHOLOGIE	DES	THROMBOPÉNIES	INDUITES	

PAR	L’HÉPARINE	
	

La	TIH	est	une	complication	immunoallergique	des	traitements	par	héparine	due	à	une	

réponse	immune	spécifique	dirigée	contre	le	facteur	plaquettaire	4	modifié	par	

l’héparine.	

	 Le	FP4	est	une	chémokine	de	la	famille	des	CXCL4	libérée	des	granules	∝	lors	de	

l’activation	plaquettaire	et	qui	se	lie	à	des	substances	polyanioniques	comme	l’héparine.	

Cette	liaison	entraine	un	changement	conformationnel	du	FP4	et	l’apparition	de	néo-

épitopes	qui	vont	induire	la	synthèse	d’anticorps	spécifiques.	

	 L’affinité	de	l’héparine	et	des	polysaccharides	pour	le	FP4	dépend	grandement	de	

leur	longueur	et	de	leur	degré	de	sulfatation	(1).	L’héparine	non	fractionnée	est	de	ce	

fait	très	immunogène	puisque	les	larges	fragments	polysaccharidiques	se	lient	

fortement	aux	tétramères	de	FP4	et	modifient	fortement	sa	structure.	Les	héparines	de	

bas	poids	moléculaire	ayant	par	définition	des	fragments	plus	courts	et	une	charge	

électronégative	plus	faible,	modifient	moins	la	structure	du	FP4	et	sont	donc	moins	

immunogènes.	

	 La	réponse	immune	à	l’héparine,	lorsqu’elle	se	produit,	est	atypique 

En	effet,	elle	se	caractérise	par	l’apparition	concomitante	d’Ac	anti-FP4/H	de	classe	IgM,	

IgA	et	IgG.	Le	mécanisme	de	cette	réponse	immune	reste	en	partie	incompris.	

	 Ces	caractéristiques	sont	inhabituelles	pour	une	réponse	immune	primaire	et	

pourraient	être	expliquées	par	le	fait	que	les	mêmes	épitopes	antigéniques	exprimés	par	

le	FP4	modifié	par	l’héparine	aient	été	formés	avant	toute	exposition	à	l’héparine.	

	 De	nombreux	polysaccharides	sulfatés	autres	que	l’héparine	comme	les	

polysaccharides	chargés	négativement	présents	à	la	surface	de	bactéries	(2)	peuvent	

induire	des	modifications	conformationelles	du	FP4	similaires	à	ceux	induits	par	

l’héparine.	Des	Ac	anti-FP4/H	ont	ainsi	été	mis	en	évidence	chez	des	patients	souffrants	

de	parodontites,	infections	fréquentes	dues	à	des	germes	à	Gram	négatif.	
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	 Les	raisons	expliquant	pourquoi	seulement	une	partie	des	patients	traités	par	

héparine	synthétise	des	Ac	anti-FP4	modifié	par	l’héparine	et	pourquoi	une	large	

proportion	des	patients	immunisés	ne	développe	par	de	TIH	ne	sont	pas	entièrement	

élucidées.	

Des	variations	génétiques	du	promoteur	de	l’IL10	pourraient	avoir	un	rôle	important	

dans	la	réponse	immune	associée	aux	traitements	par	héparine	et	influencer	le	

développement	d’Ac	héparine-dépendants.	(3)	

Les	Ac	pathogènes	sont	principalement	d’isotype	IgG1	et	leur	présence	à	taux	élevé	est	

associée	à	un	risque	majoré	de	TIH.	

Le	rôle	des	polymorphismes	génétiques	situés	sur	les	gènes	codant	pour	FcɣRIIA	(42)	

ou	CD148	(43)	a	également	été	démontré,	expliquant	en	partie	pourquoi	seulement	

certains	patients	ayant	développés	des	Ac	anti-FP4/H	développent	une	thrombopénie	

associée	ou	non	à	des	thromboses.	En	effet,	la	TIH	est	connue	pour	son	haut	risque	de	

complication	thrombotique	artériel	ou	veineux.	Le	rôle	central	des	Ac	de	classe	IgG	

découle	de	leur	capacité	à	activer	les	cellules	par	leur	récepteur	Fc.	

Les	Ac	de	TIH	pourraient	également	se	lier	aux	cellules	endothéliales,	aux	leucocytes	et	

aux	monocytes,	et	entrainer	la	synthèse	de	facteur	tissulaire	qui	est	le	facteur	

déclenchant	principal	de	la	coagulation.	(4,5)	

CHAPITRE	2	:	TABLEAU	CLINIQUE	DES	THROMBOPÉNIES	INDUITES	

PAR	L’HÉPARINE	

1.	Délai	d’apparition	de	la	thrombopénie	

	 La	TIH	apparait	généralement	dans	les	5	à	14j	suivant	l’introduction	d’héparine.	

Elle	se	manifeste	par	une	chute	de	la	numération	plaquettaire	supérieure	à	40%	de	la	

numération	plaquettaire	initiale	ou	par	une	numération	plaquettaire	inférieure	à	100	

G/L.	(6).	

	 Toutefois,	il	existe	des	circonstances	d’apparition	retardée,	jusqu’à	3	semaines	

après	l’introduction	du	traitement,	en	particulier	lors	d’un	traitement	par	héparine	de	

bas	poids	moléculaire	(HBPM),	ou	d’apparition	précoce,	inférieure	à	5	jours,	en	cas	de	

traitement	héparinique	dans	les	trois	mois	précédents.	(6)	
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2.	Incidence	des	TIH	

	 Il	est	difficile	d’évaluer	l’incidence	exacte	des	TIH	en	raison	de	la	relative	rareté	

de	cette	pathologie	et	de	l’existence	de	nombreux	paramètres	qui	peuvent	modifier	cette	

incidence.	

En	effet,	le	risque	de	développer	une	TIH	est	plus	élevé	sous	héparine	non	fractionnée	

(HNF)	que	sous	HBPM	avec	une	incidence	de	la	maladie	de	l’ordre	de	1	à	5%	avec	les	

HNF	et	de	0,5%	avec	les	HBPM	(7).	Ce	risque	moindre	avec	les	HBPM	est	dû	au	fait	que	

les	fragments	de	faible	poids	moléculaire	ont	une	affinité	plus	faible	pour	le	facteur	4	

plaquettaire	et	modifient	moins	sa	structure	tridimensionnelle	(8).	Ainsi	le	risque	de	

TIH	avec	le	fondaparinux	(Pentasaccharide)	est	quasiment	nul	et	est	estimé	à	moins	de	

0,001%	(9).	

L’administration	par	voie	intraveineuse	et	l’utilisation	d’héparine	à	dose	curative	sont	

des	situations	qui	entrainent	une	majoration	du	risque	de	TIH	(10).	

Le	risque	de	TIH	varie	également	selon	l’indication	du	traitement	par	héparine.	En	effet,	

il	est	plus	élevé	lors	de	chirurgie	orthopédique	prothétique	ou	de	chirurgie	cardiaque	

que	lors	d’une	prise	en	charge	médicale	(11).	

Il	semble	également	que	les	femmes	soient	plus	à	risque	que	les	hommes.	Ce	phénomène	

est	retrouvé	dans	de	nombreuses	pathologies	auto-immunes	(10).	

3.	Complications	cliniques	

	 3.1	Les	thromboses	

	 La	survenue	d’une	thrombose	lors	d’un	traitement	héparinique	doit	faire	

suspecter	une	TIH	même	en	l’absence	de	thrombopénie.	

Les	thromboses	sont	observées	dans	près	d’un	cas	sur	deux.	

Les	thromboses	artérielles	sont	typiques	de	la	TIH	mais	sont	moins	fréquentes	que	les	

thromboses	veineuses.	(12,	13)	

	 		a.	Thromboses	artérielles	

	 Les	thromboses	artérielles	ont	été	décrites	pour	la	première	fois	en	1979	par	

Towne	JB	et	coll.	Il	s’agit	d’un	thrombus	riche	en	plaquettes,	en	fibrine	et	en	leucocytes,	

d’aspect	blanchâtre	macroscopiquement	d’où	son	nom	de	«	White	Clot	Syndrome	»	ou	

«	Syndrome	du	caillot	blanc	»	(14).	
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Ces	thromboses	touchent	préférentiellement	l’aorte	et	le	carrefour	iliofémoral,	donnant	

lieu	à	des	ischémies	des	membres	inférieurs,	mais	également	les	artères	cérébrales	et	les	

artères	coronaires	responsables	d’accident	vasculaire	cérébraux	ischémiques	et	

d’infarctus	du	myocarde	pouvant	engager	le	pronostic	vital	du	patient.(11).	

Ces	évènements	thrombotiques	artériels	expliquent	la	mortalité	élevée	des	TIH.	

	 		b.	Thromboses	veineuses	

	 Les	thromboses	veineuses	représentent	les	complications	thromboemboliques	

les	plus	fréquemment	observées	avec	en	première	ligne	les	thromboses	veineuses	

profondes	(TVP)	(50%	des	cas)	associées	ou	non	à	une	embolie	pulmonaire	(EP)	(25%	

des	cas). 

Les	TVP	sont	le	plus	souvent	proximales	et	concernent	principalement	les	veines	des	

membres	inférieurs,	la	veine	cave,	les	veines	surrénaliennes	et	les	veines	cérébrales.	

L’existence	de	thromboses	veineuses	infra	clinique	doit	faire	réaliser	une	échographie	

doppler	des	membres	inférieurs	de	façon	systématique	chez	tout	patient	suspect	de	TIH	

et	lors	de	tout	diagnostic	de	TIH.	(15).		

	 3.2	Les	nécroses	

	 Des	nécroses	cutanées	au	point	d’injection	de	l’héparine	ont	été	décrites	et	

peuvent	accompagner	une	coagulation	intra-vasculaire	disséminée	(CIVD).	

	 3.3	Les	réactions	systémiques	

	 Des	signes	de	choc	systémique	peuvent	survenir	dans	les	minutes	suivant	

l’injection	intraveineuse	d’héparine	:	fièvre,	détresse	respiratoire	aigüe,	douleurs	

abdominales,	flush,	tachycardie,	céphalées,	diarrhées,	hypertension. 

Ces	épisodes	s’accompagnent	le	plus	souvent	d’une	chute	brutale	et	concomitante	de	la	

numération	plaquettaire	devant	faire	suspecter	une	TIH.	

	 3.4	Les	manifestations	hémorragiques	

	 Les	TIH	sont	un	modèle	original	de	thrombopénie	médicamenteuse	car	elles	sont	

exceptionnellement	associées	à	des	hémorragies.	

On	retrouve	rarement	des	saignements	au	point	d’injection,	des	pétéchies	ou	des	

ecchymoses	superficielles.	
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CHAPITRE	3	:	TRAITEMENT	DES	THROMBOPÉNIES	INDUITES	PAR	

L’HÉPARINE	

	 En	France,	les	médicaments	disponibles	et	autorisés	pour	le	traitement	d’une	TIH	

sont	le	danaparoïde	sodique	(Orgaran®)	et	depuis	2011,	l’argatroban	(Arganova®).	Le	

fondaparinux	(Arixtra®)	qui	inhibe	sélectivement	le	facteur	X	activé	(Xa),	n’a	pas	

l’autorisation	de	mise	sur	le	marché	(AMM)	pour	cette	indication	mais	son	utilisation	

peut	néanmoins	être	discutée	dans	certains	cas.		

	 La	décision	essentielle	est	l’arrêt	de	toute	héparinothérapie	si	le	diagnostic	est	

fortement	suspecté,	et	la	mise	en	route	d’un	traitement	anticoagulant	substitutif	en	

raison	du	très	fort	risque	thrombotique	associé	aux	TIH.	

	 Le	choix	du	traitement	substitutif	se	fera	après	avoir	vérifié	la	fonction	rénale,	la	

fonction	hépatique	ainsi	que	le	poids	du	patient.	

	 Le	danaparoïde	(Orgaran®)	est	un	mélange	d’héparane	sulfate,	de	chondroïtine	

sulfate	et	de	dermatane	sulfate,	inhibant	essentiellement	le	facteur	Xa	en	présence	

d’antithrombine,	et	très	faiblement	la	thrombine.		

Comme	les	HBPM,	il	est	éliminé	par	les	reins	et	n’a	que	peu	d’effet	sur	le	temps	de	

céphaline	activée	(TCA).	Un	risque	de	surdosage	existe	donc,	notamment	chez	

l’insuffisant	rénal	chez	lequel	il	est	donc	préférable	de	prescrire	l’argatroban.	

	 La	surveillance	de	l’activité	anti-Xa	sous	danaparoïde	est	recommandée	surtout	si	

la	fonction	rénale	est	altérée	et	chez	les	patients	de	poids	extrêmes.	L’activité	anti-Xa	

mesurée	par	une	méthode	spécifique	sera	évaluée	après	le	bolus	et	adaptation	de	la	

dose	horaire	et	sera	maintenue	entre	0,5	et	0,8	U/mL.	

	 Il	existe	de	rares	cas	de	TIH	persistantes	sous	danaparoïde	sodique	dû	à	la	

présence	de	réaction	croisée	avec	les	Ac	anti-FP4.	Il	faut	la	suspecter	en	l’absence	de	

correction	de	la	thrombopénie	à	72h	de	traitement	ou	en	cas	d’aggravation	de	celle-ci.	

	 L’argatroban	(Arganova®)	est	un	inhibiteur	direct	de	la	thrombine	qui	est	

éliminé	par	le	foie.	Il	est	donc	contre-indiqué	en	cas	d’insuffisance	hépatocellulaire	

sévère	(score	de	Child-Pugh	≥	3).	

Il	est	administré	par	voie	parentérale	à	la	posologie	de	2	μg/kg/min.	Elle	peut	être	

diminuée	à	1	voire	0,5	μg/kg/min	en	cas	de	comorbidité	ou	de	chirurgie	récente. 
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La	surveillance	est	effectuée	par	mesure	du	TCA	2h	après	adaptation	des	doses	avec	une	

cible	comprise	entre	2	et	3.	

