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[.’exploration de la coagulation est extrémement importante en clinique. Un bilan
standard de coagulation, associant le temps de céphaline avec activateur TCA et le temps de
Quick TQ. est fréquemment prescrit en premicre intention afin d’évaluer un risque de

saignement excessif. ou de surveiller un traitement anticoagulant.

Ce sont des tests semi-analytiques qui ont pour but essentiel de faire un tri, aussi efficace que
possible, rapide et au moindre cout pour limiter les examens spécifiques, longs, couteux et
complexes. qui ne sont donc habituellement réalisés que dans un deuxiéme temps si ce bilan

se révele anormal.

Ces tests de screening ont considérablement bénéficié, ces derniéres années, de progres
technologiques, mettant a la disposition du biologiste des automates de plus en plus
performants et des réactifs de grande qualité, mais chacun sait qu'il ne suffit pas d'avoir du

bon matériel pour réaliser de bons tests.

De ce fait, il est fondamental de connaitre et de comprendre les mécanisimes sous-jacents qui
se répercutent sur la qualité des résultats. Cette qualité conditionnée par plusieurs variables
pré analytiques peut ¢étre influencé par ["hématocrite. un variable incontrélable qui se rapporte

aux facteurs endogencs et spécifiques a chaque échantillon individuel.

En 1980. des recommandations ont ¢té faites par le CLSL exigent un traitement spéeial des
¢chantillons de sang total avece un taux d hématocrite supérieur a 55% due a possibilité de

fausse allongement de tests de coagulation (TQ, TCA).

Notre travail a donc pour objectif d étudier I’effet de I'augmentation de ce parameétre sur les
résultats des temps de coagulation TQ et TCA. et de tirer les recommandations nécessaires

afin d"éviter des résultats erronés.

Comme les échantillons avec hématocrite > 55% sont rares dans notre établissement, ce
mémoire a donc été principalement basé sur ['étude de deux articles publiés dans des

revues scientifiques internationales, suivie d'une ¢tude expérimentale basée sur la simulation
d"un hématocrite de 60%. lcsquels seront précédés d une revue de littérature qui consiste en
un rappel sur la coagulation plasmatique ¢t I'hématocrite. Enfin. nous terminerons par la

formulation d'un certain nombre de recommandations.
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Chapitre I: Coagulation, Rappel et exploration

I.1. Généralités sur Phémostase :

Toute rupture de I'intégrité du circuit vasculaire a I’origine d’une fuite sanguine,
déclenche une série de processus cellulaires et biochimiques assurant I’obturation de la breche
et le contrble de I’hémorragie. L’hémostase répond a I'ensemble de ces mécanismes
physiologiques et comprend plusieurs étapes qui sont en fait étroitement intriquées et
interdépendantes in vivo. Cependant, par commodité, on peut diviser hémostase en trois

temps :

* Hémostase primaire, premicre étape d’urgence du controle hémorragique. Elle fait
intervenir la paroi vasculaire et les éléments figurés du sang, en particulier les
plaquettes. Ce temps endothélio-plaquettaire aboutit & la constitution d'un thrombus

blanc ou clou plaquettaire en une durée de 3 a 5 minutes.

* Hémostase secondaire, ou coagulation plasmatique, dont le role est de consolider
le thrombus plaquettaire (thrombus blanc ou clou plaquettaire) par la constitution d’un

réseau protéique de fibrine en une durée de 5 a 10 minutes.

* Fibrinolyse, assurant secondairement la dégradation enzymatique de la masse fibrino-
plaquettaire en une durée de 48 a 72 heures. Ce phénomene est di a la transformation
du plasminogene, précurseur inactif, en plasmine, enzyme protéolytique. La plasmine

ainsi formée réalise la fibrinolyse proprement dite.

L'ensemble de ces processus est étroitement régulé par la mise en ceuvre d'un systeme tres
complexe d'activateurs et d'inhibiteurs permettant a I'hémostase de se développer au foyer

méme de la bréche vasculaire sans extension a distance (Revel, T & Doghmi, K, 2004).

