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La prise en charge d’un prélévement en biologie comporte trois grandes phases
distinctes et enchainées dans le temps : les phases pré-, per- et post-analytiques. Selon des
données fiables, les erreurs pré-analytiques représentent encore prés de 70% de toutes les
erreurs survenant dans le laboratoire, constituant un danger et une perte de temps pour le

patient, ainsi qu’un surco(t [1, 2, 3].

La maitrise des différentes composantes de I’étape pré-analytique est un sujet toujours
d’actualité. Elle occupe une place cruciale dans la validité des tests d’exploration de
I’hémostase. Elle conditionne une grande partie de la valeur informative clinique des résultats
rendus. C’est, en hémostase, un volet important du plan d’assurance qualité. Cette phase
comprend : la favorisation d’une juste prescription ; la diffusion des informations permettant au
laboratoire de comprendre et intégrer les particularités du patient et de son traitement;
I'optimisation de la qualité du prélevement, des conditions de son acheminement vers le
laboratoire et de son accueil ; et enfin la préparation de I’échantillon avant analyse, avec

centrifugation, stockage, congélation puis décongélation si nécessaire [4].

Tout le processus analytique, y compris la phase pré-analytique, est sous la
responsabilité du biologiste. Son réle doit dépasser le cadre de son laboratoire pour parer aux
failles qui persistent avant I'arrivée du tube au laboratoire. Il est nécessaire d’assurer un respect
des procédures recommandées pour des résultats fiables. Le biologiste doit sensibiliser le
milieu médical et paramédical environnant sur I'importance capitale du respect des conditions
pré-analytiques et les facteurs d’influences et d’erreurs les plus importants qui conditionnent la

fiabilité des résultats du laboratoire [1].

Notre travail a mis le point sur les différentes étapes pré-analytiques et leur influence
sur les tests explorant I’hémostase, les principales anomalies observées au cours de cette
phase, ainsi que les nouvelles recommandations améliorant les pratiques quotidiennes des
prescripteurs, préleveurs, techniciens et biologistes, a travers une analyse bibliographique et

une étude prospective, sous forme d’enquéte au sein du laboratoire d’Hématologie de I’'Hopital
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Militaire Avicenne de Marrakech, étalée sur une période de O4semaines, dont I'objectif est de
relever les principales anomalies de la phase pré-analytique en hémostase et proposer

également des moyens visant a les corriger.
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|. Patients

Notre étude concernait les tubes de prélevements, des patients ayant un bilan
d’hémostase a effectuer, et qui sont recus pour analyse, a la salle d’hémostase du Laboratoire

d’Hématologie de I’'Hopital Militaire Avicenne (HMA) de Marrakech.

Il. Méthodes

1. Type et période d’étude

Il s’agit d’une étude prospective, descriptive, analytique et quantitative, intéressant une
partie de la phase pré-analytique en matiére d’hémostase. Elle est sous forme d’une enquéte,
relevant les principales erreurs liées a cette phase et proposant des moyens visant a les
corriger, réalisée au niveau du laboratoire d’hématologie de ’HMA et étalée sur une période de

4 semaines du 11/09/2017 au 08/10/2017.

2. Cadre de |’étude

Le laboratoire d’hématologie de ’'HMA se situe au sein du bloc des laboratoires. Il se
compose d’une unité d’hémostase et d’une unité de cytologie

Dans les locaux de ce laboratoire, nous distinguons :
- Une premiére salle d’hémostase équipée de deux automates et deux centrifugeuses.
- Une deuxiéme salle équipée de trois automates de cyto-hématologie.

Le personnel est composé d’un professeur d’hématologie, deux spécialistes, deux
résidentes en formation et quatre techniciens. L’activité démarrait a 8 heures du matin.

Notre enquéte s’est déroulée au niveau de la salle d’hémostase, recevant les tubes de
préléevements provenant des différents services hospitaliers (médecine, chirurgie, urgences)

ainsi que de la salle des prélévements (pour les patients non hospitalisés).
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3. Collecte des données

L’ensemble des différents parameétres de la phase pré-analytique, évalués lors de notre
enquéte, ont été collectés et renseignés par moi-méme, pour chaque tube recu en salle
d’hémostase a I'aide d’une fiche d’exploitation exhaustive, préétablie (annexe). Le nombre total
des tubes examinés et les fiches de prescription correspondantes durant la période de I'étude

était de 400.

4. Saisie et analyse des données

Les données ainsi recueillies a 'aide des 400 fiches d’exploitation ; remplies a partir de
I’évaluation de chaque tube de prélevement recu et fiche de prescription correspondante, ont
été ensuite saisies, informatisées et traitées sur le Logiciel Microsoft Excel. L’exploitation
statistique a été réalisée également a I'aide du Logiciel Microsoft Excel.

L’étude a comporté une analyse descriptive avec calcul des taux d’erreurs spécifiques
des différents parametres évalués.

Les résultats ont été exprimés en pourcentage et représentés sous formes

d’histogrammes, secteurs et tableaux.
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I. Parametres liés a la fiche de prescription

1. Nom et prénom

Le nom et le prénom des patients prélevés ont été mentionnés par les prescripteurs sur
toutes les fiches de prescription. Aucune erreur d’identification n’a été signalée a ce niveau ; Le
nom et le prénom marqués sur I’étiquette de chaque tube, étaient conformes, sans aucune

exception a ceux mentionnés sur la fiche de prescription correspondante.

2. Sexe

Dans notre série, sur les 400 patients prélevés, 178 (44.5%) étaient de sexe féminin et

222 (55.5%) étaient de sexe masculin (avec un sexe ratio calculé a 1.24).

M sexe masculin  ® sexe féminin

Figure 1 : Répartition des patients en fonction du sexe.
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3. Age

L’age des patients a été mentionné sur les fiches de prescription dans 293 cas (73.25%),

par ailleurs la notion de I’age a été absente dans 107 cas (26.75%).

4 )

M Age mentionné & Age non mentionné

Figure 2 : Mention de I’age des patients sur les fiches de prescription.

4. Renseignements cliniques et thérapeutiques

Les renseignements cliniques et thérapeutiques des patients prélevés étaient
mentionnés sur les fiches de prescription dans 52 cas (13%), sur les 348 (87%) autres fiches de

prescription, aucun renseignement clinique ou thérapeutique n’a été rapporté.
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4 )

M Renseignements cliniques et thérapeutiques non mentionnés

M Renseignements cliniques et thérapeutiques mentionnés

Figure 3 : Mention des renseignements cliniques et thérapeutiques sur les fiches de
prescription.

Il. Parameétres liés au prélévement

1. Origine des prélevements

Sur les 400 tubes de prélevements sanguins recus a la salle d’hémostase, 251(62.75%)
ont été réalisés au niveau de la salle de prélevements pour les patients non hospitalisés
(externes). Les 149 (37.25%) autres tubes de prélevements ont été réalisés au niveau des
services hospitaliers (internes).

La répartition des 149 tubes internes était comme suit :

% 37 (24.83%) tubes provenaient du service de la Réanimation.
% 35 (23.48%) tubes provenaient du service des Urgences.

% 29 (19.46%) tubes provenaient du service de Médecine Interne.
% 16 (10.73%) tubes provenaient du service de Cardiologie.

% 12 (8.05%) tubes provenaient du service de Neurologie.
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% 5(3.35%) tubes provenaient du service de Pneumologie.

% 4 (2.68%) tubes provenaient du service de Neurochirurgie.

% 3 (2.01%) tubes provenaient du service de Chirurgie maxillo-faciale.
% 2 (1.34%) tubes provenaient du service de Chirurgie ORL.

% 2 (1.34%) tubes provenaient du service de Chirurgie viscérale.

‘0

% 1 (0.67%) tube provenait du service de Chirurgie cardio-vasculaire.

‘0

% 1 (0.67%) tube provenait du service de Chirurgie urologie.
% 1(0.67%) tube provenait du service de Psychiatrie.

% 1 (0.67%) tube provenait du service d’Hématologie clinique.

M Externes M Internes

\. J

Figure 4 : Répartition des tubes de prélévements sanguins en fonction de leur origine.
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Figure 5 : Répartition des tubes internes en fonction de leur service d’origine.

2. Heure du préléevement

Dans notre série, I’heure exacte du prélevement n’était mentionnée ni sur les fiches de

prescription ni sur les étiquettes des tubes des prélévements recus a la salle d’hémostase.

3. Délai entre prélévement et arrivée des tubes en salle d’hémostase

Dans notre étude, le délai entre le préléevement et I'arrivée des tubes en salle

d’hémostase variait en fonction de I’origine des tubes.

-12-
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Pour les tubes provenant des différents services (internes), ce délai était inconnu, en
raison de la non-disponibilité des informations concernant I’heure exacte de la réalisation du
prélévement pour ces tubes.

Quant aux tubes provenant de la salle de prélevement du laboratoire (externes), ils sont
acheminés a la salle de traitement sans délai, une fois réalisés, ils sont transportés par un agent

dans I'immeédiat.