	 Le	fondaparinux	(Arixtra®)	n’a	pas	l’AMM	dans	cette	indication	mais	pourra	être	

utilisé	à	dose	curative	(7,5	mg/j)	en	particulier	en	cas	de	grossesse	(16)	ou	si	le	

danaparoïde	sodique	est	indisponible.	

Il	est	par	contre	contre-indiqué	dans	l’insuffisance	rénale	sévère.	

Son	suivi	sera	effectué	par	la	mesure	d’une	activité	anti-Xa	spécifique.	

	 Un	relais	par	un	anti	vitamine	K	(AVK)	est	réalisé	dès	que	possible	à	condition	

que	la	numération	plaquettaire	se	soit	corrigée.	

La	cible	thérapeutique	de	l’INR	est	comprise	entre	2	et	3.	
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CHAPITRE	4	:	DIAGNOSTIC	DES	THROMBOPÉNIES	INDUITES	PAR	

L’HÉPARINE	

	 La	thrombopénie	induite	par	l’héparine	est	un	syndrome	clinico-biologique	dont	
le	diagnostic	repose	sur	une	symptomatologie	évocatrice	de	la	maladie	et	la	mise	en	

évidence	d’Ac	anti-FP4	activant	les	plaquettes	en	présence	d’héparine	(17).	

Les	signes	cliniques	les	plus	évocateurs	sont	repris	dans	le	tableau	I.	

Tableau	I	:	Caractéristiques	cliniques	et	biologiques	des	TIH	d’après	T.	Warkentin	(17).	

Critères	cliniques	 Critères	biologiques	

	

Thrombopénie	ou	diminution	de	plus	de	

40%	de	la	numération	plaquettaire	

associée	ou	non	à	: 

A.	Thrombose	veineuse	profonde 

					Embolie	pulmonaire 

					Thrombose	veineuse	cérébrale	

					Hémorragie	bilatérale	des	surrénales	

B.	Thrombose	artérielle	

					Ischémie	aiguë	des	membres	inférieurs	

					AVC	

					Infarctus	du	myocarde	

C.	Nécroses	cutanées	au	point	d’injection	

D.	Réactions	systémiques	après	injection 

E.	CIVD 

	

A.	Test	d’activation	plaquettaire	positif	

								B.	Test	antigénique	positif	

Ainsi,	un	patient	qui	développe	des	Ac	héparine-dépendants	sans	thrombopénie	ni	

complication	clinique	présente	simplement	une	séroconversion.	

De	même,	un	patient	dont	les	symptômes	sont	évocateurs	d’une	TIH	mais	chez	qui	les	

tests	biologiques	sont	négatifs,	ne	doit	pas	être	considéré	comme	ayant	une	TIH.	
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1.	Scores	de	probabilités	pré-tests	

	 Deux	scores	clinico-biologiques	ont	été	décrits	afin	d’aider	à	la	démarche	

diagnostique	d’une	thrombopénie	induite	par	l’héparine.	

	 Le	plus	largement	appliqué	est	le	score	des	4T’s	(Thrombocytopenia,	Timing,	

Thrombosis	et	oTher	cause	of	thrombocytopenia)	élaboré	par	T.	Warkentin	(Annexe	1). 

	 Ce	score	se	base	sur	4	paramètres	:	

	 	 -	La	profondeur	de	la	Thrombopénie. 

	 	 -	Son	délai	d’apparition	après	l’introduction	de	l’héparine.	(Timing)	

	 	 -	La	survenue	ou	l’extension	d’une	Thrombose.	

	 	 -	L’existence	d’autres	causes	possibles	de	thrombopénie.	(oTher	cause)	

	 Il	attribue	des	points	(0,	1	ou	2)	pour	chaque	item	et	la	somme	des	points	de	

chaque	item	permet	de	déterminer	3	niveaux	de	risque	de	développer	une	TIH	:	

	 -	Faible	risque	de	TIH	pour	les	scores	≤	3,	

	 -	Risque	intermédiaire	de	TIH	pour	les	scores	de	4	ou	5,	

	 -	Risque	élevé	de	TIH	pour	les	scores	≥	6.	

	 La	valeur	prédictive	négative	d’un	score	inférieur	ou	égal	à	3	est	de	99,8%	(18),	

ce	qui	permet	d’exclure	la	survenue	d’une	TIH	sans	réaliser	d’examen	biologique	

complémentaire.	(19)	

	 La	valeur	prédictive	positive	d’un	score	supérieur	ou	égal	à	4	est	de	14%	ce	qui	

est	insuffisant	et	nécessite	la	réalisation	de	tests	biologiques	pour	confirmer	ou	infirmer	

la	pathologie.	

	 Gruel	et	Pouplard	ont	montré	que	le	score	des	4T’s	n’est	pas	applicable	après	

chirurgie	cardiaque.	En	effet,	en	post-opératoire	d’une	chirurgie	cardiaque	avec	

circulation	extra-corporelle,	il	est	très	fréquent	de	retrouver	une	thrombopénie	et	cette	

thrombopénie	peut	perdurer	pendant	plusieurs	jours.	Ils	ont	ainsi	montré	que	l’étude	du	

profil	d’évolution	de	la	numération	plaquettaire	après	chirurgie	reste	l’outil	le	plus	fiable	

pour	identifier	les	patients	à	risque	de	TIH	(20).	

	 Afin	d’améliorer	la	spécificité	du	score	pré-test,	Cuker	a	proposé	en	2010,	un	

nouveau	score	nommé	score	HEP	(HIT	Expert	Probability)	(21)	(Annexe	2).	

Ce	score	repose	sur	huit	critères	:	

	 -	L’amplitude	de	la	chute	de	la	numération	plaquettaire,	

	 -	Le	délai	d’apparition	de	la	thrombopénie,	

	 -	Le	nadir	de	la	numération	plaquettaire,	



	 28	

	 -	La	mise	en	évidence	d’une	thrombose,	

	 -	La	présence	de	nécrose	cutanée,	

	 -	La	survenue	de	saignements,	

	 -	L’existence	d’une	réaction	systémique	à	l’injection	d’héparine,	

	 -	La	recherche	d’autres	causes	possibles	de	TIH.	

	 L’utilisation	de	ce	score	se	révèle	fastidieuse	car	il	nécessite	de	répondre	à	

beaucoup	d’items	dont	il	est	parfois	difficile	de	recueillir	les	informations.	De	plus	

aucune	valeur	seuil	n’a	été	définie	pour	discriminer	la	probabilité	de	TIH.	

	 Une	seule	étude	réalisée	sur	un	nombre	limité	de	patients	(47	cas	de	TIH	

suspectée)	a	été	à	ce	jour	publiée	et	ne	montre	pas	de	différence	en	termes	de	

performance	entre	ces	deux	tests.	(22).	

2.	Diagnostic	biologique	des	TIH	

	 Deux	types	de	tests	sont	disponibles	pour	mettre	en	évidence	la	présence	d’Ac	

héparine-dépendants	:	

-	Les	tests	immunologiques	qui	détectent	la	fixation	des	Ac	héparine-dépendants	sur	la	

cibles	antigénique. 

-	Les	tests	fonctionnels	qui	démontrent	l’aptitude	de	ces	Ac	à	activer	les	plaquettes	en	

présence	d’héparine.	

	 2.1.	Les	tests	immunologiques	

	 Parmi	les	tests	immunologiques,	nous	devons	dissocier	les	tests	rapides	des	tests	

classiques	ELISA.	

	 		2.1.1	Les	tests	rapides	

	 Les	tests	rapides	sont	des	tests	unitaires	adaptés	à	un	diagnostic	d’urgence.	Ils	

peuvent	être	effectués	dans	tous	les	laboratoires	non	spécialisés	et	permettent	de	

rendre	un	résultat	qualitatif	(positif,	négatif,	douteux)	en	moins	d’une	heure	après	le	

prélèvement	sanguin.	Ces	tests	ne	permettent	pas	la	quantification	des	Ac.	

	 	 a.	Immunofiltration	sur	gel	(ID-Particle	gel	Immunoassay®	BioRad)	

	 Ce	test	est	basé	sur	une	immunofiltration	sur	gel.	

	 Des	billes	de	latex	recouvertes	de	FP4/H	sont	incubées	avec	le	plasma	ou	le	

sérum	du	patient	suspect	de	TIH.	Après	centrifugation	du	dispositif,	les	billes	de	latex	



	 29	

sont	retenues	à	la	surface	du	gel	lorsque	des	Ac	anti-FP4/H	sont	présents	dans	le	plasma	

de	patients	ou	tombent	au	fond	du	puits	en	l’absence	d’Ac.	

	 	 b.	Immunochromatographie	sur	membrane	(STic	Expert®	HIT	Stago)	

	 Le	Stic	Expert®	HIT	(Stago	diagnostica,	Asnières,	France)	est	un	test	

immunochromatographique	sur	membrane	conçu	pour	la	détection	qualitative	

spécifique	des	IgG	dirigés	contre	les	complexes	PF4/H	dans	le	sérum	ou	le	plasma	

humain.	Les	Ac	anti	FP4/H	du	patient	se	fixent	aux	complexes	macromoléculaires	FP4/H	

biotinilés	présents	dans	le	tampon	de	réaction.	Ces	complexes	Ac	anti-FP4/H/Ag	

migrent	le	long	de	la	membrane	et	entrainent	avec	eux	des	nanoparticules	d’or	

recouvertes	d’un	Ac	anti-biotine.	

Ces	nouveaux	complexes	Ac	anti-FP4/H/complexes	H/FP4/nanoparticules	d’or	sont	

ensuite	immobilisés	au	niveau	de	la	ligne	test	sensibilisée	par	des	Ac	anti	IgG	humaines.		

Les	nanoparticules	d’or	en	excès	continuent	leur	migration	à	travers	la	membrane	et	se	

retrouvent	capturées	au	niveau	de	la	ligne	témoin	(C)	par	des	anticorps	spécifiques.	Une	

ligne	bien	visible	apparaît	après	un	temps	d’incubation	de	10	minutes.	

	 	 c.	Tests	rapides	automatisés	

	 Apparus	en	2010,	ces	tests	immunoenzymatiques	présentent	l’avantage	d’être	

entièrement	automatisées	et	ont	un	délai	de	réponse	de	l’ordre	de	30	minutes	après	

obtention	du	plasma	quand	les	techniques	manuelles	de	type	ELISA	demandent	

approximativement	3h.	De	plus,	leur	utilisation	peut	être	envisagée	simplement	pour	un	

seul	échantillon	alors	qu’on	préfèrera	travailler	sur	une	série	d’échantillons	de	patients	

pour	les	techniques	ELISA.	

Ce	sont	des	tests	quantitatifs	dont	le	résultat	est	rendu	en	unités	de	lumière	relative	

(Relative	Light	Unit	RLU),	proportionnelle	à	la	quantité	d’Ac	anti-FP4/H	présents	dans	le	

plasma.	

Leur	seuil	de	positivité	est	fixé	à	1	RLU/mL.(23).	

Cependant,	leur	mise	en	œuvre	requiert	de	posséder	un	automate	de	type	AcL	TOP	ou	

AcL	AcuStar	du	fabricant	Werfen.	

2	trousses	sont	disponibles	:	

	 >	HemosIL®	HIT-Ab		

	 Le	kit	HemosIL®	HIT-	Ab(PF4-H)	est	un	dosage	immunologique	automatisé	sur	

bille	de	latex.	Un	anticorps	monoclonal	mimant	les	anticorps	humains	de	TIH	est	



	 30	

adsorbé	sur	les	particules	de	latex	(24).	En	présence	de	complexes	FP4/Polyvinylsulfate	

et	de	plasma	de	patient,	une	réaction	d’agglutination	compétitive	se	met	en	place.	

L’importance	de	l’agglutination	est	inversement	proportionnelle	à	la	concentration	

d’anticorps	anti-FP4/H	présents	dans	l’échantillon	et	est	déterminée	en	mesurant	la	

diminution	de	la	lumière	transmise	due	à	la	formation	d’agrégats.	

	 >	HemosIL®	AcuStar	HIT	

	 La	trousse	HemosIL®	AcuStar	HIT	est	un	test	immunologique	en	2	étapes	qui	

utilise	une	détection	en	chimiluminescence.	Dans	un	premier	temps,	le	PF4	complexé	au	

PVS	adsorbé	sur	les	particules	magnétiques	peut	capturer,	s’ils	sont	présents,	les	Ac	

anti-FP4/H	du	plasma	du	patient.	Après	une	incubation	puis	séparation	des	particules	

magnétiques	et	lavage,	un	traceur	constitué	d’un	Ac	anti-Ig	humaine	marqué	à	

l’Isoluminol	est	ajouté	au	milieu	réactionnel	et	se	fixe	sur	les	Ac	anti-	PF4/Héparine	

dépendants	capturés	sur	les	particules.	Après	une	seconde	incubation	et	séparation	des	

particules	magnétiques,	la	réaction	de	chimiluminescence	se	développe	et	est	mesurée	

par	un	système	optique.	Les	ULRs	sont	directement	proportionnelles	à	la	concentration	

d’Anti-	PF4/Héparine	de	l’échantillon. 	

Les	2	kits	réactifs	:	HemosIL®	AcuStar-Ab	et	HemosIL®	AcuStar-IgG	diffèrent	seulement	

par	l’isotype	des	Ac	anti	FP4/H	reconnus.	Le	premier	est	dirigé	contre	les	IgG,	A	et	M,	

alors	que	le	second	est	dirigé	spécifiquement	contre	les	IgG.	

	 	 d.	Performances	des	tests	rapides	

	 Les	valeurs	prédictives	négatives	des	tests	rapides	sont	de	l’ordre	de	100%	ce	qui	

permet	d’exclure	le	diagnostic	de	TIH	en	cas	de	négativité	du	test.	