Une parfaite harmonie entre les systémes d’activation et d’inhibition concourent au maintien
de I’équilibre hémostatique. Un dysfonctionnement de I’un de ces systemes pourra induire
soit une tendance hémorragique (anomalie du systéeme d’activation), soit une tendance

thrombotique (anomalie du systéme d’inhibition) (Verdy, E. 1997).
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Figure 1 : Les différentes étapes de I'hémostase.




I.2. Coagulation plasmatique :

L’ hémostase obtenue par le clou plaquettaire est fragile et temporaire, et doit étre
consolidée par la génération d’un réseau protéique qui réalise ainsi une hémostase
permanente. Il s’agit du processus de coagulation du plasma sanguin aboutissant a la
transformation du fibrinogéne plasmatique circulant soluble en fibrine insoluble enserrant le
clou plaquettaire par le biais d’une série de réactions enzymatiques dont le contrdle continu

permet une restriction locale sans diffusion a distance de la zone lésionnelle.

1.2.1. Les principaux acteurs de la coagulation :
1.2.1.1. Facteurs de la coagulation :

On entend par facteurs de la coagulation des protéines plasmatiques participant au

processus de la coagulation et dont on distingue trois groupes différents :

- Les précurseurs enzymatiques (pro-enzymes ou zymogenes): facteurs vitamine K-

dépendants (11, VII, IX, X), et les facteurs contacts (XI, XII, XIII, prékallicréine).

- Les protéines dénuées d’activité enzymatique mais servant de cofacteurs : facteurs
V, VIII, calcium (IV), facteur tissulaire (I1]) et le kininogéne de haut poids
moléculaire (KHPM).

- Les protéines ayant un role de substrat : Fibrinogéne (Eledjam, J. J. & Schved, J. F.

& Bonnafoux, J, 1985).

Elles sont synthétisées au niveau du foie par [’hépatocyte, a l'exception du facteur VIII,
et FT synthétisés dans le systeme réticulo-endothélial, et toute insuffisance hépatocellulaire
sévere entraine une diminution globale des facteurs de la coagulation par défaut de

production.

Elles sont au nombre de 12 auxquels il faut ajouter deux facteurs découverts plus récemment :
le kininogene de haut poids moléculaire (KHPM) et la prékallicréine (PK). Elles aient
chacune un nom usuel et un numéro en chiffre romain leur a été attribué selon la
nomenclature internationale Le facteur activé est désigné par son numéro suivi du suffixe « a

» (voir tableau 1) (Revel, T & Doghmi, K, 2004).



Tableau 1: Nomenclature internationale définissant les facteurs de coagulation.

I Fibrinogéne
I Prothrombine
a Thromboplastir.le tiss.ulaire ou facteur
tissulaire
(Iv) (Calcium)
\% Proaccélérine
Vil Proconvertine
VIII Facteur antihémophilique A
IX Facteur antihémophilique B
X Facteur Stuart
XI Facteur Rosenthal
X1I Facteur Hageman
X111 Facteur stabilisant la fibrine
PK Prékallikréine ou facteur Fletcher
KHPM Kininogéne ou facteur Fitzgerald

Remarque :

- Il n’existe pas de facteur IV.

- Les parenthéses désignent les dénominations non utilisées.

- Le facteur Fletcher (ou prékallikréine) et le facteur Fitzgerald (ou William, ou
Flaugeac, ou kininogéne de haut poids moléculaire) n'ont pas encore regu de numéro

(Rerhrhaye, M., Abdellaoui, L., Bouziane, A., & Ennibi, O, 2010).

L.2.1.2. Les inhibiteurs physiologiques de la coagulation :

Aux cotés des facteurs activateurs existent dans le plasma des systémes inhibiteurs :
systéme des anti-thrombines, systéme protéine C- protéine S, inhibiteur de la voie extrinséque
(TFPI pour Tissue Factor Pathway inhibitor).lls sont prédominants dans le plasma et régulent

en permanence le processus de la coagulation (tableau 2).



Tableau 2: Les inhibiteurs de la coagulation.