4. Caractéristiques des tubes utilisés

e Date de péremption :
Dans notre enquéte la date de péremption était respectée, pour la totalité des tubes de
prélevements recus a la salle d’hémostase sans exception.
e Matiere :
Tous les tubes de prélevements recus a la sale d’hémostase, étaient en polyéthyléne

téréphtalate (PET) et portaient le marquage CE (Conformité Européenne).

5. Caractéristiques de |I’anticoagulant utilisé

e Nature : L’anticoagulant utilisé pour les 400 tubes de prélévements recus, était
le citrate de sodium.
e Concentration : La concentration de I’anticoagulant utilisé pour les 400 tubes de

prélevements recus, était de 3.8%.

6. Ordre des tubes prélevés

e Les tubes provenant des différents services (internes) :

L’ordre de chaque tube des 149 tubes internes recus a la salle d’hémostase était inconnu.

-13-
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e Les tubes provenant de la salle de prélevement du laboratoire (externes) :

via I'interrogatoire du personnel de la salle de préléevement I'ordre des tubes est :

- Bilan d’hémostase demandé seul : le prélevement sur tube citraté était réalisé seul

sans utilisation préalable d’un tube de purge.

- Bilan d’hémostase demandé avec une série d’examen nécessitant un prélévement sur
tube sec (sans additifs ni activateurs) : le préléevement dédié a I’étude de I’hémostase était

réalisé en deuxiéme position aprés le préléevement sur tube sec.

7. Remplissage des tubes

7.1. Résultats généraux

Dans notre série, les résultats concernant le remplissage des tubes de préléevements

sanguins obtenus sont expliqués dans le tableau suivant :

Tableau | : Remplissage des tubes de prélévement recus a la salle d’hémostase.

Remplissage Nombre de tubes Pourcentage
Recommandé (> 90%) 149 37.25%
Acceptable (> 80%) 162 40.5%
Non conforme (< 80%) 89 22.25%
Total 400 100%

-14 -
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Indice du niveau de
remplissage a atteindre

Figure 6 : Exemple de tube citraté rempli selon les recommandations : jusqu'a I'indice margué.

Figure 7 : Exemple de tube citraté non conforme : remplissage insuffisant a moins de 80%.
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7.2. Résultats en fonction de I’origine des tubes

% Tubes provenant des différents services (internes) :

Dans notre série, sur les 149 tubes de prélevements sanguins internes : 45 (30.2%) ont
été remplis a plus de 90%, 62 (41.61%) ont été remplis a plus de 80%, les 42 (28.18%) autres

tubes ont été remplis a moins de 80%.

Tableau Il : Répartition des tubes internes a remplissage non conforme en fonction du service

d’origine.
Service Tubes non conformes Pourcentage par rapport a la
totalité des tubes internes a
remplissage non conforme
Urgences 14 33.33%
Réanimation 9 21.42%

Médecine interne 7 16.66
Cardiologie 3 7.14%
Neurologie 3 7.14%

Pneumologie 2 4.76%
Psychiatrie 1 2.38%
Chirurgie ORL 1 2.38%
Chirurgie viscérale 1 2.38%
Chirurgie cardio-vasculaire 1 2.38%
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m Urgences M Réanimation m Médecine interne
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Psychiatrie Chirurgie ORL Chirurgie viscérale

Chirurgie cardio-vasculaire
\_ J

Figure 8 : Répartition des tubes internes a remplissage non conforme en fonction du service
d’origine.

<% Tubes provenant de la salle de prélevement du laboratoire (externes) :
Quant aux 251 tubes de prélevements externes ; 104 (41.43%) ont été remplis a plus de
90%, 100 (39.84%) ont été remplis a plus de 80%, les 47 (18.72%) autres tubes ont été remplis a

moins de 80%.
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Figure 9 : Remplissage des tubes en fonction de leur origine.

8. Prélevements coagulés

Dans notre série, aucun tube de préléevement, recu a la salle d’hémostase n’était

coagulé.

lll. Parametres liés au prétraitement des préléevements

1. Systéeme d’enregistrement des tubes au niveau de la salle d’hémostase

Le systéme d’enregistrement utilisé durant notre enquéte se réalisait en deux étapes.

La premiere était manuelle ; Le technicien du laboratoire d’hématologie procede a

I'identification des tubes, en donnant a chaque tube recu un chiffre, en respectant

I'ordre d’arrivée des tubes, noté a I'aide d’'un marqueur sur le tube et sur la fiche de

prescription correspondante.
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e La deuxiéme était I'étape d’enregistrement informatique ; le technicien saisit les
informations de chaque patient prélevé (Nom, Prénom, Age...) sur 'ordinateur (lié a

I'automate d’hémostase) selon I'ordre préétabli durant I’étape manuelle.

2. Triage des tubes

Le triage des tubes de préléevements sanguins recus a la salle d’hémostase, était réalisé
manuellement par les techniciens du laboratoire. Les tubes étaient triés en fonction des

examens demandés sur la fiche de prescription, afin d’étre traités par la suite.

Les bilans demandés pour I’exploration de I’hémostase étaient variés, ils étaient répartis

comme suit :

TP : 387 demandes (soit 96.75% du total des fiches de prescription recues).

INR : 121 demandes (soit 30.25% du total des fiches de prescription recues).

TCA : 258 demandes (soit 64.50% du total des fiches de prescription regues).
Fibrinogéne : 15 demandes (soit 3.75% du total des fiches de prescription recues).
Anticorps anticoagulants circulants : 3 demandes (soit 0.75% du total des fiches de
prescription recues).

Protéines C et S : 3 demandes (soit 0.75% du total des fiches de prescription recues).
Antithrombine : 3 demandes (soit 0.75% du total des fiches de prescription recues).
Facteur VIII : 1 demande (soit 0.25% du total des fiches de prescription regues).

D-dimeéres : 1 demande (soit 0.25% du total des fiches de prescription recues).
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Figure 10 : triage des tubes de préléevements recus en fonction des bilans demandés.

3. Centrifugation

- Délai entre la réception des tubes et leur centrifugation
Le délai entre la réception des tubes de prélevements sanguins et leur centrifugation

était de 10 a 20 min pour les 400 tubes recus a la salle d’hémostase.

- Vitesse de rotation
La centrifugeuse était programmée sur une vitesse standard de 5000g (unité
d’accélération) pour tous les tubes de préléevements, quelque soit I’examen biologique

demandé.

- Durée de la centrifugation
La durée de centrifugation pour les 400 tubes était de 5min quelque soit I’examen

demandé.
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- Température de la centrifugation
La centrifugeuse était programmée sur une température de 22 °C, pour tous les tubes

quelque soit 'examen demandé.

Figure 11 : Parametres de la centrifugation (centrifugeuse de la salle d’hémostase).

4. Prélevements hémolysés

Les préléevements sanguins hémolysés (plasma séparé grace a la centrifugation, est
coloré plus ou moins fortement, en fonction du dégrée de I’hémolyse, en rouge orangé) étaient

au nombre de 12 (3% de la totalité des tubes recus).

e Tubes provenant des différents services (internes) :
Les préléevements sanguins hémolysés étaient au nombre de 10 (6.71%). 7 (70%) de ces
prélevements provenaient du service des Urgences, 2 (20%) avaient pour origine le service de

Médecine interne et 1 (10%) provenait du service de Réanimation.
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Figure 12 : Répartition des prélevements internes hémolysés recus en fonction du service
d’origine.

e Tubes provenant de la salle de prélevement du laboratoire (externes) :

Les prélevements sanguins hémolysés étaient au nombre de 2(0.79%).

4 )
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30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

B Non hémolysés

B Hémolysés

Tubes externes Tubes internes

Figure 13 : Répartition des prélevements hémolysés en fonction de leur origine.
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DISCUSSION
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Chapitre 1 : Rappels

A. Etapes de I’hémostase [5, 6, 7]

L’hémostase désigne I'ensemble des mécanismes physiologiques qui concourent a
maintenir le sang a I’état fluide a I'intérieur des vaisseaux, empéchant ainsi les thromboses.
Ces mécanismes permettent aussi la prévention et I'arrét des hémorragies, en cas de lésion de
la paroi vasculaire. L’hémostase comprend trois phases intriquées et interdépendantes a

savoir :

e Hémostase primaire, premiere étape d’urgence du controle hémorragique, conduisant
au thrombus plaquettaire en une durée de 3 a 5 minutes.

e Coagulation plasmatique, dont le réle est de consolider le thrombus plaquettaire par la
constitution d’un réseau protéique de fibrine en une durée de 5 a 10 minutes.

e Fibrinolyse assurant secondairement la dégradation enzymatique de la masse fibrino-

plaguettaire a I'issue de la réparation vasculaire en une durée de 48 a 72 heures.