Néanmoins,	leurs	valeurs	prédictives	positives	sont	de	:	45%	pour	le	PaGIA,	42%	pour	

l’HemosIL®	AcuStar-Ab,	66%	pour	le	STIC	expert	et	71%	pour	l’HemosIL®	AcuStar-IgG	

ce	qui	est	insuffisant	pour	confirmer	avec	certitude	le	diagnostic	de	TIH	(25).	Il	en	est	de	

même	pour	HemosIL®	HIT-Ab	pour	lequel	il	est	retrouvé	une	valeur	prédictive	positive	

de	45,5%.	(26)	

	 Ainsi,	tout	résultat	positif	ou	douteux	nécessite	la	réalisation	d’un	test	

immunoenzymatique	permettant	d’évaluer	la	concentration	en	Ac	anti-FP4/H.	(19)	

	 		2.1.2	Les	tests	immunoenzymatiques	classiques	

	 Les	tests	immunoenzymatiques	ELISA	(Enzyme	linked	immuno	sorbent	assay)	

permettent	la	détection	et	la	«	quantification	»	d’Ac	anti	PF4	modifiés	par	l’héparine. 
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Ces	trousses	diagnostiques	peuvent	être	polyspécifiques	et	détecter	à	la	fois	les	IgG,	IgA	

et	IgM	ou	spécifiques	des	IgG.	Les	recommandations	actuelles	préconisent	d’utiliser	un	

test	spécifique	des	IgG,	puisque	ce	sont	les	seuls	anticorps	pathogènes.	

Ces	techniques	sont	à	la	fois	qualitatives,	signant	la	présence	ou	l’absence	d’anticorps	et	

quantitatives	puisque	la	mesure	de	l’absorbance	est	corrélée	à	la	concentration	en	Ac	

anti-FP4/H	présents	chaque	puits.	Leur	réalisation	nécessite	uniquement	un	lecteur	de	

plaque	ELISA.	Le	délai	de	rendu	du	résultat	est	de	l’ordre	de	3	à	4h	après	réception	du	

prélèvement. 

Il	existe	différentes	trousses	ELISA	sur	le	marché,	qui	diffèrent	par	leur	cible	

antigénique.	

	 	 a.	Différentes	cibles	antigéniques	

	 >	Complexes	FP4/H	

	 La	trousse	ASSERACHROM®	HPIA	IgG	de	STAGO	utilise	des	plaques	ELISA	

sensibilisées	avec	des	complexes	FP4/H.	

	 >	Complexes	FP4/Polyvinylsulfate(PVS)	

	 La	trousse	HAT45G®	(Lifecodes	Immucor)	utilise	des	plaques	sensibilisées	par	

du	FP4/polyvinylsulfate	(FP4/PVS).	Le	PVS,	chargé	électronégativement,	mime	

l’héparine	et	induit	à	la	surface	du	FP4	des	néo-antigènes	reconnus	par	les	Ac	de	TIH	

présents	dans	le	plasma	ou	du	sérum.	

	 >	Complexes	H/Sulfate	de	protamine	avec	ajout	de	lysat	plaquettaire	

	 La	trousse	ZYMUTEST®	HIA	IgG	de	HYPHEN	n’utilise	pas	le	facteur	4	

plaquettaire	modifié	comme	cible	antigénique	ce	qui	la	différencie	des	autres	trousses	

commercialisées.	Les	microplaques	sont	sensibilisées	par	de	l’héparine	fixée	par	du	

sulfate	de	protamine.	Le	FP4	est	apporté	sous	forme	liquide	par	un	lysat	plaquettaire	et	

se	fixe	à	l’héparine	présente	au	fond	des	puits.	Les	Ac	anti-FP4/H	reconnaissent	alors	le	

complexe	sulfate	de	protamine/Héparine/FP4.	

	 	 b.	Performances	des	tests	ELISA	

	 Les	tests	ELISA	polyspécifiques	et	spécifiques	des	IgG	ont	une	excellente	

sensibilité	puisque	celle	ci	est	supérieure	à	95%.	Néanmoins	leur	spécificité	reste	

médiocre	et	s’établit	autour	de	85%	(27).	
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Il	est	recommandé	d’utiliser	un	test	spécifique	des	IgG.	En	effet,	ceux	ci	présentent	une	

meilleure	spécificité	sans	perte	de	sensibilité	et	leur	valeur	prédictive	positive	est	bien	

meilleure	que	pour	les	tests	polyspécifiques	(28).	

	 T.	Warkentin	a	proposé	(29)	de	modifier	le	seuil	de	positivité	du	test	ELISA	et	de	

l’augmenter	à	une	absorbance	supérieure	ou	égale	à	1	afin	d’augmenter	sa	spécificité.	De	

nombreuses	études	montrent	que	cela	permet	en	effet	d’augmenter	la	spécificité	sans	

perte	de	sensibilité	mais	elles	ont	toutes	été	effectuées	avec	une	seule	trousse	

commercialisée	(GTI)	ou	avec	des	tests	ELISA	«	maison	».	D’autres	études	seraient	donc	

nécessaires	avec	les	kits	commercialisés	par	d’autres	fabricants	afin	de	pouvoir	valider	

cette	proposition.	(30,	31).	

	 En	raison	de	la	très	bonne	sensibilité	des	tests	ELISA,	lorsque	celui	ci	est	négatif,	

le	diagnostic	de	TIH	peut	être	écarté.	En	revanche,	si	le	test	ELISA	est	positif,	la	

pathogénicité	des	anticorps	détectés	doit	être	démontrée	et	nécessite	la	réalisation	d’un	

test	d’activation	plaquettaire.	

	 2.2	Les	tests	fonctionnels	

	 Les	tests	fonctionnels	d’activation	plaquettaire	sont	les	seuls	capables	d’affirmer	

le	diagnostic	de	TIH	et	impliquent	l’utilisation	de	plaquettes	humaines	de	sujets	sains.	

Du	fait	de	leur	complexité	de	mise	en	œuvre,	ils	ne	sont	réalisés	que	dans	des	centres	

spécialisés	ce	qui	en	fait	des	tests	peu	compatibles	avec	l’urgence.	

Le	premier	à	avoir	été	mis	au	point	est	le	test	d’agrégation	plaquettaire	à	la	fin	des	

années	70.	Le	test	de	libération	de	sérotonine	radiomarquée,	élaboré	par	Sheridan	en	

1986,	est	devenu	le	«	gold	standard	»	du	diagnostic	fonctionnel	de	la	TIH.		Afin	de	

s’affranchir	de	la	sérotonine	radiomarquée,	Greinacher	a	mis	au	point	une	nouvelle	

méthode	d’agrégation	plaquettaire	réalisé	sur	plaquettes	lavées	en	microplaque	ELISA,	

le	test	HIPA	(Heparin	induced	platelet	aggregation).	

Plus	récemment,	des	techniques	de	cytométrie	en	flux	ont	été	développées	mais	sont	

encore	mal	standardisées.	

	 a.	Les	tests	d’agrégation	plaquettaire	

	 Les	tests	d’agrégation	plaquettaire	sont	réalisés	sur	du	plasma	riche	en	

plaquettes	(PRP)	et	mettent	en	évidence	une	agrégation	des	plaquettes	de	témoins	sains	

induite	par	le	plasma	du	patient	en	présence	de	concentrations	variables	d’héparine. 
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La	variabilité	de	réponse	des	plaquettes	d’un	sujet	sain	aux	Ac	de	TIH	nécessite	de	

sélectionner	les	donneurs	et	de	tester	les	plaquettes	d’au	moins	5	donneurs	différents	

avant	de	pouvoir	conclure	que	le	test	est	négatif	(32).	La	bonne	réponse	des	plaquettes	

est	évaluée	en	testant,	lors	de	chaque	série,	l’agrégabilité	des	plaquettes	au	collagène	et	

en	testant	également	le	plasma	d’un	patient	connu	pour	avoir	des	Ac	de	TIH.	De	même	

on	s’assurera	de	l’absence	d’agrégabilité	spontanée	en	l’absence	d’héparine. 

Le	test	est	considéré	positif	si	on	met	en	évidence	une	agrégation	plaquettaire	avec	des	

concentrations	faibles	d’héparine,	voisines	de	celles	utilisées	en	thérapeutique	(0,1	à	0,5	

UI/mL).	Point	capital,	cette	agrégation	doit	être	inhibée	pour	de	fortes	concentrations	

d’héparine	(10	à	100	UI/mL).	

	 b.	Le	test	HIPA	(Heparin	Induced	Platelet	Aggregation)	

	 Le	test	HIPA,	élaboré	par	Greinacher	en	1991	(33),	utilise	les	plaquettes	lavées	de	

quatre	donneurs	sains.	L’utilisation	de	plaquettes	lavées,	comme	pour	le	test	de	

libération	de	sérotonine	radiomarquée	permet	d’augmenter	la	sensibilité	du	test	mais	

ajoute	une	difficulté	technique.	Les	plaquettes	sont	incubées	dans	les	puits	d’une	plaque	

ELISA	non	sensibilisée	avec	le	sérum	du	patient	soit	en	présence	d’un	tampon	(témoin	

négatif),	d’une	concentration	thérapeutique	d’héparine	(0,1	à	0,5	UI/mL)	et	enfin	en	

présence	d’une	forte	concentration	en	héparine	(10	ou	100	UI/mL).	Des	agitateurs	

magnétiques	sont	utilisés	comme	sources	de	forces	de	cisaillements	et	la	formation	

d’agrégats	plaquettaires	est	déterminée	visuellement	toutes	les	cinq	minutes.	

La	durée	du	test	est	de	trente	minutes	et	le	test	est	considéré	positif	si	l’on	retrouve	une	

agrégation	plaquettaire	aux	concentrations	thérapeutiques	en	héparine	chez	au	moins	

deux	donneurs	et	en	l’absence	d’agrégation	aux	fortes	concentrations	d’héparine.	

	 c.	Le	test	de	libération	de	sérotonine	radiomarquée	

	 Cette	méthode	est	basée	sur	la	libération	du	contenu	des	granules	denses	lors	

d’une	activation	plaquettaire.	Les	plaquettes	d’un	sujet	sain	sont	marquées	avec	de	la	

sérotonine	radiomarquée	au	14C	qui	s’incorpore	passivement	dans	les	granules	denses.	

Après	lavage	des	plaquettes,	celles-ci	sont	incubées	en	présence	d’héparine	à	différentes	

concentrations	et	de	plasma	de	patient.	

La	présence	d’Ac	pathogènes	activateurs	induit	une	activation	des	plaquettes	avec	

libération	du	contenu	des	granules	dans	le	surnageant.	
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La	radioactivité	ainsi	libérée	sera	mesurée.	

Les	résultats	sont	exprimés	en	pourcentage	de	libération	de	sérotonine.	Le	critère	de	

positivité	est	un	pourcentage	de	libération	supérieur	à	20	%	pour	de	faibles	

concentrations	d’héparine	(0,1	et	1	UI/mL)	et	un	pourcentage	de	libération	inférieur	à	

20%	en	présence	d’une	forte	concentration	d’héparine	(10	ou	100	UI	/mL)	ainsi	qu’en	

absence	d’héparine	(34).	

	 d.	Cytométrie	en	flux	

	 Ce	test	est	beaucoup	moins	standardisé	et	utilisé	seulement	par	quelques	équipes	

(35).	La	cytométrie	en	flux	détecte	une	augmentation	d’expression	de	protéines,	

marqueurs	d’activation	plaquettaire,	comme	la	p-selectine,	grâce	à	un	anticorps	

radiomarqué	(anti-CD62P	pour	la	p-selectine),	en	présence	d’héparine	à	une	

concentration	pharmacologique	(0,2	à	0,3	UI/mL)	ou	élevée	(100	à	200	UI/mL).	

	 e.	Performances	des	tests	fonctionnels	

	 Les	tests	fonctionnels	doivent	systématiquement	être	réalisés	en	présence	d’au	

moins	deux	concentrations	différentes	d’héparine.	L’une	doit	être	proche	de	celles	

obtenues	en	thérapeutique	(0,1	à	1	UI/mL)	et	doit	permettre	d’induire	une	activation	

plaquettaire.	L’autre	concentration	d’héparine	est	plus	élevée	(10	ou	100	UI/mL)	et	doit	

inhiber	l’activation	plaquettaire	précédemment	obtenue	pour	de	faibles	concentrations	

d’héparine.	Cette	inhibition	pour	de	fortes	concentrations	d’héparine	est	primordiale	

pour	maintenir	la	spécificité	du	test.	Le	SRA	est	le	test	qui	possède	la	spécificité	la	plus	

élevée,	100%,	ainsi	que	la	meilleure	valeur	prédictive	positive	(36).	

Les	tests	d’agrégation	plaquettaire	ont	une	bonne	spécificité,	proche	de	100%,	mais	une	

sensibilité	pouvant	varier	de	39	à	81%	selon	la	réactivité	des	plaquettes	testées	(37).	

Les	techniques	de	cytométrie	en	flux	sont	peu	utilisées.	Plusieurs	études	retrouvent	des	

performances	proches	de	celles	des	autres	tests	fonctionnels	tout	en	restant	un	petit	peu	

inférieures	(35).	
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3.	Stratégie	diagnostique	des	thrombopénies	induites	par	l’héparine	

	 Pouplard	et	Gruel	ont	proposés	un	algorithme	décisionnel	basé	sur	une	démarche	

bayésienne	(32)	qui	associe	le	score	des	4T’s	avec	les	résultats	des	différents	tests	

biologiques	(figure	1).	

	
Figure	1	:	Démarche	bayésienne	pour	le	diagnostic	de	TIH	d’après	Pouplard	et	Gruel	(32).	
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Comme	souligné	sur	cet	algorithme,	3	niveaux	de	conclusions	sont	possibles	: 

	 -	TIH	exclue 

	 -	TIH	certaine 

	 -	TIH	non	confirmée	

Selon	cet	algorithme,	les	auteurs	prennent	en	considération	la	valeur	de	l’absorbance	et	

distinguent	les	absorbances	inférieures	à	1,	celles	comprises	entre	1	et	2	et	les	

absorbances	supérieures	à	2.	

La	valeur	absolue	de	la	densité	optique	mesurée	lors	de	la	réalisation	d’un	test	ELISA	de	

diagnostic	de	TIH	est	en	effet	une	donnée	très	importante	pour	l’interprétation	du	test.	