. . o Thrombine Ila, 1Xa, ,

Antithrombine Inhibiteur Xa. Xla. Xlla Hépatocyte

Protéine C Proenzyme Va et VlIlla Hépatocyte

. - Hépétocyte-

Protéine S Cofacteur Protéine C Mégacarvocyte
TFPI Inhibiteur Vlla Endothélium-Hépatocyte

Inhibiteur Thrombine

Thrombomoduline Endothéilum
Activateur Proiéine C

1.2.1.3. Phospholipides activateurs de la coagulation :
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comprennent la phosphatidylsérine plaquettaire, anciennement dénommé facteur 3
plaquettaire (F3P), et le facteur tissulaire ou thromboplastine tissulaire. Ils constituent une
surface moléculaire catalytique permettant le déclenchement de la coagulation par I’activation

des facteurs procoaguiants.

La phosphatidylsérine plaquettaire est exprimée a la surface de la membrane plaquettaire lors

de son activation. Le facteur tissulaire, protéine transmcmbranaire, est exprimé de fagon
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endothéliales, fibroblastes et cellules musculaires lisses (Revel, T & Doghmi, K, 2004).

1.2.1.4. L’ion Calcium (Ca™) :

Le Ca®* Joue un role déterminant dans la coagulation du sang, il assure les liens entre les
phospholipides et les facteurs de la coagulation vitamine K dépendants et du facteur XI, il

permet aussi la liaison entre le facteur tissulaire et le facteur VIla. Enfin la présence de
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fibrine. Le Ca™ a donc un réle pléiotrope a toutes les étapes de la coagulation (figure 2).




1.2.2. Déroulement de la coagulation :

I.2.2.1. Initiation de la coagulation (voie extrinséque) :

Une Iésion vasculaire permet le contact du sang circulant avec les structures sous
endothéliales hautement thrombogénes. Le facteur tissulaire FT, exprimée de fagon
constitutive par les cellules musculaires lisses et les fibroblastes. fixe et active le facteur VII
plasmatique. Ce complexe FT/FVIla active préférentiellement le facteur X. mais aussi le

facteur IX (permettant une interaction entre voies extrinseque et intrinséque) (Horellou, M. H.

& Flaujac, C. & Conard. J. 2010) (figure 2).

1.2.2.2. Amplification de la coagulation (voie intrinseque) :

Cette voie fait intervenir les facteurs contacts : le facteur XII et le kininogene de haut

poids moléculaire qui se fixent sur les surfaces chargées électro-négativement.

La fixation du facteur XII sur ce type de surface induit son activation par protéolyse. Le
tacteur Xlla active le facteur XI. Celui-ci active, en présence de calcium. le facteur IX, qui
lui-méme, complexé avec son cofacteur le facteur VIIIa (complexe antthémophilique). et en
présence de phospholipides et d'ions calcium active le facteur X. Le facteur Xa est le

carrefour de rencontre de la voie intrinseque et de la voie extrinseque (figure 2).

["activation de facteur XII permet a son tour la transformation de prékallicréine en
kallicréine cn présence du Kininogéne de haut poids moléculaire. La kallieréine poursuit
I"activation du facteur XII en facteur XIla permettant intensification de 'activation a la

phase de contact (Hennen. G. 1996) (figure 2).

Remarque : la formation de kallicréine permet aussi 'activation de Kininogéne pour former
la bradykinine (Ganong. W. 2005). provoquant une augmentation de perméabilité vasculaire.

ainsi que des réactions douloureuse (Hennen, G, 1996).

1.2.2.3. Génération de la thrombine et formation de la Fibrine :

Le tacteur Xa. en présence de son cofacteur d activation. le facteur Va (complexe
prothrombinase). de phospholipides ¢t d'ions calcium. transforme la prothrombine (facteur
1) en thrombine (facteur lla). Les traces de thrombine produites activent le facteur VIII et

le facteur V. amplifiant ainsi sa génération. La formation du caillot correspond a la




a la transformation du fibrinogéne soluble en fibrine insoluble, qui forme des polymeéres

stabilisés par le facteur XIII (figure 2).
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X X
. +Ca PLr Xa ]
Prothrombin (i) > Thrombin (lla) Common

Va pathway
’ \/

Fibrinogen (i)  Fibrin (ia) v

Xia X
Cross-linked
fibrin clot

Figure 2: Cascade de la coagulation in vivo

1.2.2.4. Les mécanismes de régulation :

L’extension des réactions de la coagulation a distance de la bréche vasculaire est limitée par :

» [’effet de dilution, di au flux sanguin, qui empéche 1’accumulation locale des facteurs

3 e e s

svde Ao mrocho cn mennlia MDan o D
LYLD UL Piulidiv Vil Prusiiv A\ Duiivu o,

* La consommation des plaquettes et des facteurs de coagulation par le processus de

coagulation lui-méme (Harrison, K, 2001).