. HéEmostase primaire

Les vaisseaux, les plaquettes et au moins deux facteurs plasmatiques ; le facteur
Willebrand et le fibrinogene, sont les acteurs essentiels de I’hémostase primaire. La
vasoconstriction réflexe du vaisseau blessé facilite I'adhésion et I'agrégation plaquettaire

aboutissant a la formation du thrombus plaquettaire [8].
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Figure 14 : Hémostase primaire et formation du clou plaguettaire [9].

1. Acteurs de I’hémostase primaire

a. Endothélium vasculaire [10]

L’endothélium vasculaire est situé a l'interface entre le sang et la paroi vasculaire et
représente une surface non-thrombogene, permettant I’écoulement du sang dans la lumiére
vasculaire. Les responsables du maintien de I'équilibre anti-thrombotique de I’endothélium
sont a la fois des facteurs physiques tels I'existence de forces de répulsion entre plaquettes et
endothélium dues aux charges négatives de leurs membranes respectives, et des facteurs
biochimiques tels que la synthése et la libération d’inhibiteurs de I'activation plaquettaire :
prostacycline et monoxyde d’azote. Egalement, les substances potentiellement antithrombine,
telles que les glycosaminoglycannes et la thrombomoduline, contribuent a réduire I’activation

plaguettaire locale.
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b. Plaquettes [7]

Il s’agit de cellules anucléées de 2 a 3 um de diametre et d’un volume de 8 a 10 ftl,
produites dans la moelle osseuse par le biais d’'une fragmentation cytoplasmique de leurs
précurseurs mégacaryocytaires.

Le taux de plaquettes sanguines varie de 150 a 400 G/I, le tiers du pool plaquettaire

périphérique est séquestré dans la rate. Les plaquettes ont une durée de vie de 8 a 10 jours.

c. Facteur de Von Willebrand [11]

Le FVW est une GP synthétisée par les cellules endothéliales vasculaires (70%) et par les
mégacaryocytes (30%). Il peut étre stocké dans les corps de Weibel-Palade de I’endothélium
vasculaire ou dans les granules alpha des mégacaryocytes et des plaquettes, avant d’étre libéré.
Il est de ce fait présent dans le sang circulant, les plaquettes et les mégacaryocytes,
I’endothélium et le sous-endothélium vasculaires.

Le FVW a un role primordial au cours de I’hémostase primaire, puisque aux fortes forces
de cisaillement, il permet I’adhésion des plaquettes au sous-endothélium via la GP Ib

plaquettaire. Il permet également le transport et la protection de la protéolyse du facteur VIII.

d. Fibrinogéne [7]

Il s’agit d’'une protéine soluble synthétisée par le foie, qui est transformée en fibrine
insoluble par la thrombine lors de I’activation de la coagulation. Le fibrinogéne exerce en outre
un réle important, au niveau de I’hémostase primaire en assurant les ponts moléculaires inter-

plaquettaires a I’origine des agrégats plaquettaires.
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2) Déroulement de I’hémostase primaire

a. Temps vasculaire [12]

Il correspond a la vasoconstriction immédiate a toute lésion vasculaire. Elle est
secondaire en grande partie a un réflexe neurogéne du systéme sympathique, renforcée par la
sécrétion locale des facteurs comme I’endothéline, un puissant vasoconstricteur synthétisé par
I’endothélium. En réduisant le débit sanguin, la vasoconstriction diminue pendant une breve

période la perte sanguine.

b. Temps plaquettaire

La vasoconstriction est suivie rapidement par 'obturation de la plaie vasculaire par un
thrombus plaquettaire peu compact, le thrombus blanc ou clou plaquettaire de Hayem. Sa

formation comporte trois phases successives [12] :

< Adhésion plaquettaire [12]

Les plaquettes adhérent sur les berges de la plaie vasculaire, au collagene dénudé et a la
matrice extracellulaire sous-endothéliale du tissu conjonctif en présence d’un cofacteur, le
FVW. Ce dernier est nécessaire pour l'adhésion des plaquettes aux fibres de collagéne : il
réalise un pont moléculaire, entre le collagéne exposé et le récepteur des différentes
glycoprotéines situées sur la surface des plaquettes activées.

Les plaquettes forment initialement une monocouche recouvrant la bréche vasculaire et
leur activation se fait en quelques secondes (10 a 20 s).

Les plaquettes adhérent au FVW fixé sur le collagéne sous-endothélial (type | ou lll) par
I'intermédiaire du récepteur GP-1b-IX-V. Cette adhésion est passagere et réversible : pendant
cette phase, les plaquettes peuvent se déplacer lentement sur les berges de la plaie et

éventuellement s’en détacher si elles ne sont pas activées.
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% Activation plaquettaire [12]

Elle conduit a I'’expression des récepteurs des glycoprotéines situés a la surface de la
membrane plaquettaire, a la libération du contenu des granules de sécrétion et a la synthese de
thromboxane A2 (a partir de l'acide arachidonique de la membrane plasmatique des
plaquettes). Ce dernier est un des principaux enzymes du processus inflammatoire et un
puissant vasoconstricteur qui stimule localement la libération du contenu des vésicules
plaquettaires. L’activation des plaquettes renforce la vasoconstriction locale et favorise
I’activation des plaquettes circulantes qui adhérent les unes aux autres. Puis survient la phase

d’agrégation plaquettaire.

Figure 15 : Microscopie électronigue a balayage des plaguettes sanguines. A = Plaquette non

activée/ B = Plaquette activée. [13]
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< Agrégation plaquettaire [7,12]

A ce stade, les plaquettes subissent une métamorphose visqueuse, aboutissant a une
agrégation réversible aprés la libération d’ADP et du thromboxane A2. Ensuite I’agrégation
devient irréversible sous I'effet de la thrombine plaquettaire et plasmatique.

L’agrégation est permise par le fibrinogéne qui crée de véritables ponts adhésifs
interplaquettaires par le biais de sa fixation a son récepteur membranaire spécifique, la
GPlIb/lla. Il s’agit d’un phénomeéne actif dépendant d’énergie et de la disponibilité du calcium.

Les plaquettes possédent également la propriété de se contracter. Ceci leur permet de
libérer des doses importantes d’actine et de myosine qui stimulent la vasoconstriction et

favorisent la fusion des plaquettes entre elles.

Il. Coagulation [7]

Le clou plaquettaire obtenu par I’hémostase primaire est fragile et temporaire. |l est
consolidé 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
fibrinogene plasmatique circulant soluble, en fibrine insoluble, enserrant le clou plaquettaire
par le biais d’une série de réactions enzymatiques, dont le contréle continu permet une
restriction locale sans diffusion a distance de la zone Iésionnelle.

Le processus central de la coagulation est la génération de la molécule de thrombine,
enzyme clé de la coagulation, permettant la transformation du fibrinogéne en fibrine et

assurant la rétro-activation et I’'amplification des différentes étapes de la coagulation.

1. Acteurs de la coagulation : protéines de la coagulation [14]

Les protéines de la coagulation sont des protéines plasmatiques qui incluent :
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% Facteurs de coagulation

Ils sont au nombre de 12. Ce sont des protéines plasmatiques qui ont des noms qui leur
sont propres, mais sont, pour la majorité d’entre elles, désignées dans la nomenclature
internationale par des chiffres romains ; exemple : prothrombine = facteur Il (F Il). Une fois
activés, les facteurs de coagulation portent leur nom suivi du suffixe « a » ; exemple : facteur Xa
(F Xa) désigne le facteur X activé. Les facteurs de coagulation peuvent étre regroupés en

différents groupes, selon leur structure et leur fonction.

< Inhibiteurs physiologiques de la coagulation
Ce sont des protéines plasmatiques dont le rble est de réguler en permanence le

processus d’hémostase, elles appartiennent a différentes familles :

e Serpines : ou les inhibiteurs de sérine protéases, protéines qui contrblent la
coagulation : I'antithrombine, le cofacteur Il de I’héparine, et plus accessoirement
I’x1-antitrypsine et le C1-inhibiteur.

e Protéine C et protéine S.

e Inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI).

% Facteur tissulaire
Protéine membranaire présente dans la tunique externe du vaisseau, c’est I’élément
déclenchant le processus de coagulation quand une lésion vasculaire I’laméne au contact du

sang.

Les principales caractéristiques de ces protéines sont résumées dans le tableau suivant :
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Tableau lll : Principales caractéristiques des protéines de la coagulation.