Ainsi	Cuker	propose	une	autre	démarche	bayésienne	(38)	en	intégrant	à	la	fois	le	score	

des	4T’s	et	la	densité	optique	mesurée	en	ELISA	avec	le	kit	HAT45®	polyspécifique	pour	

diagnostiquer	une	TIH.	(Figure	2).	

	

	
Figure	2	:	Démarche	bayésienne	pour	le	diagnostic	de	TIH	d’après	Cuker	(38).	
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Cette	démarche	aboutit	également	à	trois	conclusions	clinico-biologiques	:	

	 -	La	TIH	peut	être	exclue	et	l’héparine	peut	être	poursuivie.	

	 -		La	TIH	reste	incertaine	et	il	est	recommandé	d’arrêter	l’héparine.	Un	test	

fonctionnel	doit	être	réalisé	pour	confirmer	ou	infirmer	le	diagnostic.	

	 -	La	TIH	est	confirmée	et	l’héparine	doit	être	arrêtée	immédiatement.	

Cet	algorithme	n’a	été	à	ce	jour	validé	par	aucune	étude	prospective	et	il	n’est	pas	

certain	qu’il	soit	applicable	aux	deux	autres	trousses	ELISA	commercialisées. 

De	plus,	il	est	recommandé	d’utiliser	une	trousse	ELISA	spécifique	des	IgG	ce	qui	n’est	

pas	le	cas	de	ce	travail.	

	

CHAPITRE	5	:	ÉVALUATION	EXTERNE	DE	LA	QUALITÉ	DES	TESTS	ELISA	

	 L’ECAT	Foundation	est	un	organisme	indépendant	néerlandais	permettant	aux	

laboratoires	qui	le	souhaitent	d’évaluer	leur	pratique.	

Concernant	la	détection	des	Ac	anti-FP4/H,	les	exercices	ont	lieu	une	fois	par	an	avec	

l’envoi	simultané	de	deux	échantillons. 

Les	recommandations	de	cet	organisme	sont	:	

	 -	d’utiliser	un	kit	ne	recherchant	que	les	IgG	plutôt	que	les	IgG,	A	et	M	afin	

d’augmenter	la	spécificité	du	test	sans	en	altérer	sa	sensibiité.	De	ce	fait,	on	diminue	le	

risque	de	faux	positif.	

	 -	de	bien	faire	apparaître	sur	le	compte	rendu	biologique,	la	valeur	absolue	de	

l’absorbance	mesurée	lors	de	la	réalisation	d’un	test	ELISA	car	de	nombreuses	études	

ont	démontré	que	le	risque	de	TIH	était	fortement	corrélé	à	l’absorbance.	

Pour	un	même	échantillon	positif,	les	variations	inter-essais	sont	importantes	quelque	

soit	la	trousse	utilisée	avec	des	coefficients	de	variations	(CV)	allant	de	16	à	39%.	Les	

résultats	des	exercices	2011	–	2012	et	2013	sont	représentés	dans	le	tableau	II.	
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Tableau	II	:	Résultats	des	EEQ	de	l’échantillon	positif	de	l’ECAT	pour	les	années	2011	à	2013	

(39)

	

Pour	un	même	kit,	il	est	intéressant	de	noter	que	les	CV	peuvent	varier	de	manière	

importante	d’une	année	à	l’autre	et	qu’aucune	tendance	d’amélioration	des	CV	

n’apparaît	au	fil	des	années.	

	 Comme	tous	les	tests	ELISA,	les	ELISA	anti-FP4	sont	très	dépendants	des	

conditions	de	réalisation	et	en	particulier	de	la	température	de	la	pièce	où	ils	sont	

effectués	ainsi	que	du	respect	des	temps	d’incubations	de	l’échantillon,	de	

l’immunoconjugué	et	du	substrat.	

A	ce	jour,	aucune	standardisation	des	trousses	n’est	proposée	et	la	corrélation	des	

absorbances	d’une	trousse	à	l’autre	n’a	jamais	été	étudiée.	Chaque	kit	possède	un	

contrôle	positif,	un	contrôle	négatif	et	un	seuil	de	positivité	qui	est	fixe	pour	les	trousses	

GTI	et	HYPHEN	et	variable	pour	la	trousse	STAGO.	

	 Nous	avons	développé	au	laboratoire	un	anticorps	monoclonal	5B9	qui	mime	

parfaitement	les	Ac	de	TIH.	Cet	anticorps	est	une	IgG1	anti-FP4/H	constitué	d’une	chaine	

légère	murine,	d’une	chaine	lourde	chimérique	dont	la	partie	variable	est	murine,	et	

d’une	partie	constante	humaine.	Il	est	capable	de	se	lier	de	façon	spécifique	aux	

complexes	FP4/H	alors	qu’il	n’interagit	que	très	faiblement	avec	le	FP4	seul.	Il	est	

également	capable	d’induire	une	agrégation	plaquettaire	héparine-dépendante,	

entièrement	inhibée	par	l’Ac	anti-FcɣRIIA.	

	 Dans	ce	contexte,	nous	avons	cherché	s’il	était	possible	d’étalonner	les	trousses	

ELISA	anti-FP4	en	utilisant	cet	Ac	monoclonal	comme	et	en	exprimant	les	résultats	en	

équivalent	5B9	afin	d’homogénéiser	les	résultats	d’une	trousse	à	l’autre.	
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II.	DEUXIÈME	PARTIE	:	TRAVAIL	PERSONNEL		

	

1.	MATÉRIELS	ET	MÉTHODES	

		1.1.	Anticorps	monoclonal	5B9	et	gamme	d’étalonnage	

	 Afin	de	réaliser	une	gamme	d’étalonnage	avec	l’anticorps	monoclonal	5B9,	nous	

sommes	parti	d’une	solution	mère	d’Ac	5B9	à	1	mg/mL	congelée	à	-80°C.	

La	décongélation	s’est	fait	rapidement	en	mettant	l’aliquot	5	minutes	au	bain	marie	à	

37°C	et	nous	avons	utilisé	un	nouvel	aliquot	d’Ac	5B9	à	chaque	expérimentation	afin	

d’éviter	les	cycles	de	décongélation/congélation	pouvant	nuire	à	la	qualité	de	l’Ac.	

Nous	avons	réalisé	ensuite	une	dilution	initiale	de	l’Ac	5B9	au	1/100ème	dans	du	diluant	

échantillon	propre	à	chaque	trousse	commerciale	afin	d’obtenir	une	concentration	

initiale	de	10	µg/mL.	Enfin,	des	dilutions	en	cascade	au	demi	ont	été	réalisées	en	‘diluant	

échantillon’	jusqu’à	une	concentration	finale	de	0,32	µg/mL.	

	 Notre	gamme	d’étalonnage	comprenait	donc,	pour	chaque	expérimentation,	les	

six	points	de	gamme	suivants	:	0,32	–	0,63	–	1,25	–	2,5	–	5	-	10	µg/mL.	

		1.2.	Les	tests	ELISA	

	 Les	tests	ELISA	ont	été	réalisés	avec	trois	trousses	commercialisées	en	France	

pour	la	recherche	d’anticorps	héparine-dépendants.	

Ils	se	distinguent	entre	eux	par	leur	cible	antigénique.	

a.	Le	test	ZYMUTEST®	HIA	IgG	(HYPHEN®,	Neuville-sur-oise,	France)	:	

Cible	antigénique	:	Sulfate	de	protamine/Héparine	+	lysat	plaquettaire	

	 La	recherche	des	anticorps	de	TIH	était	réalisée	au	laboratoire	avec	des	trousses	

prêtes	à	l’emploi	et	contenant	:	

• 12	barrettes	de	8	puits,	sensibilisées	par	de	l’héparine	non	fractionnée,	

biologiquement	disponible,	saturée,	stabilisée,	et	emballée	dans	un	sachet	

aluminium	en	présence	d’un	déshydratant.	

• 2	flacons	de	50	mL	de	diluant	échantillon,	prêts	à	l’emploi.	

• 3	flacons	de	contrôle	positif	lyophilisés,	à	reconstituer	par	1	mL	de	diluant	

échantillon	afin	d’obtenir	le	contrôle	positif	prêt	à	l’emploi.	
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• 3	flacons	de	contrôle	négatif	lyophilisés,	contenant	du	plasma	humain	normal	

dilué.	Après	reconstitution	avec	1	mL	de	diluant	échantillon,	le	contrôle	négatif	

était	prêt	à	l’emploi.	

• 3	flacons	de	lysat	plaquettaire	lyophilisé.	A	reconstituer	par	2	mL	d’eau	distillée,	

afin	d’obtenir	le	réactif	prêt	à	l’emploi.	

• 3	flacons	d’immunoconjugué	(anticorps	polyclonaux	de	chèvre)	spécifique	de	la	

partie	Fcɣ	de	l’IgG	humaine,	couplé	à	la	peroxydase	et	lyophilisé.	

L’immunoconjugué	prêt	à	l’emploi	était	obtenu	après	reconstitution	par	7,5	mL	

de	diluant	pour	immunoconjugué.	

• 1	flacon	de	25	mL	de	diluant	pour	immunoconjugué.	

• 1	flacon	de	50	mL	de	solution	de	lavage,	20	fois	concentrée.	

• 1	flacon	de	25	mL	de	substrat	:	3,	3’,	5,	5’-	Tetraméthylbenzidine	(TMB),	

contenant	de	l	‘eau	oxygénée.	

• 1	flacon	de	6	mL	de	solution	stop	contenant	de	l’acide	sulfurique	0,45M.	

	

Le	mode	opératoire	de	l’industriel	était	le	suivant	:	

	 1.	Dépôt	du	lysat	plaquettaire	et	fixation	des	anticorps	héparine-dépendants	

	 Les	échantillons	(plasmas)	des	patients	à	tester	étaient	dilués	au	1/100ème	en	

diluant	échantillon.	

Un	contrôle	positif	et	un	contrôle	négatif	lyophilisés	étaient	reconstitués	avec	1	mL	de	

diluant	échantillon	et	étaient	prêts	à	l’emploi.	

Le	lysat	plaquettaire	lyophilisé	était	reconstitué	avec	2	mL	d’eau	distillée	et	était	déposé	

au	fond	de	chaque	puits	sous	un	volume	de	50	μL.	

Les	échantillons	ainsi	que	les	contrôles	étaient	déposés	immédiatement	sous	un	volume	

de	200	μL.	

Le	diluant	échantillon	était	également	déposé	seul	sous	un	volume	de	200	μL	afin	de	

déterminer	le	blanc	de	la	réaction.	

Après	une	heure	d’incubation	à	température	ambiante,	les	puits	étaient	lavés	5	fois	de	

suite	avec	la	solution	de	lavage	diluée	au	1/20ème.	

	 2.	dépôt	de	l’immunoconjugué	spécifique	de	l’IgG	humaine	

	 L’immunoconjugué	lyophilisé	était	reconstitué	à	l’aide	de	7,5	mL	de	diluant	pour	

immunoconjugué	et	déposé	au	fond	de	tous	les	puits	sous	un	volume	de	200	μL.	
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Après	une	heure	d’incubation	à	température	ambiante,	les	puits	étaient	lavés	5	fois	de	

suite	avec	la	solution	de	lavage	diluée	au	1/20ème.	

	 3.	Développement	de	la	réaction	

	 Le	substrat	TMB	était	déposé	au	fond	des	puits	sous	un	volume	de	200	μL	en	

respectant	un	intervalle	de	temps	défini	à	l’avance	entre	chaque	barrette.	

Précisément	5	minutes	après	l’introduction	du	substrat,	la	réaction	était	arrêtée	par	

l’ajout	de	50	μL	d’acide	sulfurique	0,45M	au	fond	des	puits.	

Après	10	minutes	de	stabilisation	à	température	ambiante,	les	absorbances	étaient	lues	

à	450	nm.	

	 4.	Validation	technique	et	interprétation	des	résultats	

	 Les	contrôles	fournis	dans	le	coffret	permettaient	de	valider	la	bonne	réalisation	

du	dosage.	

L	‘expérimentation	était	validée	si	l’absorbance	du	contrôle	positif	est	supérieure	ou	

égale	à	1	et	si	l’absorbance	du	contrôle	négatif	était	inférieure	ou	égale	à	0,25	à	

température	ambiante	(comprise	entre	18	et	25°C).	

Le	seuil	de	positivité	des	échantillons	est	de	0,5	lorsque	la	réaction	était	réalisée	à	

20±1°C.	

b.	Le	test	HAT45G®	(Immucor	GTI	Diagnostics®,	Waukesha,	USA)	:	

Cible	antigénique	:	FP4/Polyvinysulfate	

	 La	détection	des	anticorps	anti-PF4/H	était	faite	à	l’aide	de	plaques	sensibilisées	

par	un	complexe	FP4/PVS	qui	mimait	la	cible	antigénique	formée	in	vivo	par	le	FP4	et	

l’héparine.	

La	trousse	HAT45G®	contient	:	

• 12	barrettes	de	8	puits	sensibilisés	par	le	complexe	FP4/PVS	avec	support.	

• 1	flacon	de	50	mL	de	solution	de	lavage	concentrée	10	fois.	

• 1	flacon	de	30	mL	de	diluant	échantillon.	

• 1	flacon	de	80	μL	d’immunoconjugué	anti-IgG	humaine	couplée	à	la	phosphatase	

alcaline.	L’immunoconjugué	était	à	diluer	au	1/100ème	dans	du	diluant	

échantillon	avant	utilisation.	

• 6	flacons	de	50	mg	substrat	p-nitrophénylphosphate	(PNPP)	lyophilisé,	à	

reconstituer	avec	0,5	mL	d’eau	distillée.	

• 1	flacon	de	14	mL	de	tampon	substrat	qui	devait	être	protégé	de	la	lumière.	
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• 1	flacon	de	100	μL	de	contrôle	positif	contenant	du	sérum	d’origine	humaine	à	

diluer	avant	utilisation.	

• 1	flacon	de	100	μL	de	contrôle	négatif	contenant	du	sérum	d’origine	humaine	à	

diluer	avant	utilisation.	