<

* Les inhibiteurs physiologiques de la coagulation : Antithrombine (AT),

thrombomoduline, Systéme protéine C- protéine S, Inhibiteur de la voie du facteur

tissulaire (TFPI), (tableau 2; figure 3) :
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L’antithrombine inhibe les protéines activées de la coagulation : Ila, IXa, Xa,

Xla, XIla.

- La thrombomoduline capte la thrombine libre et inhibe ses fonctions
coagulantes. De plus, ce complexe active la protéine C.

- La protéine C activée, en présence de son cofacteur, la protéine S, inhibe par
K-dépendantes.

- La voie extrinséque de la coagulation est régulée par le TFPI (tissue factor

pathway inhibitor). Le TFPI forme un complexe avec le complexe FT/FVIla et le

facteur Xa, limitant ainsi ia génération de facieur Xa.

. Bradykmine

/ Trauma
Damaged surface (_ Kininogene
Tissue factor TF
. Prekallicreine Kallicreine ‘
Xil Xiia
Vila/TF Vi
Xl Xla
A Vil
- [N
iIX IXa Vllla
X X
: Xa
Prothrombin (1) * Thrombin (lia) Common

Va pathway
V\/
-«

Fibrinogen (i)  Fibrin (la) v

/—\
Active Protein C Xlila Xill
Protein S Crpsg-liqked
. fibrin ciot

Protein C + Thrombomodulin

Figure 3: les inhibiteurs physiologiques de la coagulation
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1.3. Exploration de la coagulation plasmatique :
I.3.1. Conditions pré-analytique :

Différents facteurs d’influence et d’interférence susceptibles d’intervenir entre le patient et
le laboratoire, c’est 4 dire avant 1’analyse - dans 1a phase préanalytique -, peuvent falsifier
considérablement les résultats de laboratoire et engendrer des évaluations incorrectes voire,

dans le pire des cas, des diagnostics erronés et des thérapies inadaptées.

Pour prévenir ces erreurs, le laboratoire doit évaluer le degré de criticité des variables pré

analytiques et s’appuyer sur des recommandations internationaies et nationaies.

1.3.1.1. Nature de I'anticoagulant :

L'anticoagulant de référence préconisé par le Groupe d’Etude Hémostase et Thrombose
(GEHT) et utilisé habituellement pour les examens de la coagulation est le citrate de sodium,
(figure 4). Il intervient en chélatant les ions calcium, il est le plus efficace pour empécher la

dégradation des facteurs V et VIII bloquant ainsi toute possibilité de coagulation au sein du

Camama
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Le CTAD peut étre utilisé pour les tests de coagulation, (figure 4). En fait, son utilisation ne
s'avére nécessaire que dans certaines circonstances, en particulier les surveillances de
traitements hépariniques lorsque les contraintes de délai ne peuvent étre respectées (Bachino,

J.L, 1998). La limitation a son emploi systématique est le surcoit généré (Gris, J. C., &
Mercier, E, 1999) (Moreau, D, 2012).

Les autres anticoagulants (par exemple, I’oxalate, I’'héparine et ’EDTA) ne sont pas

recommandés pour les analyses courantes en hémostase.

1.3.1.2. Concentration de I'anticoagulant :

Deux concenirations de ciirate irisodique sont disponibies : 3,2 % (0,109 Mj ¢t 3,8 %o
(0,129 M). Le citrate trisodique dihydraté a 0,109 M (3,2%) est I’anticoagulant de référence
selon 1I’Organisation Mondiale de la Santé OMS et le Groupe d’Etude Hémostase et
Thrombose (GEHT) (Samama, M.M., Emile, C., al, 2000).
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Figure 4 : Les tubes utilisés pour les tests de coagulation (medilab-group,
2015).

1.3.1.3. Rapport volume anticoagulant/prélévement :

La qualité de I’échantillon d’hémostase et I’exactitude du résultat sont directement liées

an respect du ratio anticoagnlant/sang adégnat dang le tube de prélévement. 1l est donc

essentiel de respecter strictement ce rapport qui doit étre de 1 volume d’anticoagulant pour 9

volumes de sang (OPTMQ, 2008).