Masse moléculaire . Concentration plasmatique |  Demi-vie plasmatique

kDa Roindine (gl (h
Facteurs de 1a coagulation
I (fibrinogéne) 1 Substrat M1 120
[l {prothrombine)* 7l Zymogene 100-150 80
v 3 Cofacteur 50 U
Vi 50 Zymogene 03506 b
VI (facteur antihémophilique A) it Cofacteur 0102 12
Xt 5 Zymogene 7 8
IX (facteur antihémophilique B)* 57 Zymogéne 5 U
Xl 160 Zymogene 36 60
XII 80 Zymogene 340 tl
XIII (facteur stabilisant de la fibrine) k| Zymogéne Ji g
Prékallikréine 8 Zymogene 540 LA
Kininogene de haut poids moléculaire 10 Cofacteur 60-90 150
Facteur tissulaire® g Cofacteur - -
Inhibiteurs de Ia coagulation
Antithrombine (i Serpine 180-300 60
Protéine C* 62 Zymogéne 1146 b
Protéine 5* N Cofacteur ] ND
HCI 65 Serpine 60-110 (il
TFPT (inhibiteur du facteur tissulaire) {2 Inhibiteur de type Kunitz 01 ND

Toss les zymagénes sont des précurseurs de sérine protéases, sauf e facteur X111 (zymogéne d une transglutaminase). HCII: cofacteur Il de ['héparine ; ND : non déterminé.
* :Synthése vitamine K-dépendante ;- & I différence des autres protéines de ce tableau, le facteur tssulsire et pas une protéine plasmatique mais une protéine membranaire.

2) Déroulement de la coagulation

La coagulation est une cascade de réactions enzymatiques aboutissant a la formation de
fibrine. L’enzyme central permettant de transformer le fibrinogéne en fibrine est la thrombine.
Le processus de formation de la thrombine est complexe avec une série d’activations
enzymatiques qui surviennent a la surface de phospholipides membranaires des plaquettes,

cellules endothéliales ou monocytes. [15]

a. Concept actuel (in vivo)

Le concept actuel ou bien le modéle révisé est celui observé in vivo [16].
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< Phase d’initiation [14, 16]

La formation d’'un complexe FT-FVlla est I’étape cruciale qui initie le processus de
coagulation sanguine. Le facteur tissulaire est une glycoprotéine exprimée a la surface des
cellules extravasculaires. La rupture de la barriere endothéliale permet au FVII plasmatique,
présent en faibles concentrations sous forme activée, d’accéder au facteur tissulaire.

Le complexe FT-FVlla ainsi formé enclenche le processus de coagulation en assurant la

conversion du facteur X en facteur Xa et le facteur IX en facteur IXa.

< Phase d’amplification [15]

Cette phase concerne la formation de thrombine ainsi que son amplification. Grace au
complexe prothrombinase (constitué du facteur Xa en présence du facteur Va, des
phospholipides des membranes cellulaires, et du calcium), la prothrombine s’active en
thrombine. Cette derniere est une enzyme extrémement puissante, son substrat principal est le
fibrinogéne. Une molécule de thrombine peut coaguler 1000 fois son poids de fibrinogeéne.

La thrombine catalyse sa propre génération ; ainsi le processus s’amplifie en favorisant

la génération du facteur Vllla, Va et Xla.

< Phase de propagation [7, 17, 18]

A la surface des plaquettes, le complexe ténase (FVIlla-FIXa), génére des quantités
importantes de FXa. L’activation du FX en FXa par le complexe ténase est 50 fois supérieure a
celle du FX par le complexe FT-FVIla. Le complexe prothrombinase clive la prothrombine en
thrombine, mais aprés la phase d’amplification, la présence a la surface des plaquettes de
concentrations élevées de facteurs activés, permet la génération « explosive » de quantités
importantes de thrombine (thrombin burst) qui aura de multiples effets : activation en boucle
du facteur Xl, du FVIII et du FV, activation des plaquettes et surtout protéolyse du fibrinogéne
en monomeres de fibrine. La polymérisation spontanée de ces monomeres crée la trame du

réseau de fibrine qui structure le caillot.
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Le caillot formé est tout d’abord instable. Le FXIIl, facteur de stabilisation de la fibrine,
préalablement activé par la thrombine, solidifie alors les molécules de fibrine par

I’établissement de liaisons covalentes ; ainsi le caillot devient stable.

b. Concept classique (in vitro)

> Voie extrinséque [19]

Les premieres observations sur la coagulation ont démontré la capacité de certains
extraits tissulaires a initier la coagulation. Ceci a conduit a la description de la voie extrinseque.
Le FT s’est avéré étre une protéine membranaire exprimée par la plupart des tissus. Ce facteur

rentre en action avec le FVII, qui va a son tour activer le FX.

> Voie intrinséque [19]

Les protéines nécessaires a cette voie se trouvent dans le plasma. La premiéere étape est
appelée phase contact. Elle fait appel a 3 facteurs : FXIl, Kininogéne de Haut Poids Moléculaire
et Prékallikréine. Elle est initiée par le contact du facteur Xl avec une surface électronégative
(Verre, Kaolin...). Aprés ce contact il y a activation du facteur Xll, formation de Kallikréine et
libération de peptide vasoactif (Bradykinine) a partir du Kininogéne de Haut Poids Moléculaire.
Le FXlla active alors le FXI. Celui-ci active le FIX en présence de Calcium. Le FIXa forme un
complexe avec le FVllla, en présence de Calcium et une surface membranaire chargée

négativement. Ce complexe va activer le FX.

> Voie commune [19]

Cette voie correspond aux réactions enzymatiques conduisant a la formation de fibrine a
partir du fibrinogéne. Dans un premier temps il y a une activation de la prothrombine en
thrombine par le complexe formé par le FXa, FVa, le Calcium et les phospholipides

plaquettaires. La thrombine convertira le fibrinogéene en monomeéres de fibrines qui vont former
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le caillot de fibrine par des liaisons électrostatiques. Ce caillot reste soluble. FXIII activé par la
thrombine va agir sur le caillot pour le rendre solide par la formation des liaisons covalentes

entre les monomeéres de fibrine.

VOIE EXTR[NSEQUE_.

T Lésion tissulaire
(Facteur k- : \
Collagene ; licréine

(Facteur tissulaire
ou thromboplastine)

Phospholides
membranaires
Caﬁ-l-

[ Facteur non active
[ Facteur active

[ co-facteur VOIE COMMUNE

Fibrine
polymeérisée

Figure 16 : schéma des voies de la coaqulation in vitro. [12]

3. Réqulation de la coaqulation

Le processus de la coagulation plasmatique a tendance a s’activer spontanément. Il est
important pour I'organisme que les enzymes formés lors de I'activation de la coagulation

(thrombine, Xa...) ne circulent pas dans le plasma, car ils risqueraient d’entrainer une activation
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diffuse de la coagulation et un processus pathologique grave. Pour éviter ceci et maintenir leur
équilibre chaque facteur activé a son inhibiteur. [15]

Les trois systémes de la régulation négative de la coagulation jouent un role

physiologique important dans le maintien de la fluidité sanguine. [14]

a. Antithrombine (AT) [12, 18]
L’antithrombine (inhibiteur naturel de la thrombine) circulante, une fois activée par
I’héparine, se lie a la thrombine, formant des complexes thrombine-antithrombine (TAT). Ces
derniers inhibent I’action de la thrombine et plusieurs autres facteurs de la coagulation comme

les facteurs IXa, Xa, Xla.... L’AT est aussi un puissant inhibiteur de I'agrégation plaquettaire.

b. Systéme protéine C / protéine S [12, 16]

L’activation de la protéine C en protéine C activée (PCa) est déclenchée grace a la
thrombine qui se fixe sur le récepteur de la thrombomoduline de la cellule endothéliale. La PCa
en présence de son cofacteur la protéine S, inhibe les facteurs Vllla et Va de la coagulation, ces
derniers n’étant pas inhibés par I'antithrombine. Les protéines C et S sont toutes les deux

vitamines K-dépendantes.

c. TFPI (tissue factor pathway inhibitor) [12, 19]
C’est un inhibiteur synthétisé par les cellules endothéliales. Il inhibe le complexe FT-
Vlla. Sa concentration est augmentée par I’héparine. En plus de son action inhibitrice du

complexe FT-VIlla, il inhibe le FXa.

lll. Fibrinolyse

La fibrinolyse est une conséquence directe de la coagulation. Elle désigne le processus
enzymatique de dissolution de la fibrine ; constituant essentiel du thrombus, par la plasmine.
Lorsqu’un caillot se forme, ce mécanisme physiologique se met en ceuvre, afin de détruire le

réseau de fibrine et d’assurer la reperméabilisation des vaisseaux thrombosés et la restitution
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ad integrum de la circulation. La fibrinolyse est ainsi déterminée pour agir au moment

opportun, avec focalisation et brieveté. [19, 20, 21]

1. Acteurs de la fibrinolyse

% Plasmine [7, 22, 23]
La plasmine est I’enzyme centrale de la fibrinolyse. Elle dérive du plasminogeéne, qui est
une glycoprotéine d’origine hépatique, présente dans le plasma sanguin sous forme de

précurseur inactif.

< Activateurs de la fibrinolyse [12, 15]
L’activation du plasminogene en plasmine se fait grace a des activateurs de deux types :

> La voie de I'activateur du plasminogéne de type tissulaire t-PA ; il s’agit d’'une sérine
protéase d’origine quasi exclusive endothéliale, libérée sur le site du caillot.

> La voie de I'activateur du plasminogéne de type urokinase u-PA ; la forme circulante est
la pro-urokinase synthétisée par les cellules rénales et d’autres cellules
parenchymateuses. La pro-urokinase s’active en urokinase essentiellement en contact

du caillot de fibrine.