• 1	flacon	de	14	mL	de	solution	d’arrêt	constituée	de	NaOH	à	3M.	

	

Le	mode	opératoire	du	test	HAT45G®	était	le	suivant	:	

	 1.	Fixation	des	anticorps	anti-facteur	4	plaquettaire	modifié	par	l’héparine	

	 La	solution	de	lavage	devait	être	diluée	préalablement	au	1/10ème	en	eau	

distillée.	300	μL	de	cette	solution	sont	déposés	au	fond	des	puits	puis	incubés	5	à	10	

minutes	à	température	ambiante.	

Les	échantillons	ainsi	que	les	contrôles	sont	dilués	au	1/50ème	en	diluant	échantillon.	

Les	puits	étaient	vidés	et	les	échantillons	ainsi	que	les	contrôles	étaient	déposés	au	fond	

des	puits	sous	un	volume	de	50	μL.	

Le	diluant	échantillon	était	également	déposé	seul	sous	un	volume	de	50	μL	afin	de	

déterminer	le	blanc	de	la	réaction	et	la	plaque	était	recouverte	d’un	film	adhésif.	

La	plaque	était	ensuite	mise	à	incuber	au	bain	marie	à	37°C	pendant	30	minutes	puis	les	

puits	étaient	lavés	3	fois	de	suite	avec	la	solution	de	lavage	préalablement	diluée.	

	 2.	Dépôt	de	l’immunoconjugué	anti-IgG	

	 L’immunoconjugué	était	dilué	au	1/100ème	en	diluant	échantillon	puis	celui-ci	

était	déposé	au	fond	des	puits	sous	un	volume	de	50	μL.	

Après	avoir	recouvert	la	plaque	d’un	film	adhésif,	celle-ci	était	à	nouveau	mise	à	incuber	

au	bain	marie	à	37°C	pendant	30	minutes.	

Une	nouvelle	étape	de	3	lavages	successifs	était	effectuée	avec	la	solution	de	lavage	

diluée.	

	 3.	Développement	de	la	réaction	

	 Le	substrat	PNPP	était	réhydraté	avec	0,5	mL	d’eau	distillée	puis	dilué	au	

1/100ème	en	diluant	substrat.	Le	produit	obtenu	était	à	conserver	à	l’abri	de	la	lumière.	

100	μL	de	substrat	dilué	était	ajouté	au	fond	des	puits	à	intervalles	réguliers	et	les	

barrettes	étaient	à	nouveau	recouvertes	d’un	film	adhésif	puis	placées	précisément	30	

minutes	à	l’obscurité.	
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La	réaction	était	arrêtée	par	le	dépôt	de	100	μL	de	solution	d’arrêt	et	les	absorbances,	

lues	à	405	nm	dans	les	15	minutes	suivant	l’arrêt	de	la	réaction.	

	 4.	Validation	technique	et	interprétation	des	résultats	

	 L	‘expérimentation	était	validée	si	l’absorbance	du	contrôle	positif	était	

supérieure	ou	égale	à	1,8	et	si	l’absorbance	du	contrôle	négatif	était	inférieure	ou	égale	à	

0,3	à	température	ambiante.	

Les	échantillons	étaient	considérés	comme	positifs	pour	des	absorbances	supérieures	ou	

égales	à	0,4	à	405	nm.	

c.	Le	test	ASSERACHROM®	HPIA	–	IgG	(Diagnostica	Stago,	Asnières	sur	seine,	France)	:	

Cible	antigénique	:	FP4/Héparine	

	 La	recherche	des	anticorps	de	TIH	était	réalisée	à	partir	de	coffrets	prêts	à	

l’emploi	ASSERACHROM®	HPIA	–	IgG	contenant	:	

• 6	barrettes	de	8	puits	sensibilisées	par	le	complexe	PF4/H.	

• 1	flacon	de	50	mL	de	solution	de	lavage,	20	fois	concentrée.	

• 3	flacons	de	30	mL	de	diluant	échantillon.	

• 6	flacons	d’immunoconjugué	anti-IgG	humaine	couplée	à	la	peroxydase.	

L’immunoconjugué	doitevait	être	reconstitué	par	2	mL	de	diluant	échantillon	

avant	utilisation.	

• 6	flacons	de	8	mL	substrat	TMB.	

• 3	flacons	de	«	Référence	HPIA	».	Un	plasma	humain	lyophilisé	contenant	dans	

anticorps	anti-PF4/H	était	utilisé	dans	ce	test.	Il	devait	être	reconstitué	par	1	mL	

de	diluant	échantillon.	

• 3	flacons	de	contrôle	positif	lyophilisé,	à	reconstituer	avec	1	mL	de	diluant	

échantillon.	

• 3	flacons	de	contrôle	négatif	lyophilisé,	à	reconstituer	avec	1	mL	de	diluant	

échantillon.	

	

Le	mode	opératoire	était	décrit	par	le	fournisseur	:	

	 1.	Fixation	des	anticorps	anti-facteur	4	plaquettaire	modifié	par	l’héparine	

	 Les	échantillons	à	tester	(plasmas)	étaient	dilués	au	1/101ème	en	«	diluant	

échantillon	».	
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Les	échantillons,	les	contrôles	et	la	solution	«	HPIA	référence	»	étaient	déposés	au	fond	

des	puits	sous	un	volume	de	200	μL.	

Le	diluant	échantillon	était	également	déposé	seul	sous	un	volume	de	200	μL	afin	de	

déterminer	le	blanc	de	la	réaction.	

Après	une	heure	d’incubation	à	température	ambiante,	les	puits	étaient	lavés	5	fois	de	

suite	avec	la	solution	de	lavage	diluée	au	1/20ème.	

	 2.	Dépôt	de	l’immunoconjugué	anti-IgG	

	 L’immunoconjugué	préalablement	reconstitué	avec	2	mL	de	diluant	échantillon	

était	déposé	au	fond	des	puits	sous	un	volume	de	200	μL.	

Après	une	heure	d’incubation	à	température	ambiante,	les	puits	étaient	lavés	5	fois	de	

suite	avec	la	solution	de	lavage	diluée	au	1/20ème.	

	 3.	Développement	de	la	réaction	

	 Le	substrat	TMB	était	déposé	au	fond	des	puits	sous	un	volume	de	200	μL	en	

respectant	un	intervalle	de	temps	défini	entre	chaque	barrette.	

Après	exactement	5	minutes	d’incubation	à	température	ambiante,	la	réaction	était	

arrêtée	en	déposant	50	μL	d’acide	sulfurique	1M	au	fond	des	puits,	toujours	en	

respectant	l’intervalle	de	temps	défini	précédemment.	

La	lecture	des	absorbances	s’effectuait	à	450	nm,	au	moins	15	minutes	après	arrêt	de	la	

réaction.	

	 4.	Validation	et	interprétation	des	résultats	

	 Le	contrôle	positif	et	le	contrôle	négatif	permettaient	de	valider	

l’expérimentation.	Leurs	valeurs	étaient	indiquées	dans	le	papillon	fourni	avec	la	

trousse.	

Un	échantillon	était	considéré	comme	positif	si	la	valeur	de	son	absorbance	était	

supérieure	à	un	pourcentage	de	la	valeur	d’absorbance	de	la	référence	HPIA.	

Ce	pourcentage	était	écrit	sur	un	papillon	fourni	avec	le	coffret	et	pouvait	varier	d’un	lot	

à	l’autre.	

	

Les	caractéristiques	des	différentes	trousses	utilisées	sont	regroupées	dans	le	tableau	

III.	
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Tableau	III	:	Caractéristiques	des	tests	ELISA	utilisés	pour	la	recherche	d’Ac	héparine-

dépendants	

	 ZYMUTEST	HIA	IgG	
ASSERACHROM®	

HPIA	IgG	
HAT45G®	

cible	antigénique	

Complexes	Sulfate	de	

protamine/Héparine	+	

lysat	plaquettaire	

Complexes	FP4/H	 Complexes	FP4/PVS	

Anticorps	recherchés	 Anticorps	anti-FP4/H	

Dépôt	des	échantillons	

Dilution	au	1/100ème	

	

Incubation	1h	à	

température	ambiante	

Dilution	au	1/101ème	

	

Incubation	1h	à	

température	ambiante	

Dilution	au	1/50ème	

	

Incubation	30	minutes	

au	bain	marie	à	37°C	

Lavages	 5	 3	

Dépôt	de	

l'immunoconjugué	anti-

IgG	

Couplé	à	la	peroxydase	

	

Incubation	1h	à	température	ambiante	

	

Couplé	à	la	

phosphatase	alcaline	

	

Incubation	30	minutes	

au	bain	marie	à	37°C	

Lavages	 5	 3	

Révélation	
Substrat	:	TMB	

Incubation	5	minutes	à	température	ambiante	

Substrat	:	PNPP	

Incubation	30	minutes	

à	l'obscurité	

Arrêt	de	la	réaction	 H2SO4	0,45M	 H2SO4	1M	 NaOH	3M	

Lecture	de	l'absorbance	 450	nm	 450	nm	 405	nm	

Seuil	de	positivité	 0,5	

Pourcentage	de	la	

solution	HPIA	de	

référence	

0,4	
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		1.3.	Echantillons	patients	

	 Quatorze	plasmas	de	patients	ayant	un	titre	significatif	d’anticorps	de	TIH	ont	été	

sélectionnés.	Dans	12	cas,	le	diagnostic	de	TIH	avait	été	confirmé	par	un	test	de	

libération	de	sérotonine	radiomarquée.	Les	deux	patients	restants	avaient	eu	une	

recherche	d’Ac	de	TIH	positive	mais	le	test	de	libération	de	sérotonine	radiomarquée	

était	négatif. 

Les	caractéristiques	de	ces	14	échantillons	sont	représentées	ci-dessous	dans	le	tableau	

IV. 

	

Tableau	IV	:	Tableau	récapitulatif	des	caractéristiques	des	échantillons	utilisés	

	 Trousse	utilisée	 Absorbance	

%age	de	libération	de	

sérotonine	en	présence	de		

0-0,1-0,5-10	UI/mL	d’HNF	

Thrombose	

P1	 HAT45®	G/A/M	 2,836	 15-89-84-66-5	 Non	

P2	 HAT45G®	G/A/M	 2,165	 78-95-93-93-40	 Oui	

P3	 HAT45G®	G/A/M	 2,595	 8-42-27-15-1	 Non	

P4	 HAT45G®	G/A/M	 2,5	 74-82-38-8	 Non	

P5	 HAT45G®	G/A/M	 2,182	 5-35-25-8	 Oui	

P6	 HAT45G®	G/A/M	 2,845	 20-90-69-11	 Non	

P7	 HAT45G®	G/A/M	 3	 19-94-51-1	 Non	

P8	 HAT45G®	G/A/M	 2	 4-45-48-0	 Non	

P9	 HAT45G®	G/A/M	 >2	 NC	 Non	

P10	 HAT45G®	G/A/M	 3,2	 5-54-45-2	 Non	

P11	 HAT45G®	G/A/M	 2,5	 0-4-50-0	 Oui	

P12	 HAT45G®	G/A/M	 1,596	 0-4-2-1-0	 Non	

P13	 HAT45G®	G/A/M	 1,224	 3-2-1-1-3	 NC	

P14	 ZYMUTEST®	G/A/M	 0,604	 29-36-36-27	 NC	

	

L’échantillon	P8	était	appelé	C1	tout	au	long	de	ce	travail.	

Un	pool	de	4	plasmas	a	été	réalisé	avec	les	échantillons	P8,	P9,	P10	et	P11	et	utilisé	
après	dilution	au	1/5ème	en	plasma	normal	(Cryocheck®,	Cryopep).	Nous	l’avons	
nommé	Pool	1/5ème	dans	ce	travail.	
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		1.4.	Lecteur	de	plaque	ELISA	

	 Nous	avons	utilisé	un	lecteur	d’absorbance	Elx800TM	de	la	marque	BioTek®.	La	

lecture	a	été	effectué	aux	longueurs	d’ondes	préconisées	par	nos	3	fabricants	de	

trousses,	respectivement	450	nm	pour	les	trousses	ASSERACHROM®	HPIA	–	IgG	de	chez	

Stago	Diasgnostica®	et	ZYMUTEST®	HIA	IgG	de	chez	HYPHEN®	et	405	nm	pour	la	

trousse	HAT45G®	(Immucor	GTI	Diagnostics®).	
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2.	RÉSULTATS	

	
1ère	partie	:	Standardisation	des	différentes	trousses	ELISA	à	l’aide	de	

l’anticorps	monoclonal	de	TIH	5B9.	
	

	 Afin	d’évaluer	la	possibilité	d’utiliser	l’Ac	5B9	lors	de	la	standardisation	des	

différentes	trousses,	nous	avons	testés	7	échantillons	de	patients	connus	pour	avoir	un	

titre	significatif	d’anticorps	anti	FP4	modifié	par	l’héparine	avec	trois	coffrets	ELISA	

différents	utilisés	pour	le	diagnostic	de	TIH.	Une	gamme	d’étalonnage	a	

systématiquement	été	réalisée	avec	l’Ac	5B9. 

Tous	les	résultats	sont	ainsi	exprimés	en	absorbance	et	en	«	équivalent	5B9	».	

	 A.	Gammes	d’étalonnage	réalisées	avec	l’anticorps	monoclonal	5B9	

	 Avec	la	trousse	ASSERACHROM®	HPIA	–	IgG	(Stago)	(figure	3)	et	la	trousse	

HAT45G®	(GTI)	(figure	4),	nous	obtenons	des	courbes	de	calibration	d’allure	

hyperbolique	avec	pour	chacune	d’elle,	un	coefficient	R2	égal	à	0,99.	On	remarque	un	

infléchissement	de	la	courbe	lorsque	l’Ac	5B9	atteint	une	concentration	supérieure	ou	

égale	à	2,5	μg/mL	avec	ces	deux	trousses	ce	qui	témoigne	d’une	saturation	du	signal.	
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Figure	3	:	Gamme	d’étalonnage	en	Ac	5B9	de	la	trousse	ASSERACHROM®	HPIA	–	IgG	(Stago).	

