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Résumeé : Le controle des variables préanalytiques en hémostase demeure une
étape cruciale dont la qualité conditionne une grande partie de la crédibilité
du résultat final. Dans cet article, nous allons passer en revue les recomman-
dations quant au recueil de 1’échantillon, son acheminement au laboratoire,
son traitement préalable et sa conservation éventuelle.

Mots-clés : Variables préanalytiques- Préléevement- Hémostase.

Summary : The control of preanalytical variables is critical, particularly for
haemostasis assays, since this has a direct influence on the quality of results
and their clinical reliability. This paper reviews the precautions that have to
be taken in the blood collection, the transport to the laboratory, sample pre-
paration and storage.

Transfusion Sanguine Tunis

L’étude de I’hémostase a bénéficié de grands progres,
mettant a la disposition du biologiste des automates de
plus en plus performants et des réactifs de grande quali-
té. Pour étre réellement efficaces, ces examens biolo-
giques nécessitent une plus grande exigence dans la ges-
tion des échantillons a analyser, du prélévement, a son trans-
port au laboratoire, & son traitement préalable a I’analyse et
a sa conservation éventuelle. Ces éléments sont regroupés
sous le terme général de variables préanalytiques.

Facteurs susceptibles de modifier le

résultat

Facteurs personnels

Le bilan d’hémostase doit étre interprété en fonction de
certains parametres tels que 1’age et le sexe. La notion de
grossesse est importante a connaitre, de nombreux fac-
teurs étant alors modifiés : élévation des taux circulants
des facteurs VII et VIII, diminution des taux
d’antithrombine et de protéine S...(1). Par ailleurs, cer-
tains examens d’hémostase ne peuvent étre interprétés
qu’en fonction du groupe sanguin. C’est le cas particu-
lier du facteur Willebrand, dont le taux est plus bas chez
les sujets de groupe O (2).

Facteurs environnementaux

Le patient doit &tre au repos depuis au moins dix
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minutes, sans étre nécessairement a jeun. On peut accep-
ter ’absorption d’un petit déjeuner ne comportant pas de
matieres grasses (lait, beurre, chocolat, ceufs). Par contre
I’étude des fonctions plaquettaires et 1’étude de la fibri-
nolyse nécessitent un prélevement a jeun (3). La prise
récente d’alcool et le tabac sont susceptibles de modifier
les résultats de certains tests (4, 5).

L’heure du prélevement peut étre importante pour cer-
tains parametres. En effet, du fait de 1’existence d’une
variation circadienne de ’activité fibrinolytique, 1’étude
de la fibrinolyse nécessite un prélevement réalisé le
matin entre 7 et 9 heure (3).

Etats pathologiques

Le prélevement du bilan de thrombophilie doit étre réa-
lisé a distance de I’épisode thrombotique du fait de la
consommation possible des inhibiteurs physiologiques
de la coagulation. En plus, on note une augmentation
réactionnelle des concentrations de C4b-BP, de protéine
S et de facteur VIII : ¢ liée au contexte inflammatoire (6).
Prise de médicament

De nombreux médicaments, notamment ceux a visée
antithrombotique peuvent modifier les résultats de cer-
tains tests d’hémostase, par conséquent toute prise médi-
camenteuse doit étre signalée.

Le temps de saignement et 1’étude des fonctions pla-
quettaires sont fortement influencés par de nombreuses

31



pratique quotidienne

thérapeutiques, en particulier 1’aspirine, les anti-inflam-
matoires non stéroidiens et les antiagrégants plaquet-
taires. Ces tests doivent étre effectués 10 jours apres
I’arrét du traitement (3).

Les héparines peuvent influencer certains examens,
voire les rendre ininterprétables. La présence d’héparine
fausse la recherche de lupus anticoagulant (7), la
recherche de la résistance a la protéine C activée et les
méthodes fonctionnelles de dosage des protéines C et S.
En outre, les héparines tout particulicrement les hépa-
rines non fractionnées, abaissent le taux
d’antithrombine, qui ne se corrige que 3 semaines apres
I’arrét de I’héparine. Pour la surveillance du traitement
anticoagulant, il est indispensable que le biologiste soit
informé sur la nature de I’héparine, la posologie expri-
mée en U, la voie d’administration, les horaires réels
d’administration et le moment du prélevement. Pour
interpréter un résultat discordant, le biologiste pourra,
avec le clinicien, s’assurer que les bonnes pratiques de
traitement et surtout que les horaires de prélévement par
rapport a I’injection ont été respectés (3) (tableau I).
Quant aux antivitamines K, ils agissent en abaissant les
taux des facteurs II, VII, IX et X, ainsi que les protéines
C et S, dont le dosage devra étre effectué¢ avant
I’instauration du traitement ou au moins, un mois apres
son arrét (8).