Un remplissage du tube inférieur a 80 % modifie significativement les résultats des tests de

coagulation qu’ils ont tendance a augmenter en raison de la plus grande proportion

d’anticoagulant dans I’échantillon.

1.3.1.4. Choix des tuhes :

Le tube destiné aux prélevements d'hémostase ne doit pas activer I’un ou plusieurs de ses
facteurs.
Selon les recommandations du Groupe d’Etude sur I’'Hémostase et la Thrombose (GEHT) le
tube utilisé pour les tests d’hémostase sera sous vide, en verre siliconé, sinon en plastique
type polyéthylene téréphtalate PET « étanchéifié » portant le marquage CE (conformité
européenne) (Leblanc, R. M, 2009).

1.3.1.5. L'interrogatoire du patient :

II s'agit d'un élément essentiel qui doit étre conduit en méme temps que la ponction. Tous
les facteurs pouvant influencé le résultat biologique doivent étre précisés : sexe, age,

pathologies connues, prises médicamenteuses, prise d'une contraception orale, éventuelle

gross€sse en cour.
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1.3.1.6. Les préconisations au patient :
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Les conditions idéal
a jeun, voire apres un déjeuner léger, il faut surtout éviter d’ingérer des matiéres grasses
(beurre, lait gras, ou ceufs) durant les 4 heures précédants le prélevement. La caféine, le tabac
et l'alcool, sont déconseillés. L effort physique et le stress peuvent entrainer des modifications

notables de la coagulation (Leblanc, R. M, 2009).

1.3.1.7. La ponction veineuse :

Le prélevement doit Etre réalise aprés ponction veineuse franche. (Massignon. D. 2005).
Le garrot lorsqu’il est nécessaire ne doit pas étre trop serré et sera laissé le moins de temps
possible (<1min). Une veinostase prolongé entraine une activation de certains facteurs,
comme le facteur VIII et de la fibrinolyse. Elle induit en outre une hémoconcentration qui

sihiancgitanas A .~.;».A-J' ~ £ A
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Les premiers millilitres de sang prélevés doivent étre rejetés car ils contiennent souvent de
petites traces de thromboplastine tissulaire qui peuvent aussi favoriser l'activation de la

coagulation (Schved, J. F_, Sarlat, C., & Gns, J. C, 1995).

1.3.1.8. Le prélévement 2 la seringue :

L’utilisation d’une seringue en verre comme premier matériel de recueil est contre-
indiqué dans les prélévements pour I’hémostase ; les conséquences possible sont une adhésion
et une activation plaquettaires, I’activation du systéme contact et donc la génération de micro
thrombus. Si une seringue est utilisée, elle doit étre en plastique. Dans ce cas, le sang doit étre

immédiatement transféré dans un tube pour hémostase (Schved, J.-F, 1998).

1.3.1.9. Le prélévement sur cathéter :

Elle est déconseillée car il est source d’hémolyse et I'héparine qui y est présente allonge

| . N e I SO £ A e RANAL T, O EN B VAYAYARY
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1.3.1.10. Ordre de prélévement :

Si d'autres prélévements non destines a I'hnémostase doivent étre effectués, le tube citraté
e sera ul ie premier préieve m ie dernier. La "place 1d€ale” pour Thiémosiase esi la seconde

apres un tube dit de purge (tubes secs sans activateur) (Duchassaing, D, 1997), (figure 4)_Si

AAO“; ~
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la ponction veineuse est franche et que la prescription ne comporte que des analyses courantes

d’hémostase, le premier tube peut étre le tube citraté (I.ehlanc R M 2009),

SEE
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Figure 5 : Ordre de prélévement (Blood Collection Tube Top
Colors, 2015).

1.3.1.11. Délai avant exécution des tests :

Lorsque le prélévement n'est pas effectué au laboratoire, les échantillons doivent étre

analysés dans les 4 heures suivant le prélévement (Samama, M.M., Emile, C., al, 2000).