< Inhibiteurs de la fibrinolyse [7, 15, 20, 22]
Le systéme fibrinolytique est régulé par :
> Les inhibiteurs de la plasmine : L’a-2-antiplasmine est la principale protéine a activité
antiplasmine, il s’agit d’une glycoprotéine synthétisée par la cellule hépatique.
> Les inhibiteurs des activateurs du plasminogeéne :
PAI-1 : inhibiteur surtout du t-PA, est majoritairement localisé dans les granules alpha des
plaguettes.
PAI-2 : inhibiteur surtout de I'u-PA, synthétisé par le placenta au cours de la grossesse.
> L'inhibiteur de la fibrinolyse activé par la thrombine (TAFI): est un inhibiteur de

connaissance plus récente, synthétisé par le foie.
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2. Déroulement de la fibrinolyse [7, 20, 22, 24]

La spécificité et I’efficacité de la fibrinolyse reposent sur les relations structure-fonction
de la fibrine, a la fois comme support du caillot hémostatique, comme surface d’assemblage du
complexe ternaire formé avec le plasminogéne et son activateur tissulaire, et enfin comme
surface d’activation du plasminogeéne.

Le plasminogéne posséde une grande affinité pour la fibrine, et s’y fixe par un récepteur
spécifique aux cOtés de son activateur, permettant ainsi la génération locale de plasmine. Cette
derniére protéolyse le fibrinogéne et la fibrine en divers fragments de tailles variables,
identifiés comme les produits de dégradation de la fibrine (PDF), qui sont quantifiables dans le
plasma. Le taux de PDF plasmatiques est ainsi un reflet de I'activité de la plasmine et donc de
I’activation de la coagulation.

La fibrinolyse est controlée par deux systémes équilibrés d’activation et d’inhibition.

Les activateurs principaux du plasminogene sont le t-PA et I'u-PA. Le t-PA a une
activité protéolytique sur le plasminogene, déclenchée lors de son adsorption sur la fibrine. La
sécrétion vasculaire de t-PA est initiée par de nombreux stimuli d’activation de la cellule
endothéliale : thrombine, cytokines, anoxie.... L’'u-PA est le second activateur du plasminogéne
présent dans de nombreux tissus, dont le role physiologique est moins connu que celui du
t-PA.

Les inhibiteurs de la fibrinolyse comportent des inhibiteurs de la plasmine proprement
dits et des inhibiteurs de I'activité du plasminogeéne ; L'x-2-antiplasmine neutralise la plasmine
plasmatique circulante non liée a la fibrine. Le PAl de type 1 ou PAI-1 est le principal inhibiteur
des activateurs du plasminogéne ; il inhibe le t-PA et 'u-PA par formation d’un complexe
covalent. Le PAI-1 est libéré lors de I’activation plaquettaire qui initie le processus de
I’lhémostase. Le PAIl 2 ; est un autre inhibiteur synthétisé par le placenta au cours de la
grossesse, son rble physiologique comme inhibiteur de I'uPA et du tPA reste encore mal connu.
A ces deux types d’inhibiteurs s’ajoute un troisieme identifié récemment ; le TAFI qui s’oppose

a I'action de la fibrine sur le t-PA et inhibe ainsi I’amplification du processus fibrinolytique.
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Ce systeme tres fin de régulation de I'activité de la plasmine et de sa restriction a la
surface de la fibrine explique le fait que la fibrinolyse physiologique soit un processus qui reste
localisé au niveau du thrombus. Son role réside en effet dans la lyse progressive du caillot aprés
la cicatrisation de la bréche vasculaire, mais aussi dans la prévention de son extension évitant

par la 'occlusion de la lumiére vasculaire.

Activation de la @
phase contact Kininogéne HPM. %

N\, (KH|PM) Pt

Kallicréine \
Bradykinine

, 1-PA
(mn Pro-urokinase
. (SCU-PA)

Urokinase (uPA i

Plasminogene Plasmine

’( 0.2 antiplasmine
x .2 macroglobuline

Fibring " ————— Produit de dégradation

TAFla T du fibrinogéne et de
|a fibrine (PDF) et D-dimeres,
Fibrinogene spécifiques de la fibrine

t-PA: Tissue plasminogen activator
(Activateur tissulaire du plasminogéne)

FXlla : FXII activé

PAly : Plasminogen activator inhibitor
(Inhibiteur de l'activateur du plasminogéne)

TAFl: Thrombin activatable fibrinolysis inhibitor
(Inhibiteur thrombine dépendant de la fibrinolyse)

Figure 17 : schéma de la fibrinolyse. [25]
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B. Exploration de ’hémostase

|. Phase pré-analytique

1. Définition

La réalisation des analyses au sein du laboratoire de biologie médicale est un processus
tres complexe, ce processus est subdivisé en trois phases classiques pré, intra et post
analytiques [26].

La phase pré-analytique est la premiére étape du processus d’analyse du laboratoire.
Elle peut s'effectuer dans un site du laboratoire de biologie médicale, en vue de la transmission
des prélévements a un autre site du méme laboratoire multi-site, ou bien étre réalisé dans le
méme site ou se pratiquera l'analyse. Elle inclut également le prélevement éventuel du patient
hors des murs du laboratoire (domicile, unité de soins) par du personnel du laboratoire, des
préleveurs qualifiés ou par un autre laboratoire (transmission) [27].

La majorité des erreurs au cours de ce processus d’analyse ont pour origine la phase
pré-analytique. Afin de réduire ces erreurs, les recommandations concernant cette phase

doivent donc étre respectées [26].
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Interprétation < Validation 4 |

Clinicien Biologiste

: ;rér;]a?ﬁc()jn du rlnatient Résultat de I'analyse
i - Méthode du prélevement
Prélevement [ ot i s ube
- Anticoagulant
Phase analytique

|dentification du prélevement

- Condition du transport - Centrifugation
Transport| - Délai entre prélevement et le test ~» Traitement (- Congélation
- Température - Décongélation
Phase préanalytique === Phase analytique Phase postanalytique

Figure 18 : Représentation du circuit depuis la prescription jusqu’a I'interprétation de |'analyse
soulighant I'importance de la phase pré-analytique afin de contréler et garantir la fiabilité des
résultats d’un bilan d’hémostase [1].
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2. Importance et complexité

La recherche de la qualité est devenue une exigence quotidienne dans les laboratoires.
Or en hémostase plus encore que dans les autres disciplines de la biologie, la qualité est
conditionnée par l'étape pré-analytique. La maitrise de cette derniére est primordiale pour la

validité des résultats des examens biologiques. [9, 28, 29]

Le taux des erreurs liées a la phase pré-analytique, s’éléeve a 70% de la totalité des
erreurs commises pendant le processus d’analyse [3]. Dans une étude représentative, un
laboratoire italien a utilisé la méme méthodologie statistique, pour évaluer les taux d’erreur en
1996 et 2006 et a constaté que, malgré une réduction de 34% du taux d’erreur total, la
répartition des erreurs en fonction des phases demeure pratiquement inchangée, avec 62% en

pré-analytique, 15% en analyse et 23% en post-analytique. [30, 31]

La non-conformité aux conditions pré-analytiques recommandées, a un co(it élevé. Ce
colit est estimé a 25 % du budget annuel du matériel de prélévement. Elle serait a I'origine ;
d’une part, de colits supplémentaires (en personnel, temps, énergie et matériel) en cas
d’échantillon défectueux obligeant a refaire le prélevement. D’autre part, de résultats
inadéquats pouvant amener a des examens complémentaires inutiles et méme a des conduites

thérapeutiques erronées pouvant porter préjudice au patient. [32, 33]

Le biologiste est responsable de la phase pré-analytique, et cela méme si I'acte de
prélevement est confié a un tiers. De ce fait, le role du biologiste doit dépasser le cadre de son
laboratoire pour parer aux failles qui persistent avant I'arrivée du tube au laboratoire. Il est
nécessaire d’assurer un respect des procédures recommandées pour des résultats fiables. Le
biologiste doit sensibiliser le milieu médical et paramédical environnant sur l'importance
capitale du respect des conditions pré-analytiques et les facteurs d’influences et d’erreurs les

plus importants qui conditionnent la fiabilité des résultats du laboratoire. [1, 34]
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3. Etapes de la phase pré-analytique

La maitrise des différentes composantes de la phase pré-analytique occupe une place
cruciale dans la validité des tests biologiques d’exploration du systéme de I’hémostase et de
surveillance des traitements anti-thrombotiques. Elle conditionne une grande partie de la valeur
informative clinique des résultats rendus. C’est, en hémostase, un volet important du plan

d’assurance qualité. [4]

3.1. Fiche de prescription

La prescription fait partie de la phase pré-analytique et participe a la qualité de
I’analyse, non sur le plan technique, mais plutot de sa pertinence et de ses conséquences
diagnostiques ou thérapeutiques pour le patient. [1]