Les taux d’antithrombine et de protéine S sont diminués
sous estrogenes. Leurs dosages doivent étre effectués un

mois apres ’arrét d’une contraception orale contenant
des oestrogenes (3).

Le prélevement

Le tube de prélevement

La qualité du matériel de prélevement est trés importante en
hémostase. Il est recommandé d’utiliser des tubes en
verre siliconé ou des tubes en plastique type polypropy-
Ieéne. Par ailleurs 1’'usage des tubes sous vide longtemps
discuté en hémostase, est actuellement admis, voire
conseillé (9).

L’anticoagulant

L’anticoagulant de référence est le citrate trisodique 3.2%
(0.109 mole) ou 3.8% et les dates de péremption de ces
tubes doivent étre contrdlées.

L’anticoagulant utilisé peut varier en fonction des para-
metres a doser et de la durée du transport du tube.
Lutilisation d’un anticoagulant bloquant a la fois la coa-
gulation et I’activation plaquettaire, tel que le mélange
CTAD (citrate, théophylline, adénosine, dipyridamole)
est particulierement adaptée a la surveillance des traite-
ments anticoagulants par I’héparine, car en inhibant
I’activation des plaquettes, il réduit la neutralisation de
I’héparine par le facteur 4 plaquettaire (F4P) (3).

Le CTAD est utilisé pour 1’étude des fonctions plaquet-
taires et il peut étre préconisé pour 1’étude de la fibrino-
lyse, dans certaines situations tel que un délai
d’acheminement long au laboratoire (5). Le citrate aci-

Tableau I : Horaires des prélevements au cours de la surveillance du traitement curatif par les héparines

Héparine et posologie

Mode d’administration

Heure de prélevement

Voie intra-veineuse continue

Indifférente

Héparine non fractionnée

Voie intra-veineuse discontinue

1 heure avant I’injection suivante

400 a 800 UI/ Kg/ 24h Voie sous-cutanée

2 ou 3 injections/ jour

1 heure avant I’injection suivante
ou Entre 2 injections (au pic)

Fraxodi® 171 Ul/ Kg/ 24h Voie sous-cutanée

1 injection/ jour

Au pic : entre 4™ et 6™
heure apres I'injection

Lovenox® 100 Ul/ Kg/ 12h Voie sous-cutanée

2 injections/ jour

Au pic : entre 3™ et 4™
heure apres 'injection

Innohep® 175 Ul/ Kg/ 24h Voie sous-cutanée

1 injection/ jour

Au pic : entre 4™ et 6™
heure apres I’injection
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difié est préconisé pour la mesure de 1’activité du t-PA et
de son inhibiteur le PAI-1 (10).

Quant a la numération plaquettaire, on utilise I’EDTA
comme anticoagulant.

Par ailleurs pour le suivi des traitements thromboly-
tiques, il est préconisé d’utiliser une antiprotéase pour
éviter la poursuite de I’activation de la fibrinolyse in
vitro. On peut utiliser un mélange citrate plus aprotinine
préparé par le laboratoire (3).

Les conditions de prélevement

Les modalités de prélevement sont aussi importantes. En
effet, la veine choisie au pli du coude doit étre d’un
calibre suffisant pour permettre une ponction franche et
un écoulement facile du sang en jet continu, ce qui évi-
tera I’activation de la coagulation (4). Quant au garrot, il
doit étre peu serré et laissé en place le minimum de
temps possible (moins de 1 minute), mais 1’idéal est de
prélever sans garrot (3, 9).

Le prélevement doit étre fait dans le bras opposé a la
perfusion d’héparine. Parfois le prélevement sur cathéter
est inévitable, entrainant un retentissement sur le temps
de céphaline avec activateur et le temps de thrombine,
du fait de la présence d’héparine dans le cathéter. Un
rejet de 10 a 15 ml de sang est donc nécessaire avant le
prélevement pour 1’étude de I’hémostase.

Quant a I’aiguille de prélevement, elle doit étre d’un
calibre assez grand (0.7 a 1 mm).