Moyenne	+/-	Ecart	type.	n	=	5	expérimentations.	

	
Figure	4	:	Gamme	d’étalonnage	en	Ac	5B9	de	la	trousse	HAT45G®	(GTI).	Moyenne	+/-	Ecart	

type.	n	=	5	expérimentations.	
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	 L’amplitude	des	absorbances	mesurées	avec	ces	deux	kits	sont	similaires	

puisqu’elles	varient	entre	0,41	et	2,75	avec	la	trousse	ASSERACHROM®	HPIA	–	IgG,	et	

entre	0,32	et	2,64	avec	la	trousse	HAT45G®.	

	

	 Avec	la	trousse	ZYMUTEST®	HIA	IgG	(HYPHEN)	(figure	5),	l’allure	de	la	courbe	

de	calibration	est	linéaire	avec	un	coefficient	de	corrélation	R2	égal	à	0,97.	Les	

absorbances	varient	entre	0,12	et	2,07.	

	
Figure	5	:	Gamme	d’étalonnage	en	Ac	5B9	de	la	trousse	ZYMUTEST®	HIA	IgG	(HYPHEN).	

Moyenne	+/-	Ecart	type.	n	=	5	expérimentations.	

	

Les	absorbances	moyennes	de	nos	gammes	d’étalonnage	pour	chaque	trousse	testée	

sont	représentées	dans	le	tableau	V.	

	
Tableau	V	:	Tableau	des	absorbances	moyennes	pour	chaque	point	de	gamme	d’étalonnage.	

	 Concentration	en	Ac	5B9	en	μg/mL	
Absorbance	ASSERACHROM®	

HPIA	–	IgG	 0,41	 0,79	 1,34	 1,97	 2,48	 2,75	

Absorbance	HAT45G®	 0,32	 0,52	 1,01	 1,61	 2,20	 2,64	

Absorbance	ZYMUTEST®	HIA	IgG	 0,12	 0,21	 0,39	 0,77	 1,36	 2,07	
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Quelle	que	soit	la	trousse	utilisée,	les	coefficients	de	variations	(CV)	inter-essais	calculés	

pour	chaque	point	de	gamme,	varient	entre	5	et	37%,	avec	une	nette	augmentation	des	

CV	pour	les	faibles	concentrations	d’Ac	5B9.	(Figure	6)	

	
Figure	6	:	Coefficients	de	variations	inter-essais	selon	la	concentration	en	Ac	5B9.	

	

Avec	la	trousse	ASSERACHROM®	HPIA	–	IgG	de	Stago,	les	coefficients	de	variations	sont	

inversement	proportionnels	à	la	concentration	en	Ac	5B9	et	varient	de	6	à	28%.	Ce	

phénomène	n’est	pas	observé	pour	la	trousse	ZYMUTEST®	HIA	IgG	puisque	les	CV	

varient	de	11	à	21%	avec	des	CV	proches	de	20%	pour	des	concentrations	en	Ac	5B9	

comprises	entre	0,63	et	2,5	μg/mL.	Avec	la	trousse	HAT45G®	de	GTI,	nous	observons	de	

très	forts	CV,	supérieurs	à	20%	pour	des	concentrations	en	Ac	5B9	comprises	entre	0,32	

et	2,5	μg/mL.	

	 B.	Standardisation	des	absorbances	mesurées	avec	les	plasmas	des	

patients	

Dans	un	second	temps,	nous	avons	regardé	si	la	réalisation	d’une	courbe	de	calibration	

lors	de	chaque	essai	associée	à	une	expression	des	résultats	en	«	Equivalent	5B9	»,	

permettait	de	standardiser	les	résultats	obtenus	avec	les	plasmas	de	patients. 

Dans	ce	but,	nous	avons	testé	les	échantillons	de	plasmas	de	7	patients	sur	chacune	des	

trois	trousses.	
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Les	absorbances	mesurées	avec	chaque	trousse	sont	présentées	sur	la	figure	7	ainsi	que	

les	moyennes	calculées	avec	les	absorbances	mesurées	pour	un	même	échantillon	avec	

les	trois	kits	commerciaux.	

	
Figure	7	:	Absorbance	des	échantillons	P1	à	P7	selon	la	trousse	utilisée.	

	

On	note	que	pour	les	échantillons	P1,	P4	et	P7,	les	résultats	exprimés	en	absorbance	

sont	très	comparables	quel	que	soit	le	kit	utilisé	alors	que	pour	les	autres	échantillons,	

des	variations	de	plus	de	0,5	d’absorbance	sont	observées	d’une	trousse	à	l’autre. 

Ceci	est	particulièrement	remarquable	avec	l’échantillon	P5,	pour	qui	l’absorbance	est	

de	0,55	avec	le	kit	ZYMUTEST®	HIA	IgG,	1,28	avec	la	trousse	ASSERACHROM®	HPIA	–	

IgG	et	1,95	avec	la	trousse	HAT45G®.	
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	 A	l’aide	des	courbes	de	calibrations	propre	à	chacune	des	trousses	et	réalisées	

lors	de	chaque	expérimentation,	nous	avons	également	exprimé	les	résultats	de	chaque	

échantillon	en	«	équivalent	5B9	».	Ces	résultats	sont	représentés	sur	la	figure	8.	

	

	
Figure	8	:	Equivalent	5B9	en	μg/mL	des	échantillons	P1	à	P7	selon	la	trousse	utilisée.	

	

L’expression	des	résultats	en	équivalent	5B9	ne	permet	pas	de	diminuer	les	variations	

de	résultats	des	patients	à	l’exception	de	l’échantillon	P5.	Nous	observons	également	

que	tous	les	échantillons,	à	l’exception	de	P5,	ont	des	résultats	en	équivalent	5B9	plus	

élevés	avec	la	trousse	ZYMUTEST®	HIA	IgG	ce	qui	n’était	pas	observé	lorsque	les	

résultats	étaient	exprimés	en	absorbance.	
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2ème	partie	:	Standardisation	de	la	trousse	ASSERACHROM®	HPIA	–	IgG	

en	conditions	extrêmes	
	 Dans	la	mesure	où	les	résultats	de	la	première	partie	de	ce	travail	montrent	que	

l’anticorps	monoclonal	5B9	ne	permet	pas	de	standardiser	les	résultats	des	patients	

lorsqu’ils	sont	testés	sur	des	kits	différents,	nous	avons	évalué	si	l’anticorps	5B9	pouvait	

permettre	de	diminuer	les	coefficients	de	variations	inter-essais	pour	une	même	

trousse.	

La	trousse	ASSERACHROM®	HPIA	–	IgG	a	été	utilisée	dans	la	deuxième	partie	de	ce	

travail	puisqu’elle	utilise	des	plaques	sensibilisées	par	des	complexes	FP4/H	et	que	ces	

mêmes	complexes	ont	été	utilisés	pour	immuniser	les	souris	avec	lesquelles	nous	avons	

obtenu	le	clone	5B9.	Les	différentes	étapes	du	test	ELISA	ont	été	soumises	à	des	

conditions	de	réalisations	extrêmes.	

	 A.	Variation	de	la	température	

	 Nous	avons	tout	d’abord	réalisé	les	tests	en	respectant	les	recommandations	du	

fournisseur	qui	stipulent	de	réaliser	les	tests	à	température	ambiante	(20±2°C)	et	nous	

nous	sommes	mis	à	une	température	extrême	de	30°C.	Les	gammes	d’étalonnage	sont	

représentées	sur	la	figure	9.	

	
Figure	9	:	Gammes	d’étalonnage	de	la	trousse	ASSERACHROM®	HPIA	–	IgG	à	température	

ambiante	et	à	30°C.	Moyenne	+/-	Ecart	type.	n	=	5	expérimentations.	

y	=	0,9073ln(x)	+	1,3996
R²	=	0,99782
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Nous	obtenons	des	courbes	de	calibration	d’allure	hyperbolique	avec	un	coefficient	R2	à	

0,99	quelle	que	soit	la	température	à	laquelle	ont	été	effectués	les	tests. 

Une	température	élevée	lors	de	la	réalisation	des	expérimentations	ne	modifie	pas	

l’allure	de	la	gamme	d’étalonnage	ni	l’amplitude	des	absorbances	mesurées.	Lors	de	

chaque	expérimentation,	nous	avons	exprimé	les	résultats	de	notre	échantillon	C1	ainsi	

que	ceux	de	la	référence	du	kit	HPIA	en	absorbance	et	en	équivalent	5B9	(Tableau	VI).	

Les	résultats	sont	représentés	sur	la	figure	10.	

	
Tableau	VI	:	Valeurs	moyennes	d’absorbance	à	450	nm	(Abs	450)	et	d’équivalent	5B9	de	C1	et	

de	la	référence	HPIA	selon	la	température	de	réalisation	de	l’expérimentation.	

	 	 C1	 Référence	HPIA		

	 	 Abs	450	 Equivalent	5B9	 Abs	450	 Equivalent	
5B9	

30°C	
Moyenne	 0,92	 0,64	 1,97	 2,23	

Valeurs	extrêmes	 [0,83-0,98]	 [0,53-0,82]	 [1,69-2,15]	 [1,58-2,83]	

Température	
ambiante	

Moyenne	 0,93	 0,64	 1,88	 2,1	

Valeurs	extrêmes	 [0,72-1,11]	 [0,44-0,77]	 [1,62-2,26]	 [1,54-2,85]	

	 CV	global	%	 12	 17	 11	 23	
	

	

	
Figure	10	:	Echantillon	C1	et	référence	HPIA	en	absorbance	et	en	équivalent	5B9	selon	la	

température	de	réalisation	de	l’expérimentation.	n	=	5	expérimentations.	
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Lorsque	les	résultats	sont	exprimés	en	absorbance,	les	CV	de	C1	et	de	la	référence	HPIA	

sont	très	proches,	respectivement	de	12	et	11%.	A	l’inverse,	si	les	résultats	sont	

exprimés	en	équivalent	5B9,	le	CV	augmente	respectivement	à	17	et	23%.	

	 B.	Variation	de	la	durée	d’incubation	de	l’échantillon	

Dans	un	second	temps,	nous	avons	fait	varier	la	durée	d’incubation	des	échantillons	C1,	

Pool	1/5ème,	référence	HPIA	et	des	points	de	gamme	d’étalonnage	par	rapport	aux	

conditions	préconisées	par	le	fabricant.	Nous	avons	ainsi	testé	des	temps	d’incubation	

de	30	minutes,	1	heure	et	1	heure	30	minutes.	

Les	gammes	d’étalonnage	pour	ces	trois	temps	d’incubation	sont	représentées	sur	la	

figure	11.	

	

	
Figure	11	:	Gammes	d’étalonnage	de	la	trousse	ASSERACHROM®	HPIA	–	IgG	avec	incubation	des	

points	de	gammes	de	30	minutes,	1heure	et	1h30	minutes.	Moyenne	+/-	Ecart	type.	n	=	5	

expérimentations.	
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Les	résultats	des	échantillons	C1,	Pool	1/5ème	ainsi	que	ceux	de	la	référence	HPIA	sont	

exprimés	à	la	fois	en	absorbance	et	en	équivalent	5B9	et	présentés	dans	le	tableau	VII	et	

sur	la	figure	12.	

	
Tableau	VII	:	Valeurs	moyennes	d’absorbance	à	450	nm	et	d’équivalent	5B9	de	C1,	du	Pool	

1/5ème	et	de	la	référence	HPIA	selon	le	temps	d’incubation	de	l’échantillon.	

	 	 C1	(n=5)	 Pool	1/5ème	(n=1)	 Référence	HPIA	(n=5)	

	 	 Abs	450	 Equivalent	
5B9	

Abs	
450	

Equivalent	
5B9	 Abs	450	 Equivalent	

5B9	

1h30	
Moyenne	 1	 0,62	 1,3	 0,81	 2,06	 2,4	
Valeurs	
extrêmes	 [0,77-1,18]	 [0,54-0,71]	 		 		 [1,73-2,21]	 [1,61-3,54]	

1h	
Moyenne	 0,94	 0,63	 1,18	 0,77	 1,89	 2,09	
Valeurs	
extrêmes	 [0,77-1,11]	 [0,52-0,75]	 		 		 [1,65-2,04]	 [1,57-2,97]	

30	minutes	
Moyenne	 0,81	 0,63	 0,96	 0,64	 1,61	 1,75	
Valeurs	
extrêmes	 [0,73-0,91]	 [0,55-0,71]	 		 		 [1,58-1,63]	 [1,34-2,11]	

	 CV	global	
%	 16	 12	 15	 12	 12	 30	

	

	
Figure	12	:	Echantillons	C1,	Pool	1/5ème	et	référence	HPIA.	Résultats	indiqués	en	absorbance	et	

en	équivalent	5B9	selon	le	temps	d’incubation	de	l’échantillon.	
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Lorsque	les	résultats	de	l’échantillon	C1	sont	exprimés	en	absorbances,	les	valeurs	

varient	entre	0,73	et	1,18	avec	un	CV	global	de	16%.	Lorsque	les	résultats	sont	exprimés	

en	équivalent	5B9,	le	CV	des	résultats	diminue	à	12%	ce	qui	diminue	de	façon	

importante	l’impact	de	la	durée	d’incubation	de	l’échantillon	sur	le	résultat	final.	

On	observe	le	même	phénomène	avec	le	Pool	1/5ème	puisque	le	CV	global	passe	de	15%	

lorsque	les	résultats	sont	exprimés	en	absorbance,	à	12%	si	les	résultats	sont	exprimés	

en	équivalent	5B9.	

Des	résultats	différents	sont	obtenus	avec	la	référence	HPIA.	En	effet,	les	résultats	

obtenus	en	absorbance	varient	entre	1,58	et	2,21	avec	un	CV	de	12%,	et	ce	dernier	

augmente	à	30%	si	les	résultats	sont	exprimés	en	équivalent	5B9.	

	 C.	Variation	du	temps	d’incubation	de	l’immunoconjugué	

Nous	avons	également	fait	varier	la	durée	d’incubation	de	l’immunoconjugué	par	

rapport	aux	conditions	préconisées	par	le	fabricant.	Nous	avons	ainsi	testé	une	

incubation	de	30	minutes,	1	heure	et	1	heure	30	minutes	de	l’immunoconjugué.	