Le support de prescription doit permettre au laboratoire d’avoir accés a toutes les
informations nécessaires pour une identification univoque du patient et du prescripteur. Le
laboratoire doit avoir accés aux informations pertinentes pour une interprétation correcte des
résultats. Ces critéres sont : Nom et prénom, numéro identifiant, la nature des analyses
prescrites, les renseignements cliniques et thérapeutiques relatifs au patient (sexe, date de
haissance, diagnostics, suivi, traitement en cours, posologie...), la date et I’heure de
prélévement. Toutes ces informations doivent étre libellées de maniéere précise, lisible et non
équivoque afin d’éviter tout risque d’erreur. Il convient que la maniére dont les prescriptions

doivent étre communiquées au laboratoire soit déterminée en accord avec les utilisateurs, en

fonction des particularités de chaque établissement. [35]

En effets il existe des facteurs de variations multiples de I’hémostase, ils sont d’ordre ;
physiologiques, pathologiques, d’autres liés a la prise médicamenteuse ou encore a
I’environnement, qu’il convient de connaitre (via la fiche de prescription) et prendre en

considération, pour une meilleure interprétation des résultats obtenus.
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3.1.1. Facteurs de variation physiologiques
a. Age

Il existe des variations quantitatives et qualitatives des différents parametres de
I’hémostase en fonction de I’'age, d’ou la nécessite d’interpréter les bilans, en fonction des
valeurs de référence qui correspondent a I’age du patient.

< Variations chez le nouveau-né et enfant

L'enfant et le nouveau-né présentent des particularités quant a leur systeme
hémostatique, comparativement a I'adulte. En effet, I'enfant pendant sa premiére année de vie,
et plus particulierement en cas de prématurité, présente des taux de facteurs pro-coagulants
(tous sauf le FVIII et le FVW) et des taux d'inhibiteurs physiologiques (antithrombine, protéine C,
protéine S), significativement plus bas que chez l'adulte. Les résultats biologiques doivent donc
étre interprétés en fonction de ces caractéristiques physiologiques. [36]

La deuxiéme particularité en pédiatrie concerne la stratégie d'exploration de

I’hémostase, conditionnée par les petits volumes échantillon prélevés chez I'enfant. [36]

Tableau IV : Hémostase pédiatrique versus adulte. [37, 38]

Composante Comparaison enfant/adulte
Hémostase primaire — Numération plaquettaire
t F Willebrand
Facteurs de la | FIl, FVII, FIX, FX
coagulation L EXI1, EXIIl, PK, KHPM
— FV, FXIlI
— Fibrinogene
T FVII
Inhibiteurs de la | Antithrombine
coagulation | protéines C et S
fibrinolyse | Plasminogéne
1 t-PA
1 PAI
— : pas de différence. | : diminution. 1 : augmentation.
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% Variations chez le sujet agé [39]

Pendant le vieillissement de nombreux changements dans le systéme vasculaire,
I'némostase et l'endothélium, ainsi que des altérations des plaquettes, des facteurs de la
coagulation et de la fibrinolyse, se produisent. Un état d’hypercoagulabilité croissante dii au
déséquilibre entre les facteurs pro-coagulants et anti-fibrinolytiques, est observé avec le
vieillissement et peut expliquer l'incidence plus élevée de troubles cardiovasculaires

thrombotiques chez les personnes agées.

b. Sexe [4]
C’est un facteur important a prendre en considération, les principales différences en
fonction du sexe des parameétres de I’hémostase sont :

e Les études fonctionnelles plaquettaires semblent globalement montrer des plaquettes
féminines moins réactives aux agonistes de l’agrégation plaquettaire que celle des
hommes.

e Les jeunes femmes ont une protéine S plus basse par rapport aux hommes du méme
age.

e Les femmes en pré-ménopause ont un fibrinogéne plus élevé et une antithrombine plus

basse que les hommes.

c. Grossesse [1, 40, 41]

Il est important de savoir si la patiente est enceinte. La grossesse normale s’accompagne
de modifications majeures de I’hémostase, allant dans le sens d’un état d’hypercoagulabilité
acquise augmentant progressivement pendant la grossesse, pour étre maximale au moment du
terme et dans le post-partum immédiat. Ce phénomene plurifactoriel, lié a des modifications
hémodynamiques et vasculaires, protége les femmes d’une hémorragie pouvant étre fatale au

moment de la délivrance.
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Les variations physiologiques observées au cours de la grossesse sont :
> Une augmentation des concentrations du fibrinogéne, des facteurs VII, VIII, X, VW, et des
D-dimeres
» Une augmentation des taux de la prothrombine et du complexe thrombine-
antithrombine.
> Une diminution des anticoagulants physiologiques ; se manifestant par une résistance
acquise a la protéine C activée et une baisse du taux de la protéine S libre.
> L'activité fibrinolytique globale est altérée pendant la grossesse mais retourne
rapidement a la normale aprés l'accouchement. Cela est en grande partie di a

I'inhibiteur de type 2, présent en quantités substantielles pendant la grossesse.

Il est a noter qu’il faut interpréter les dosages du FVW, FVIII, ainsi que la protéine S, en
tenant compte des variations physiologiques dus a la grossesse ; tout résultat anormal pendant

la grossesse doit étre controlé a distance, au moins deux mois apres I'accouchement.

d. Exercice physique [42, 43]

La coagulation et la fibrinolyse sont fortement influencées par I'exercice physique. Les
variations des paramétres de I’hémostase observées semblent liées a l'intensité de I'exercice et
a sa durée ; une activité physique intense est associée a un état d'hypercoagulabilité transitoire,
en particulier chez les individus non entrainés. Tandis qu’une intensité d'exercice modérée est

suivie par l'activation de la fibrinolyse sanguine sans hypercoagulabilité concomitante.
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Tableau V : Résumé des effets de I'exercice sur les plaquettes et les marqueurs de la
coagulation et de la fibrinolyse [44].

Parametres Effets de I’exercice

Plaquettes :

- Numération -
- Agrégation Effet incertain

Coagulation :

- TCA -

- TP - Sans effet
- TT -

- FVII - 1
Fibrinolyse :

- t-PA -

- PAI-1 -

3.1.2. Facteurs de variation pathologiques

En dehors des troubles d’hémostase primitifs ; constitutionnels ou acquis, bien connus,
il existe des situations pathologiques qui retentissent secondairement sur les systémes

hémostatiques, a titre d’exemple :

% Insuffisance hépatocellulaire [45]

Les perturbations de I’hémostase survenant en cas d’insuffisance hépatocellulaire, sont
multiples et complexes. Elles concernent I’lhémostase primaire, la coagulation proprement dite,
et la fibrinolyse. Ces principales perturbations sont :

- Thrombopénie.
- Altérations des fonctions plaquettaires.

- | Facteurs Il, V, VII, IX, X, XI.
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- Anomalies quantitatives et qualitatives du fibrinogéne.

- | x-2-antiplasmine, TAFI.

- Tt-PA.

- T FVW et FVIII.

- | Protéine C, protéine S, antithrombine, x2-macroglobuline.

- | Plasminogene.

- 1 PAI-1.

< Insuffisance rénale chronique [46, 47]
Elle se caractérise par des troubles de I’hémostase complexes, qui font coexister une
tendance hémorragique et un état pro-thrombotique. Les principaux troubles observés sont :
- Hypo-agréabilité plaquettaire et thrombopénie.
- Anomalies structurelles du FVW et augmentation de son taux plasmatique.
- Hypo-fibrinolyse : le temps de lyse des euglobulines est prolongé. L’activateur tissulaire
du plasminogene est diminué, ainsi que le plasminogene. L’'inhibiteur de I'activateur du

plasminogéne de type 1 est augmenté.

< Obésité [4, 48]

Elle s’accompagne d’une augmentation significative de la réactivité plaquettaire, et
également, d’'une hypo-fibrinolyse par effet direct du tissu adipeux qui produit du PAI-1 et
peut-étre du TAFI. Le tissu adipeux agit sur la coagulation par production directe du facteur
tissulaire, mais I’hypercoagulabilité est principalement due a la majoration de la production
hépatique du fibrinogéne, FT et des facteurs VII, VIII, vW. Il faut donc avoir acces a I'indice de

masse corporelle des patients, calculé comme quotient : poids/(taille2).
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< Diabéte [49, 50]

Il a été démontré que le diabéte est un état pro-coagulant. La physiopathologie de cet
état pro-coagulant est partiellement comprise. L’hypercoagulabilité est mise en évidence chez
les patients diabétiques insulino-dépendants par : I'augmentation des taux de fibrinogéne et
I'alpha-2-antiplasmine, la diminution des taux de la protéine S, la production accrue du FVW

par I’endothélium et I’hypo-fibrinolyse (comme en témoigne I'augmentation des taux de PAI-1).