Actuellement on recommande que le tube d’hémostase
soit prélevé en deuxiéme position apreés un tube sans
anticoagulant. En revanche, si le bilan ne nécessite pas
un tube sec, ou si on utilise des tubes «sérum» sous vide
avec activateur de la coagulation, il y a risque de souillu-
re et le tube d’hémostase sera prélevé en premier. Le
tube d’hémostase peut étre prélevé en premier, a condi-
tion que le préleveur soit suffisamment qualifié, pour
piquer de facon franche (9, 12).

Il est impératif de respecter le volume de sang prélevé
par rapport au volume de I’anticoagulant. Il faut donc
s’assurer du bon remplissage du tube et un minimum de
90% est nécessaire (3). Lorsque la mesure de
I’hématocrite est en dehors de 1’intervalle 30-55%, il
faut modifier le volume (V) d’anticoagulant utilisé en
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appliquant la formule de McGann : V =0.00185 x volu-
me de sang (ml) x (100 - hématocrite%) (4).

Le tube de prélevement devra étre agité par retourne-
ments lents.

Particularité du prélevement en pédiatrie
Le prélevement constitue un probléme important en
pédiatrie et il est souvent difficile d’obtenir un volume
de sang suffisant, soit parce que 1’écoulement du sang se
tarit rapidement, soit parce que le volume sanguin total
du patient est faible. On dispose actuellement de tubes a
prélevement a usage pédiatrique d’un volume réduit a 2
ml. L’introduction de microprélevements sur tube capil-
laire représente un progres important chez le nouveau-né
et le prématuré. Cependant, les tests globaux
d’exploration de I’hémostase ne sont pas encore réali-
sables sur sang capillaire (11).

L’acheminement au laboratoire

L’ acheminement au laboratoire doit étre le plus rapide
possible et un délai entre le prélevement et le traitement
de I’échantillon inférieur a 2 heures est toléré. I1 est
important de mentionner I’heure du prélevement, surtout
lorsqu’il s’agit de dosage de facteurs labiles comme les
facteurs V et VIII de la coagulation (13).

Le transport du tube de prélevement est fait a tempéra-
ture ambiante, la température idéale étant comprise entre
15° et 20° C. La conservation au froid est a proscrire.
Elle est a I’origine d’altérations des fonctions plaquet-
taires et d’une activation des facteurs VII et X induisant
notamment un raccourcissement du temps de Quick (3).

Le traitement de I’échantillon

La majorité des analyses spécifiques de 1’hémostase
sont réalisées le jour méme sur du plasma pauvre en pla-
quettes (PPP), obtenu par centrifugation a 15-20°C pen-
dant 15 minutes a 2500 g. Pour certaines analyses, le
plasma peut étre congelé : le PPP est décanté, soumis a
une deuxieme centrifugation dans les mémes conditions.
Le surnageant est recueilli a distance de I’interface avec
I’air et le culot cellulaire. Il est aliquoté dans des tubes
en plastique (3, 5).

Les explorations fonctionnelles plaquettaires sont réalisées
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sur du plasma riche en plaquettes (PRP), obtenu apres cen-
trifugation lente a 120 g pendant 10 minutes, avec
I’obligation de se débarrasser des globules rouges (3).

Par ailleurs, 1’échantillon destiné & 1’étude de la fibrinolyse,
doit étre maintenu a + 4° C, tout au long de sa préparation.

Congélation du plasma

La congélation doit étre tres rapide en tube propyléne
hermétiquement bouché, sous un volume minimum de
300 ml. La température idéale qui permet de préserver
I’activité biologique des facteurs est de - 70°C, mais en
cas de conservation ne dépassant pas une quinzaine de
jours, la congélation a - 20° C est acceptable. En cas de
transport, il est impératif de maintenir les plasma
congelés dans de la glace pilée ou dans de la carboglace,
en fonction du délai d’acheminement au laboratoire
(13). Au moment de I’analyse, I’échantillon doit &tre
rapidement décongelé au bain-marie a 37° C, sans toute-
fois Iy laisser une fois la décongélation réalisée.

Conclusion

Les examens d’hémostase sont particulierement sen-
sibles aux contraintes préanalytiques et il est fondamen-
tal d’assurer un prélevement de qualité. Par conséquent
il est préférable que le prélevement soit effectué au labo-
ratoire par une personne expérimentée et sous la respon-
sabilité directe du biologiste. Lorsque le prélevement est
effectué en dehors du laboratoire et pour éviter que de
mauvaises conditions ne nuisent a la réalisation correcte
de I’analyse, il est indispensable d’établir, avec les per-
sonnes chargées des prélevements et celles ayant la res-
ponsabilité du transport des échantillons biologiques, un
protocole qui devra étre rigoureusement respecté.
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