Les	gammes	d’étalonnage	obtenues	dans	ces	trois	conditions	sont	représentées	sur	la	

figure	13.	

	
Figure	13	:	Gammes	d’étalonnage	de	la	trousse	ASSERACHROM®	HPIA	–	IgG	avec	incubation	de	

l’immunoconjugué	de	30	minutes,	1heure	et	1h30	minutes.	Moyenne	+/-	Ecart	type.	n	=	4	

expérimentations.	
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Les	échantillons	C1,	Pool	1/5ème	et	la	référence	HPIA	ont	été	testés	dans	ces	trois	

conditions	et	les	résultats	sont	représentés	sur	la	figure	14	et	dans	le	tableau	VIII.	

	
Tableau	VIII	:	Valeurs	moyennes	d’absorbance	à	450	nm	et	d’équivalent	5B9	de	C1,	du	Pool	

1/5ème	et	de	la	référence	HPIA	selon	le	temps	d’incubation	de	l’immunoconjugué.	

	 	 C1	(n=4)	 Pool	1/5ème	(n=4)	 Référence	HPIA	(n=4)	

	 	 Abs	450	 Equivalent	
5B9	 Abs	450	 Equivalent	

5B9	 Abs	450	 Equivalent	
5B9	

1h30	
Moyenne	 1,13	 0,65	 1,06	 0,59	 1,9	 1,68	
Valeurs	
extrêmes	 [0,90-1,41]	 [0,54-0,80]	 [0,69-1,47]	 [0,34-0,72]	 [1,41-2,38]	 [1,02-2,31]	

1h	
Moyenne	 0,96	 0,61	 0,93	 0,6	 1,61	 1,47	
Valeurs	
extrêmes	 [0,71-1,24]	 [0,51-0,70]	 [0,57-1,22]	 [0,35-0,72]	 [1,26-2,04]	 [0,97-1,87]	

30	
minutes	

Moyenne	 0,7	 0,62	 0,66	 0,58	 1,14	 1,28	
Valeurs	
extrêmes	 [0,52-0,94]	 [0,54-0,70]	 [0,44-0,92]	 [0,40-0,69]	 [0,89-1,49]	 [0,89-1,68]	

	 CV	global	%	 29	 14	 34	 24	 29	 31	
	

	

	
Figure	14	:	Echantillons	C1,	Pool	1/5ème	et	la	référence	HPIA	en	absorbance	et	en	équivalent	5B9	

selon	le	temps	d’incubation	de	l’immunoconjugué.	n	=	4	expérimentations.		
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Les	valeurs	des	absorbances	mesurées	avec	l’échantillon	C1	varient	de	0,52	à	1,41	avec	

un	CV	global	égal	à	29%.	Lorsque	les	résultats	sont	exprimés	en	équivalent	5B9,	le	CV	

diminue	à	14%.	On	observe	le	même	phénomène	avec	le	Pool	1/5ème	dont	les	

absorbances	varient	de	0,44	à	1,47	avec	un	CV	en	absorbance	est	de	34%	et	qui	diminue	

à	24%	si	les	résultats	sont	exprimés	en	équivalent	5B9.	

Avec	la	référence	HPIA,	les	valeurs	en	absorbance	varient	entre	0,89	et	2,38	avec	un	CV	

de	29%	et	l’expression	des	résultats	en	équivalent	5B9	ne	permet	pas	de	diminuer	le	CV	

des	résultats	puisqu’il	augmente	légèrement	à	31%.	

	 D.	Variation	du	temps	d’incubation	du	substrat	

Nous	avons	finalement	fait	varier	la	durée	d’incubation	du	substrat	par	rapport	aux	

conditions	préconisées	par	le	fabricant.	Nous	avons	donc	testé	une	incubation	du	

substrat	de	3,	5	et	7	minutes.	

Les	gammes	d’étalonnage	obtenues	dans	ces	trois	conditions	sont	représentées	dans	la	

figure	15.	

	

	
Figure	15	:	Gammes	d’étalonnage	de	la	trousse	ASSERACHROM®	HPIA	–	IgG	avec	incubation	du	

substrat	de	3,	5	et	7	minutes.	
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Les	valeurs	en	absorbance	et	en	équivalent	5B9	des	échantillons	C1,	Pool	1/5ème	et	de	la	

référence	HPIA	sont	représentées	dans	le	tableau	IX	et	sur	la	figure	16.	

	
Tableau	IX	:	Valeurs	moyennes	d’absorbance	à	450	nm	et	d’équivalent	5B9	de	C1,	du	Pool	

1/5ème	et	de	la	référence	HPIA	selon	le	temps	d’incubation	du	substrat.	

	 	 C1	(n=3)	 Pool	1/5ème	(n=3)	 Référence	HPIA	(n=3)	

	 	 Abs	450	 Equivalent	
5B9	 Abs	450	 Equivalent	

5B9	 Abs	450	 Equivalent	
5B9	

3	
minutes	

Moyenne	 0,46	 0,61	 0,56	 0,75	 1,06	 2,33	
Valeurs	
extrêmes	 [0,30-0,69]	 [0,53-0,69]	 [0,33-0,79]	 [0,65-0,85]	 [0,78-1,30]	 [2,26-2,41]	

5	
minutes	

Moyenne	 0,73	 0,62	 0,83	 0,71	 1,59	 2,27	
Valeurs	
extrêmes	 [0,51-1,06]	 [0,56-0,68]	 [0,51-1,13]	 [0,61-0,77]	 [1,25-1,87]	 [2,11-2,45]	

7	
minutes	

Moyenne	 0,92	 0,62	 1,14	 0,79	 2,11	 2,56	
Valeurs	
extrêmes	 [0,66-1,30]	 [0,55-0,68]	 [0,75-1,49]	 [0,72-0,83]	 [1,70-2,35]	 [2,04-3,01]	

	 CV	global	%	 45	 10	 44	 11	 33	 12	
	

	
Figure	16	:	Echantillons	C1	et	Pool	1/5ème	en	absorbance	et	en	équivalent	5B9	selon	le	temps	

d’incubation	du	substrat.	n	=	3	expérimentations.	
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Lorsque	les	résultats	de	C1	sont	exprimés	en	absorbances,	les	valeurs	varient	entre	0,30	

et	1,30	avec	un	CV	de	45%.	Une	fois	exprimés	en	équivalent	5B9,	le	CV	est	de	10%.	

On	observe	le	même	phénomène	avec	le	Pool	1/5ème	avec	un	CV	qui	passe	de	44%	

lorsque	les	résultats	sont	exprimés	en	absorbance,	à	11%	lorsque	les	résultats	sont	

exprimés	en	équivalent	5B9.	Des	résultats	comparables	sont	observés	avec	la	référence	

HPIA.	
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	 E.	Intérêt	de	la	gamme	d’étalonnage	en	Ac	5B9	appliqué	à	trois	
échantillons	de	patients	

Afin	de	confirmer	les	résultats	obtenus	avec	nos	les	échantillons	C1	et	le	Pool	1/5ème,	
nous	avons	répété	nos	expérimentations	avec	3	échantillons	de	nouveaux	patients	
nommés	P12,	P13	et	P14	en	faisant	varier	les	temps	d’incubation	de	l’échantillon,	de	
l’immunoconjugué	et	du	substrat.	Les	résultats	sont	présentés	sur	la	figure	17	et	dans	le	
tableau	X.	
	

	
Figure	17	:	Valeurs	en	absorbance	et	en	équivalent	5B9	des	échantillons	P12,	P13	et	P14	selon	

la	variation	du	temps	d’incubation	de	l’échantillon,	de	l’immunoconjugué	et	du	substrat.	n	=	1	

expérimentation.	
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Tableau	X	:	Absorbances	à	450	nm	et	équivalent	5B9	des	échantillons	P12	à	P14	selon	les	

différentes	variations	des	temps	d’incubation.		

	 P12	 P13	 P14	

	 Abs	450	 Equivalent	
5B9	 Abs	450	 Equivalent	

5B9	 Abs	450	 Equivalent	
5B9	

Moyenne	 1,66	 1,46	 0,6	 0,35	 0,36	 0,26	
Valeurs	extrêmes	 [1,17-2,16]	 [1,23-1,83]	 [0,39-0,83]	 [0,33-0,38]	 [0,24-0,51]	 [0,23-0,30]	
CV	global	%	 18	 15	 25	 4	 29	 8	
	

On	remarque	que	pour	les	trois	échantillons	étudiés,	P13	et	P14	ont	un	comportement	

identique	avec	une	très	nette	diminution	du	CV	lorsque	les	résultats	sont	exprimés	en	

équivalent	5B9.	En	effet	le	CV	passe	de	25%	à	4%	avec	l’échantillon	P13	et	de	29	à	8%	

avec	l’échantillon	P14	lorsque	les	résultats	sont	exprimés	respectivement	en	

absorbances	et	en	équivalent	5B9.	Ces	deux	échantillons	ont	des	absorbances	

inférieures	à	1.	

Avec	l’échantillon	P12,	les	valeurs	des	absorbances	varient	entre	1,17	et	2,16	avec	un	CV	

des	résultats	de	18%	et	l’expression	des	résultats	en	équivalent	5B9	ne	diminue	que	

légèrement	le	CV	qui	passe	à	15%.	
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3.	DISCUSSION	
	

	 La	première	étape	du	diagnostic	biologique	de	TIH	repose	sur	la	réalisation	d’un	

test	immunoenzymatique	et	les	tests	ELISA	sont	les	plus	couramment	utilisés.	

Ces	tests	permettent	d’informer	le	clinicien	sur	l’absence	ou	la	présence	d’anticorps	anti-

FP4/H	et	le	résultat	numérique	de	l’absorbance	donne	également	une	indication	sur	

l’importance	de	la	réponse	immune.	Plusieurs	travaux	ont	montré	que	la	valeur	de	

l’absorbance	est	corrélée	au	risque	de	TIH	(29,38)	et	certains	auteurs	proposent	de	

conclure	à	une	TIH	certaine	si	l’absorbance	est	supérieure	à	2	sans	avoir	recours	aux	

tests	d’activation	plaquettaire	(38).	

	

	 À	ce	jour,	il	n’existe	aucune	standardisation	des	tests	ELISA	et	la	proposition	

d’Adam	Cuker	d’évaluer	la	probabilité	de	TIH	uniquement	sur	le	résultat	de	l’absorbance	

est	basée	sur	des	travaux	réalisés	avec	la	trousse	HAT45G®	de	GTI	et	n’est	peut-être	pas	

applicable	aux	absorbances	mesurées	avec	les	autres	trousses	commercialisées.	

De	plus,	l’édition	spéciale	de	la	fondation	ECAT	publiée	en	2014	souligne	l’absence	de	

standardisation	de	ces	trousses	et	montre,	en	utilisant	les	résultats	des	évaluations	

externes	de	la	qualité,	que	pour	un	même	échantillon	positif	avec	une	absorbance	

proche	de	2,	les	coefficients	de	variations	sont	compris	entre	16	et	37%	selon	les	

trousses	utilisées.	Les	recommandations	de	l’ECAT	insistent	sur	l’importance	de	

reporter	les	absorbances	mesurées	de	manière	quantitative	sur	les	compte-rendus	des	

tests	ELISA	transmis	aux	cliniciens.	

	

	 Dans	ce	contexte,	il	nous	a	paru	intéressant	d’envisager	une	standardisation	des	

différentes	trousses	ELISA	commercialisées	et	le	développement	par	l’équipe	du	Pr.	

Gruel,	d’un	anticorps	monoclonal	de	TIH	ayant	un	fragment	Fc	humain	nous	a	

rapidement	conduit	à	envisager	ce	travail.	

	

	 Les	résultats	de	la	première	partie	de	cette	étude	font	apparaître	un	

comportement	très	proche	de	l’Ac	5B9	sur	la	cible	antigénique	FP4/H	ou	FP4/PVS	

comme	en	témoignent	leurs	courbes	de	calibration	d’allure	similaires.	Le	procédé	de	

fixation	de	l’héparine	aux	plaques	ELISA	influence	fortement	la	modification	

conformationelle	du	FP4.	
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Les	travaux	de	Suh	et	al	(40)	ont	montré	que	lorsque	l’héparine	est	plaquée	au	fond	des	

puits	avec	une	perte	de	sa	flexibilité,	le	FP4	n’est	pas	modifié	de	façon	optimale.	Ces	

résultats	pourraient	expliquer	les	différences	observées	entre	les	trousses	qui	utilisent	

des	complexes	FP4/PVS	ou	FP4/H	et	la	trousse	ZYMUTEST®	HIA	IgG	(HYPHEN)	qui	

utilise	de	l’héparine	fixée	par	le	sulfate	de	protamine.	

Lorsque	les	échantillons	de	7	patients	ayant	tous	développés	des	anticorps	pathogènes	

(positif	en	SRA)	sont	testés	avec	les	trois	trousses	et	les	résultats	exprimés	en	

absorbance	ou	en	équivalent	5B9,	nous	observons	que	l’expression	en	équivalent	5B9	ne	

permet	pas	de	diminuer	la	variabilité	des	résultats	inter	kits.	

Il	est	ici	important	de	souligner	que	la	réponse	immunitaire	développée	au	cours	des	

TIH	est	polyclonale	et	C.	Pouplard	avait	bien	montré	qu’un	certain	nombre	de	patients	

développaient	des	anticorps	qui	reconnaissaient	de	façon	identique	le	FP4	seul	ou	

complexé	à	l’héparine	(41)	alors	que	l’Ac	5B9	ne	reconnaît	que	le	FP4	complexé	à	

l’héparine.	L’ensemble	de	ces	résultats	nous	conduisent	à	renoncer	au	projet	de	

standardiser	ces	trois	trousses	ELISA	en	utilisant	un	même	anticorps	monoclonal.	

	

	 Dans	la	deuxième	partie	de	cette	étude	nous	avons	continué	cette	approche	de	

standardisation	mais	en	utilisant	une	seule	trousse.	