3.1.3. Facteurs de variation liés a la prise des médicaments

Les divers traitements pouvant modifier le systéme de ’hémostase doivent bien sir étre
connus et notés en cas de prise, sur la fiche de prescription, pour une interprétation adéquate

des résultats obtenus. [1, 4]

D’une part, la prise médicamenteuse d’agents antiagrégants plaquettaires ou
anticoagulants ; oraux ou injectables lors d’un bilan de surveillance thérapeutique ne pose
aucun probléme d’interprétation, du moment ou le biologiste est informé. Le risque étant la
prise non signalée de médicaments ayant un effet méconnu perturbant I’hémostase, a titre
d’exemple : [4, 19, 41]

» La prise événementielle d’aspirine (antalgique).

Les anti-inflammatoires non-stéroidiens.

les antibiotiques tels que certaines céphalosporines.

Les psychotropes antidépresseurs en particulier les inhibiteurs de recapture de sérotonine.
Les b-bloquants, quinidine, dérivés nitrés, inhibiteurs des canaux calciques.

Les antihistaminiques.

vV V VvV V V VY

Les contraceptifs hormonaux.

D’autre part, les traitements substitutifs administrés aux patients porteurs d’une
pathologie de I’hémostase doivent étre précisés, tant dans leur nature, leur posologie ou leur

volume, que leur horaire d’administration vis-a-vis du moment du prélevement : [4]
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» Produits sanguins labiles tels le plasma frais congelé, les culots érythrocytaires ou les
unités de plaquettes.

> Produits sanguins stables telles les différentes fractions thérapeutiques d’origine
plasmatique ou recombinantes.

> Produits sanguins activés tels le complexe prothrombinique FEIBA® ou le FVII humain

recombinant activé NovoSeven®.

Il est également important de savoir I’effet des solutés de remplissage sur ’hémostase
en particuliers chez les patients hospitalisés en réanimation ; Tous les solutés de remplissage
vasculaire, y compris les cristalloides isotoniques, ont tendance a altérer la coagulation pour
des hémodilutions supérieures a 50 %. Pour des hémodilutions moindres, 30 a 50 %, les effets
sont absents avec les cristalloides et albumine, peu intenses avec la gélatine fluide modifiée, ou

plus marqués avec les Hydroxyethylamidons et les dextrans. [51]

3.1.4. Facteurs de variation liés a I’environnement

a. Tabac [1, 52, 53]

Le tabagisme perturbe de facon significative, a court ou a long terme, le bilan
d’hémostase. De nombreuses études ont montré que le tabagisme est fortement associé a une
augmentation des concentrations plasmatiques du fibrinogéne. Il agit également sur la fonction
des plaquettes en stimulant leur agrégation. Il a été démontré aussi que les personnes
tabagiques ont un TCA plus court par rapport aux non-fumeurs.

En ce qui concerne son effet sur la fibrinolyse ; le tabac constitue un facteur stimulateur,
il est responsable d’une dysfonction majeure de I’endothélium vasculaire qui s’ensuit une

augmentation du taux du t-PA et une diminution du taux du PAI-1.
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b. Alcool [54, 55]

La consommation d’alcool (éthanol) a de multiples effets sur I'némostase ; affectant les
plaquettes, les facteurs de coagulation et le systéme fibrinolytique.

L'éthanol ou ses métabolites inhibent I'agrégation plaquettaire (en réponse au collagéene
et a I'ADP). D'autre part, I'éthanol induit une activation plaquettaire (diminution du taux d'AMPc
intracellulaire et augmentation de la concentration d'inositol-1,4,5-triphosphate intracellulaire,
entrainant une augmentation du taux de calcium intracellulaire ).

Certaines études ont montré que I’éthanol induit une diminution des taux de
fibrinogéne, FVW et FVII.

La consommation d'alcool affecte également le systeme fibrinolytique. Un apport
modéré en éthanol entraine une augmentation du taux de t-PA sans modification de la
concentration en PAI-1, ce qui augmente la fibrinolyse. En revanche, un apport élevé en éthanol
conduit apparemment a une diminution de la fibrinolyse en augmentant la concentration en

PAI-1, ce qui augmente le risque d'événement thrombotique.

3.2. Prélévement

a. Conditions générales du prélévement

En dehors des situations urgentes, il est indispensable de respecter certaines

modalités afin de minimiser les erreurs d'interprétation des résultats de laboratoire; a savoir :

e Jeln [1,19, 41, 56]

Le préléevement sanguin doit étre réalisé apres 12h de jeun ; temps nécessaire pour
métaboliser complétement I'apport lipidique. L’hyperlipémie postprandiale peut perturber
certains tests (la réactivité plaquettaire, le taux de FVII et la fibrinolyse) notamment lorsque les
tests sont pratiqués avec un appareil a détection photo optique. Toutefois un prélévement
apres un repas léger reste acceptable ; il a été prouvé qu’un repas léger dépourvu de matiere

grasse ne perturbe pas le bilan d’hémostase.
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En plus de la consommation déconseillée d’alcool et le tabac avant le prélévement, il est
essentiel de décourager aussi toute consommation de la caféine pour une période de plus de 2
heures avant le prélevement (augmente le potentiel fibrinolytique avec une augmentation de
I'activité du t-PA et diminution des taux du PAI-1) ainsi que le chocolat noir (I’agrégation
plaquettaire est modulée par un mécanisme indépendant des flavanols, probablement di a la

théobromine, qui est contenue dans les produits a base de cacao).

e Horaire [1, 4, 34, 41, 57]

Plusieurs études ont mis en évidence des variations circadiennes significatives, chez
I'lhomme, des parameétres de la coagulation et de la fibrinolyse, ainsi que des fonctions
plaquettaires. Ces variations doivent étre généralement reconnues pour éviter une
interprétation clinique erronée des données du laboratoire, relatives aux échantillons d'analyse
prélevés a différentes heures de la journée. Le moment de prélévement privilégié en hémostase

est généralement le matin entre 7 h et 9 h.

e Repos [1, 4, 41]

Le repos est une condition importante a respecter lors de la réalisation d’un bilan
d’hémostase. Une activité physique méme modérée dans les 2 heures précédant le prélevement
sanguin n'est pas recommandée. L’'effort physique entraine une activation de la coagulation et
de la fibrinolyse.

Il est donc indispensable que le prélevement soit réalisé sur un patient au repos depuis
plus de 5 minutes. Pour certaines analyses, en particulier I’étude de la fibrinolyse, le repos

pendant 20 a 30 minutes est nécessaire pour obtenir des résultats fiables.

e Posture [1, 4, 58]
La posture du patient peut avoir un impact significatif sur les résultats des tests de
routine d'hémostase, il a été démontré que le changement de position du patient (assis /

debout) s’accompagne d’une variation des résultats du fibrinogéne, TCA et du TP, de telles
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variations pouvant altérer a la fois le raisonnement diagnostique et le suivi thérapeutique. La
posture au cours des préléevements en hémostase doit étre standardisée afin d’obtenir des
références plus homogenes. Le prélevement sanguin est alors effectué par convention en

position assise confortable pour le patient.

e Sans stress [19, 41]
Le préleveur doit rassurer le malade. Les tests explorant la fibrinolyse peuvent en effet
étre perturbés si le patient est stressé. Le stress doit étre évité dans toutes les circonstances,

car il s’associe a une augmentation des concentrations du FVW, le FVIII et le fibrinogéne.

b. Choix du tube [1, 4, 41, 59, 60]

Les tubes utilisés pour I'étude de I’hémostase ne doivent pas activer la coagulation.
Selon les derniéres recommandations (mai 2017) du Groupe Francais d’études sur ’Hémostase
et la Thrombose (GFHT), il est recommandé d’utiliser des tubes stériles, en matiere plastique ;
polyéthyléne téréphtalate (PET). L'utilisation des tubes en verre siliconé reste acceptable.

Le préléevement doit étre réalisé sous vide. La date de péremption des tubes doit
absolument étre respectée aussi bien pour la qualité de I'anticoagulant (contamination
bactérienne) que pour le maintien du vide initial (mauvais remplissage par perte du vide). Les
bouchons des tubes doivent étre inertes. Il est également important que les qualités des tubes

soient documentées et reconnues par un marquage CE.

Cas particuliers :

e Quelques tests pour I'étude de I’hémostase doivent se faire sur des tubes en verre
siliconé :
- étude de la rétraction du caillot : sang total, sans anticoagulant.
- dosage des produits de dégradation de la fibrine et du fibrinogéne.
e l'utilisation des tubes sous vide est déconseillée pour [|'étude des fonctions

plaquettaires (tests d’agrégation, activations plaquettaires, étude des glycoprotéines
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membranaires...) car I'aspiration brutale du sang peut activer les plaquettes. Il est
recommandé de ne pas utiliser des tubes sous vide mais plutét de prélever avec une

aiguille directement dans un tube débouché.

