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1) Technique en cytométrie de flux
· plasma

· sang recueilli sur citrate de Na

· centrifugation 15 mn à 1000 trs/mn à 4°C

·  plaquettes témoins

· sang recueilli sur citrate de Na

· groupe sanguin 0

· centrifugation 5 mn à 700 trs/mn

· ajuster le PRP à 300 000 plts/µl

·   Ionomycine A23187 (Calbiochem)

·  Héparine standard, HBPM

·  Anticorps monoclonal : CD41-PE (Immunotech)

·  Annexine V FITC kit (Immunotech)

Méthodes

· Répartition dans les tubes suivant le tableau ci-dessous. Incubation 30 mn à 26°C

	
	Tampon

(µl)
	Ca ++ iono

(µl)
	Héparine (µl)

0,1 UI/ml
	Héparine (µl)

0,3 UI/ml
	Héparine (µl)

100 UI/ml
	Plasma

(µl)
	PRP

(µl)

	Témoin neg
	10
	
	
	
	
	20
	70

	Témoin pos
	
	10
	
	
	
	20
	70

	X 0
	10
	
	
	
	
	20
	70

	X 0,1
	
	
	10
	
	
	20
	70

	X 0,3
	
	
	
	10
	
	20
	70

	X 100
	
	
	
	
	10
	20
	70


· prélèvement de 5 µl de chaque échantillon + 10 µl de CD41-PE + 1 µl d’Annexine V FITC + 35 µl de tampon

· incubation 15 mn à température ambiante à l’abri de la lumière. Arrêt de la réaction en ajoutant 450 µl de tampon.

· Lecture au cytomètre à flux (FACSCalibur, Becton Dickinson). Fenêtrage sur les plaquettes CD41 positives. Détermination du pourcentage de plaquettes Annexine V positives.

2) RESULTATS

A) Lors de la mise au point de la technique en CMF, nous avons mis en évidence un certain nombre d’éléments importants.

1. On peut observer avec des plaquettes témoins mises en présence de plasma témoin et d’héparine, des pourcentages non négligeables de plaquettes Annexine V positives (jusqu’à 35 %). Cependant, il n’y a pas de négativation totale avec de fortes doses d’héparine. Nous avons donc défini un rapport entre le pourcentage de plaquettes positives à 0,1 ou 0 ,3 U/ml d’héparine et celui observé à 100 U/ml d’héparine.

Ce rapport est toujours inférieur à 3.

2. Lorsque l’on teste un plasma positif avec différentes plaquettes témoins, on voit que le pourcentage maximal de plaquettes positives en Annexine V à 0,1 ou 0,3 UI/ml d’héparine est variable (par exemple 27 % ou 68 % chez le patient n° 1). Mais si l’on fait le rapport % de plaquettes positives à 0,1 ou 0,3 UI/ml d’héparine, et le % de plaquettes positives à 100 UI/ml, ce rapport est toujours supérieur au rapport observé chez les témoins.

Il est ici toujours supérieur à 4.

3. Lorsqu’un patient présente une immunisation anti-HLA, le test en CMF est positif quelque soit la concentration d’héparine. Après absorption de ces anticorps sur un pool de plaquettes, il est alors possible de rechercher l’existence d’une éventuelle TIH.

B) ETUDE RETROSPECTIVE

L’analyse de 7 plasmas congelés, diagnostiquées en agrégation, nous a permis de retrouver 6 patients positifs en CMF (rapport > 4). Le 7ème patient présentait en fait des anticorps anti-HLA.

C) ETUDE PROSPECTIVE

Lors de l’étude prospective, nous avons testés 171 patients. Cent cinquante-trois ont été trouvés négatifs avec les deux techniques. Pour les 18 patients trouvés positifs avec l’une ou l’autre technique, nous avons recherche, par technique ELISA, l’existence d’anticorps anti-PF4


- 4 plasmas, trouvés positifs en agrégation et négatifs en CMF, ont été testés en ELISA 
et se sont avérés négatifs par cette technique.

· à l’inverse, 6 plasmas ont été trouvés négatifs en agrégation et positifs en cytométrie. Quatre seulement on pu être testés en ELISA et ont été retrouvés positifs.

Il semble donc exister une bonne corrélation entre les résultats obtenus par CMF et par ELISA.

29 patients positifs en agrégation et/ou CMF et/ou ELISA

Positif

agrégation + CMF + ELISA

n = 8

Positif

agrégation + ELISA


n = 4

Positif

CMF + ELISA



n = 1

Positif

agrégation + CMF


n = 1

Positif

ELISA seul



n = 14

Positif

CMF seul



n = 1

Soit 10,9 % de patients positifs en tests fonctionnels (précédente étude : 10,5 %)