La	trousse	ASSERACHROM®	HPIA	–	IgG	a	été	choisie	dans	la	mesure	où	elle	utilisait	

comme	cible	antigénique	le	complexe	FP4/H	à	l’origine	de	la	réponse	immune	

développée	au	cours	de	la	TIH.	De	plus	l’Ac	monoclonal	5B9	a	été	obtenu	après	

immunisation	de	souris	GammaPrim™	avec	ces	mêmes	complexes.		

Lorsque	nous	utilisons	la	trousse	dans	des	conditions	extrêmes,	il	est	intéressant	de	

noter	que	le	kit	n’est	pas	sensible	aux	variations	de	température	et	qu’une	diminution	ou	

une	augmentation	sensible	(±	30	minutes)	du	temps	d’incubation	de	l’échantillon	

n’impacte	que	très	modérément	le	résultat,	qu’il	soit	exprimé	en	absorbance	ou	en	

équivalent	5B9.	

De	plus,	une	particularité	de	la	trousse	ASSERACHROM®	HPIA	–	IgG	est	la	définition	du	

seuil	de	positivité	du	test	qui	varie	d’une	expérimentation	à	l’autre	puisqu’il	est	défini	

par	un	pourcentage	de	l’absorbance	mesurée	avec	la	référence	HPIA	fournie	dans	le	kit.	

Lorsque	les	résultats	de	la	référence	HPIA	sont	exprimés	en	absorbance	ou	en	

équivalent	5B9,	on	observe	une	très	forte	variabilité	du	résultat	en	fonction	de	la	durée	

d’incubation	de	l’échantillon.	La	composition	de	cette	référence	n’est	pas	connue	mais	il	

semble	que	son	comportement	soit	très	différent	de	celui	des	échantillons	plasmatiques.	
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En	effet,	lorsque	nous	avons	fait	varier	la	durée	d’incubation	de	l’immunoconjugué	ou	du	

substrat,	l’expression	des	résultats	en	équivalent	5B9	diminue	considérablement	le	CV	

des	échantillons	C1	et	du	Pool	au	1/5ème	mais	pas	celui	de	la	référence.	

La	pertinence	d’utiliser	la	référence	HPIA	pour	définir	le	seuil	de	positivité	du	test	

devrait	donc	être	étudié.	

	

	 Actuellement,	la	rédaction	d’un	projet	multicentrique	visant	à	étudier	l’intérêt	de	

l’utilisation	du	calibrant	5B9	avec	la	trousse	ASSERACHROM®	HPIA	–	IgG	est	en	cours.	

Ce	projet	sera	réalisé	de	façon	prospective	et	inclura	toute	suspicion	de	TIH.	Le	

diagnostic	biologique	de	TIH	sera	confirmé	par	un	test	de	libération	de	sérotonine	

radiomarquée	et	des	renseignements	cliniques	suffisants	devront	être	colligés	de	

manière	à	évaluer	de	façon	précise	la	probabilité	clinique	de	la	TIH.	

De	plus,	à	l’aide	d’une	analyse	en	courbe	ROC,	le	seuil	de	positivité	du	test	sera	redéfini.	

L’inclusion	d’un	nombre	minimal	de	500	patients	sera	nécessaire	pour	ce	travail	afin	

d’obtenir	environ	50	cas	de	thrombopénies	induites	par	l’héparine.	
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III.	ANNEXES	
	
Annexe	1	

	
	
	

HEMATOLOGIE-TROUSSEAU 
 

Score probabilité clinique TIH  

Ref : LBM N DE004 01 
Version : 01 

Applicable le : 03-03-2014 

 

 

 Ref : LBM N DE004 01  Version : 01 - Page 1 sur 1 

Nom :     Sexe :    Service :  
Prénom :        Date d'inclusion :  
DDN :  
 
Thrombopénie: 
 Diminution de plus de 50% de la numération plaquettaire      + 2 
 Et plaquettes nadir ≥ 20 G/L sans chirurgie dans les 3 derniers jours 
 

Diminution de 30 à 50% de la numération plaquettaire      + 1 
 Ou plaquettes entre 10 et 19 G/L 
 Ou diminution de plus de 50% de la numération plaquettaire avec chirurgie (3 derniers jours) 
 
 Diminution de moins de 30% de la numération plaquettaire      0 
 Ou plaquettes < 10 G/L 
 
Délai de survenue 
 Chute de la numération plaquettaire (ou thrombose) 5 à 10 jours      + 2 

après le début de l'héparine ou dans un délai de 24 heures  
si héparinothérapie récente (5 à 30 jours derniers jours) 
 

 Ou après plus de 10 jours d'héparinothérapie       + 1 
 Ou dans un délai de 24 heures si héparinothérapie semi récente  
 (de 31 à 100 jours) 
 
 Thrombopénie survenant avant 4 jours de traitement sans héparinothérapie    0 
 dans les 100 derniers jours 
 
Thromboses / Clinique 
 Nouvelle thrombose (confirmée) ou nécrose cutanée ou réaction systémique après    + 2 
 injection d'héparine en bolus (HNF) ou hémorragie surrénalienne 

 
Extension ou récidive d'une thrombose préexistante        + 1 
Ou suspicion de thrombose non prouvée (imagerie en attente) 
Ou érythème cutanée après injection d'héparine. 
 
Aucun événement          0 

 
Autre diagnostic de thrombopénie 
 Aucune autre cause possible de thrombopénie       + 2 
  
 Autre cause possible : sepsis sans documentation bactériologique     + 1 
 Thrombopénie associée à une ventilation mécanique 
 Autres  
  
 Autre cause probable de thrombopénie : chirurgie dans les 72 heures,     0 
 bactériémie/fongémie confirmée, chimiothérapie/radiothérapie dans les 20 derniers jours, 
 purpura post-transfusionnel, CIVD due à une cause autre que la TIH, plaquettes < 20G/L et administration d’un 
 médicament thrombopéniant (cf tableau), lésions cutanées non nécrotiques au site d’injection, autres… 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Probabilité clinique de TIH (pré-test) 
 Score  0 – 3 :   Faible risque de TIH 
 Score 4 – 5 :  Risque modéré 

 Score 6 – 8 :  Risque élevé de TIH 

Médicaments impliqués dans des thrombopénies immunes médicamenteuses : 
Relativement fréquents : Antagonistes de la GP IIb/IIIa (abciximab…), quinine/quinidine, sulfamides antibactériennes, 
carbamazépine, vancomycine 
Moins fréquents : amitryptyline, amoxicilline/pipéracilline, céphalosporines (ceftazidime, ceftriaxone), célécoxib, ciprofloxacine, 
lévofloxacine, esoméprazole, fentanyl, furosémide, sels d’or, métronidazole, naproxene, oxaliplatine, phénytoïne, propranolol, 
ranitidine, rifampicine, triméthoprime… (Liste non exhaustive) 



	 69	

Annexe	2	
	

	 	

HIT	Expert	Probability		HEP	Score	

Nom	:	 	 	 	 Sexe	:	 	 	 	 Service	:	

Prénom	:	 	 	 	 	 	 	 Date	inclusion	:	

DDN	:	

1-	Amplitude	de	la	chute	des	plaquettes	(mesurée	du	chiffre	de	base	au	nadir	depuis	l’exposition	à	l’héparine)	
	 <30%		 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 																														-	1	
	 30-50%	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 																																1	
	 >50%	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 																																3	

2-	Délai	de	survenue	de	la	thrombopénie	:	
• →	sans	exposition	récente	à	l’héparine	(TIH	typique)	

Chute	des	plaquettes	<4	jours	d’exposition	à	l’héparine	 	 	 	 	 	 	 														-	2	
Chute	des	plaquettes	à	4	jours	d’exposition	à	l’héparine	 	 	 	 	 	 	 														-	2	
Chute	des	plaquettes	entre	5-10	jours	d’exposition	à	l’héparine	 	 	 	 	 	 														-	3	
Chute	des	plaquettes	entre	11-14	jours	d’exposition	à	l’héparine	 	 	 	 	 	 														-	2	
Chute	des	plaquettes	>14	jours	d’exposition	à	l’héparine		 	 	 	 	 	 														-	1	

• →	avec	exposition	à	l’héparine	dans	les	100	jours		(TIH	d’apparition	rapide)	
• Chute	des	plaquettes	<48h	de	re-exposition	à	l’héparine		 	 	 	 	 																	2	
• Chute	des	plaquettes	>48h	de	re-exposition	à	l’héparine		 	 	 	 	 														-	1	

3-	Nadir	(numération	plaquettaire	la	plus	basse)	:	
• ≤	20G/L	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 																														-	2	
• >	20G/L	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 																																2	

4-	Thrombose	(sélectionner	un	seul	item)	:	
• →	TIH	typique	suspectée	:	

• Nouvelle	thrombose	veineuse	ou	artérielle	≥	4	jours	d’exposition	à	l’héparine	 	 	 																	3	
• Extension	d’une	thrombose	veineuse	ou	artérielle	préexistante	sous	héparine	 	 	 																	2	

• →	TIH	d’apparition	rapide:	
• Nouvelle	thrombose	veineuse	ou	artérielle	après	exposition	à	l’héparine	 	 	 																																3	
• Extension	d’une	thrombose	veineuse	ou	artérielle	préexistante	sous	héparine	 	 	 																2	

5-	Nécrose	cutanée	:	
• Nécrose	cutanée	aux	sites	d’injection	sous-cutanés	de	l’héparine		 	 	 																																3	

6-	Réaction	systémique	aigüe	:	
• Réaction	systémique	aigüe	après	injection	d’héparine	en	bolus	IV		 	 	 																																2	

	
7-	Saignements	:	

• Saignements,	pétéchies	ou	hématomes	étendues	 	 	 	 	 																														-	1	

8-	Autres	causes	de	thrombopénies	(sélectionner	tous	les	items	qui	s’appliquent)	:	
• Présence	d’une	pathologie	avec	thrombopénie	chronique	 	 	 																																														-	1	
• Introduction	d’un	médicament	thrombopéniant	non-héparinique		 	 	 																														-	2	
• Infection	sévère	 	 	 	 	 	 	 	 	 																														-	2	
• CIVD	sévère	(fibrinogène	<0.1	g/L	et	D-dimères	>	5000	ng/mL)	 	 	 	 																														-	2	
• Dispositif	intra-artériel	à	demeure	(ballon	intra-aortique,	ventilation	mécanique,	ECMO)	 	 														-	2	
• Circulation	extra-corporelle	(CEC)	dans	les	96h	 	 	 	 	 	 																														-	1	
• Pas	d’autre	cause	évidente	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	3	
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TARLÉ	Nicolas	
	
77	pages	–	10	tableaux	–	17	figures	–	2	annexes.	
	
Résumé	:		
Le	diagnostic	biologique	des	thrombopénies	induites	par	l’héparine	(TIH)	repose	sur	la	détection	
d’anticorps	(Ac)	dirigés	contre	le	FP4	modifié	par	l’héparine.	Les	tests	ELISA	sont	couramment	
utilisés	dans	nos	laboratoires	et	leur	compte	rendu	doit	mentionner	le	seuil	de	positivité	du	test	ainsi	
que	l’absorbance	mesurée,	une	valeur	supérieure	à	1	étant	associée	à	une	plus	forte	probabilité	de	
TIH.		Cependant,	l’ECAT	rapporte	des	coefficients	de	variations	inter-essais	compris	entre	16	et	37%	
selon	les	trousses.	
Nous	avons	récemment	développé	un	Ac	monoclonal	d’isotype	IgG	(5B9),	possédant	un	fragment	Fc	
humain	et	qui	reconnaît	spécifiquement	le	FP4	modifié	par	l’héparine.	L’objectif	de	ce	travail	a	été	
d’évaluer	l’intérêt	d’utiliser	cet	Ac	5B9	comme	calibrant	des	différentes	trousses	commercialisées	:	
ASSERACHROM®	HPIA	–	IgG	(Stago),	HAT45G®	(GTI)	et	ZYMUTEST®	HIA	IgG	(HYPHEN).	
Lors	de	chaque	expérimentation,	une	gamme	d’étalonnage	a	été	réalisée	avec	des	concentrations	
croissantes	d’Ac	5B9	(0	à	10	μg/mL)	et	les	absorbances	mesurées	avec	les	plasmas	de	7	patients	
positifs	ont	été	systématiquement	converties	en	‘équivalent	5B9’.	L’expression	des	résultats	de	ces	7	
patients	en	équivalent	5B9	n’a	pas	permis	de	diminuer	la	variabilité	inter	kits.	
Dans	un	second	temps,	nous	avons	évalué	l’intérêt	de	l’Ac	5B9	pour	standardiser	les	résultats	au	sein	
d’une	seule	trousse,	la	trousse	Asserachrom	HPIA	IgG	(Stago).	Dans	ce	but,	nous	avons	réalisé	les	
tests	dans	les	conditions	extrêmes	en	faisant	varier	la	température	de	la	pièce	ainsi	que	les	temps	
d’incubation	de	l’échantillon,	de	l’immunoconjugué	et	du	substrat.	Quelques	soient	les	conditions	
expérimentales	testées,	la	courbe	de	calibration	est	d’allure	hyperbolique	avec	un	coefficient	de	
corrélation	égal	à	0.99.	L’expression	des	résultats	en	équivalent	5B9	diminue	considérablement	le	CV	
de	deux	échantillons,	C1	et	un	Pool	au	1/5ème,	mais	pas	celui	de	la	référence	HPIA	permettant	de	
définir	le	seuil	de	positivité	du	test.	
Un	projet	multicentrique	prospectif	en	collaboration	avec	la	société	Stago	et	visant	à	étudier	l’intérêt	
de	l’utilisation	du	calibrant	5B9	avec	la	trousse	ASSERACHROM®	HPIA	–	IgG	est	en	cours	de	
rédaction.	Une	analyse	en	courbe	ROC	permettra	de	redéfinir	le	seuil	de	positivité	du	test.	
	
Mots	clés	:	Thrombopénie	induite	par	l’héparine,	ELISA,	FP4,	Anticorps,	standardisation	
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