Il est conseillé de transporter les tubes en position verticale afin d’éviter au maximum le

contact du sang avec le bouchon qui doit étre inerte (Leblanc, R. M, 2009).
1.3.1.12. Température et délai de conservation :

D'une fagon générale, il apparait que les tubes de coagulation doivent étre maintenus a
température ambiante en attendant d'étre traités dans un délai de 4 heures maximum (Schved,
J.F., Sarlat, C., & Gris, J. C, 1995).

Les prélévements sont stables pendant deux semaines en cas de congélation du plasma a -
20°C et six mois si Le plasma est congelé a —70°C. La méthode de choix est une congélation
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1.3.2. Les principaux tests explorant la coagulation:

La premiére ligne d’exploration des réactions de la coagulation est constituée
principalement de trois tests de dépistage globaux, le temps de céphaline activé, le temps de
Quick et le temps de thrombine, auxquels on ajoute le dosage du fibrinogéne plasmatique
lorsqu’il y a lieu (ces tests de dépistage sont les plus couramment réalisés en pratique mais il

en existe d’autres).

Le dosage spécifique des facteurs de la coagulation, a la recherche d’un déficit 1solé, est

effectué en fonction des résultats des tests précédents (Revel, T & Doghmi, K, 2004).

L3.2.1. Les tests globaux :

Ces tests s’effectuent a partir de plasma pauvre en plaquettes (PPP) obtenu par

centrifugation rapide du sang prélevé sur citrate trisodique.

Parmi toutes les méthodes, les plus utilisées en pratique sont les méthodes chronométriques
basées sur la mesurc par opérateur du tcmps uéecssaire a ’obtention d’un caillot aprés imisc

en contact avec les réactifs.

1.3.2.1.1. Temps de Quick (TQ) ou temps de prothrombine (TP) :

a. Principe :

Clest le temps de coagulation d’un plasma décalcifié et déplaquetté, en présence de
thromboplastine (source de facteur tissulaire FT et de phospholipides plaquettaires) et de

caleium.

Le TQ explore le facteur VII, facteur de la voie extrinséque, et les facteurs de 1a voie

commune, X, V, Il et le fibrinogeéne (Kubab, N, Hakawati, 1., & Alajati-Kubab, S, 2006).

b. Les objectifs du TQ :

- Rechercher une anomalie de la coagulation (voie extrinséque).
- Evaluation du degré d’insuffisance hépatocellulaire.

- Surveillance d’un traitement par AVK.




¢. Expression des résultats :

-

+¢ Seconde par rapport a un témoin normal TQ.

¢ Pourcentage d'activité (TP) par rapport a une droite d'étalonnage (figure 6).

Droite d’etalonnage (expression du Quick en pourcentage)
TQ (sec)
24 1 / /

12 / ;
l T T - T >
1 2 E 4 1/dilution
100°% 50% o 15%

Plasma témomn pur (1/1), didueé au demi (12), dilue au quart (1/4)

Figure 6 : Droite de Thivolle.
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Cette conversion se fait grace a une droite dite de « Thivolle » : En reportant le temps de

coagulation obtenu pour le plasma a tester sur une droite d’étalonnage obtenue en testant des

dilutions successives d’un plasma témoin normal (figure 6).

< INR (International Normalised Ratio) :

INR= (TQ patient/TQ témoin) B

ISI (International Sensitivity Index), indice de sensibilité international du reactif : défini

pour chaque thromboplastine afin de faciliter la comparaison des résultats du TP entre

laboratoire dans le cadre de la surveillance des traitements par AVK ou ce mode d'expression

du résultat est indispensable (Pavic, M.,Gérome, P, 2013).
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d. Valeurs normales :

Temps de Quick (TQ) normal : compris entre 11 et 13 secondes, selon les réactifs utilisés
(Berthélémy, S, 2015).

- Le TQ du patient ne doit pas excéder 1.5 sec par rapport au témoin, (TQ du patient <
TQ du témoin + 1.5 secondes) (Samama, M.M., Emile, C., al, 2000).

- Taux de prothrombine (TP) : compris entre 70 et 130 % ; les valeurs < 70 % sont
considérées comme pathologiques (Berthélémy, S, 2015).

- Les valeurs cibles de I'INR : L’INR cible est la valeur qu’il est nécessaire de

hicr pour obtenir un traitement cfficace par antivitamine K. Il dépend de la
maladie pour laquelle le traitement est prescrit et, dans la plupart d