. Anticoagulant

L’anticoagulant de référence en hémostase est le citrate de sodium.

e Concentration [33, 59, 61]

Il existe sous différentes concentrations dont la plus recommandée est de 105 - 109 M
(3,2 %), La concentration de citrate a 129 M (3,8 %) est également disponible et considérée
comme acceptable par I'Institut des Standards Cliniques et des Laboratoires (the Clinical and
Laboratory Standards Institute CLSI) et le GFHT, malgré des inconvénients non négligeables
incluant un allongement du TQ et du TCA et des discordances dans les valeurs de I'INR.

En effet, selon les données de la littérature, le citrate 0,129M donne des TQ plus
allongés que le citrate 0,109 M et ceci chez des patients sans et sous traitement anticoagulant
oral. Mais, cet allongement est plus marqué chez les patients sous traitement anticoagulant
oral pouvant ainsi majorer I'INR d’environ 10 %. Cette différence est expliquée par le fait que les
ISI (International Sensitivity Index) des thromboplastines utilisés pour calculer I'INR soient
déterminés a partir d’échantillons sanguins prélevés sur citrate 3,2 % selon les
recommandations de I'OMS et, par conséquence, ne sont pas valides pour les échantillons
collectés sur citrate 3,8 %. Actuellement, le GEHT et les recommandations américaines sont en

faveur de l'utilisation de la concentration la plus faible (3,2%).

e Rapport volume : anticoagulant/sang
Il est impératif de respecter strictement le rapport volumique anticoagulant sur sang
total (tube correctement prélevé), qui doit étre de 1 pour 9. En effet, on peut obtenir un

allongement artificiel des temps de coagulation soit par exces, soit par insuffisance de calcium.
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e PH [4,59]

Si le pH du plasma anticoagulé n’est pas entre 7,3 et 7,45, il existe un risque
d’allongement des tests, notamment du TP. Pour autant, il est inenvisageable de contréler le pH
de tous les échantillons d’hémostase. En fait, il suffit de vérifier, lors du choix des tubes, que le
citrate est tamponné pour maintenir un pH acide, ceci est indiqué dans la fiche fournisseur ; le
pH de I'anticoagulant doit donc étre maintenu entre 5,1 et 5,3 pour garantir un pH du plasma

analysable entre 7,3 et 7,45.

e Autres anticoagulants [4, 34]
Le mélange CTAD (citrate, théophylline, adénosine, dipyridamole), utile pour surveiller
les traitements par [|’héparine non fractionnée et a I'étude des glycoprotéines membranaires
des plaquettes en cytométrie de flux, doit étre conservé a I’abri de la lumiére (les tubes doivent

étre stockés en ambiance sombre).

d. Aiguille [1, 59, 62]

Le préléevement est en général réalisé par une aiguille de calibre suffisant permettant un
écoulement approprié et facile du sang dans le systeme de collecte, minimisant ainsi la
probabilité d'introduire une variabilité pré-analytique.

Il est largement admis que le sang doit étre prélevé avec précaution pour éviter une
pression excessive ou un stress d{ au cisaillement, qui sont associés a une lésion ou a une
rupture (causées par lutilisation d’aiguille a diametre réduit) des cellules sanguines, en
particulier des érythrocytes, conduisant a des échantillons inadéquats; hémolysés avec
activation du systéme de coagulation et des plaquettes.

Il est donc recommandé d’utiliser des aiguilles dont le diamétre est compris entre 19 (1
mm) a 22 Gauge (0.7 mm).

Par ailleurs, pour les enfants, les patients difficiles a piquer et les patients a veines

fragiles, on peut utiliser des aiguilles a ailettes « épicraniennes » dont le diametre est de 23
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Gauge, a condition que la tubulure soit courte (inférieure a 6 cm) et que le volume mort dans la

tubulure soit inférieure a 10 % du volume final du tube.

e. Garrot [4, 63, 64, 65]

Le meilleur préléevement se fait sans garrot, exercice parfois possible chez certains
patients privilégiés. Poser un garrot est le plus souvent nécessaire pour effectuer des
prélévements sanguins, il aide a localiser et a définir les veines périphériques afin d'obtenir une
ponction veineuse réussie et slire.

Pour un prélevement sans effet indésirable sur les parameétres mesurés, le garrot doit
étre peu serré (il est veineux, non artériel) et ne doit pas étre laissé plus d’une minute. Il doit
étre, en utilisant les tubes a dépression, desserré dés que le sang afflue : laissé en place de
facon trop prolongée, il favorise I’activation de I’hémostase mais aussi des modifications de
résultats induits par I’hémoconcentration locale. Il a été démontré également qu’une pose de
garrot pendant plus d’'une minute est associée de maniere significative a une augmentation du

risque d'hémolyse.

f. Site de ponction [4, 66]

Le soin apporté a reconnaitre le site le plus approprié pour insérer l'aiguille, est une clé
pour déterminer le succes de la procédure de ponction et réduire le risque de blessure qui
s’accompagne d’une activation de I’hémostase.

Pour un préléevement conforme la connaissance de l'anatomie, ainsi que l'utilisation
d’outils (garrot) améliorant la visualisation du réseau veineux sont obligatoires.

Le site principal de prélévement du sang est représenté par le réseau veineux superficiel
de la fosse cubitale de I'avant-bras

L'inspection et en particulier la palpation constituent I'approche de base pour identifier
le site exacte de la ponction veineuse. La palpation permet au préleveur de reconnaitre

I'élasticité du vaisseau, la profondeur et la consistance des tissus environnants.
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Le site de ponction doit étre désinfecté : I'antiseptique choisi est appliqué localement et
le temps nécessaire a son action, variable selon le principe actif, respecté. La ponction veineuse
doit étre la moins traumatique possible, en réduisant la longueur du trajet sous-cutané de
I’aiguille avant I’abord de la veine, dans le sens du flux sanguin.

Il est important que le site de ponction soit éloigné de toute perfusion, de toute plaie. Il
faut éviter également les membres lymphoedémateux. La gestion du capital veineux impose
que la répétition des prélevements se fasse en se rapprochant des extrémités, évitant ainsi de

prélever un sang veineux ayant irrigué une effraction veineuse et son caillot hémostatique.

g. Ordre de préléevement des tubes [4, 67]

L’ordre dans lequel les tubes sont prélevés a son importance, surtout en matiére
d’hémostase. Selon les recommandations du GFHT et CLSI, le prélevement en hémostase doit
étre prélevé en position numéro 2. Un premier tube neutre sans additif de « purge » est donc
nécessaire, ou un tube sec ne comportant pas d’activateur de la coagulation, ou apres des
hémocultures.

Le premier tube ne peut pas contenir d’anticoagulant autre que le citrate ou d’activateur
de la coagulation ; qui pourraient contaminer le tube d’hémostase a travers les résidus,
interférant avec les tests de coagulation, laissés sur le dispositif de percussion des tubes a
dépression.

Si le bilan ne contient que des tests courants de la coagulation (non affectés par
I'activation endothéliale), et si la ponction veineuse est franche, il est acceptable selon le GFHT
que le premier tube soit utilisé, en particulier pour la surveillance des traitements anti-vitamine
K.

Lors des préléevements avec une aiguille épicranienne, le tube de purge est recommandé.
A défaut d'un tube de purge, il est acceptable de s'assurer obligatoirement du volume de

remplissage ; volume mort de la tubulure < 10% du volume final du tube.
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Cas A : Prélevement de sang SANS hémoculture AVEC hémostase

1-Tube de purge — 2-Tube hémostase — 3-Tube sérum (avec ou sans
activateurs de caillot, avec ou sans gel) — 4-Tube héparine (avec ou sans gel) —
5-Tube EDTA — Autres tubes (ACD, Fluorure, VS, tubes de Quantiféron)

Cas B : Prélevement de sang AVEC hémoculture AVEC hémostase
1-Hémoculture — 2-Tube hémostase — 3- Tube sérum (avec ou sans
activateurs de caillot, avec ou sans gel) — 4- Tube héparine (avec ou sans gel)
— 5-Tube EDTA — Autres tubes (ACD, Fluorure, VS, tubes de Quantiféron)

Figure 19 : ordre des prélévements [68]
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h. Remplissage des tubes

Les tubes doivent étre remplis de maniére adéquate ; jusqu'au repére indiqué sur le
tube, le cas échéant, ou a au moins 90%. Cela est essentiel pour obtenir le rapport
anticoagulant/sang, le plus approprié (1/9 : Une partie d’anticoagulant plus neuf parties de
sang). [69, 70]

Un remplissage insuffisant peut entrainer une dilution significative de I'échantillon et
peut également entrainer des temps de coagulation faussement prolongés, en raison de I'exces
de citrate se liant au calcium. Cet effet dépend de la concentration en citrate, de la taille du
tube et de I'’examen réalisé. Il est plus marqué avec des tubes a 3,8% de citrate et des tubes de
préléevement de faible volume (pédiatriques). La dilution de I’échantillon conduira également a
une sous-estimation des résultats quantitatifs (dosage des facteurs). [69]

Selon le GFHT il est recommandé que le tube soit rempli a plus de 90 %, un remplissage
supérieur a 80 % est acceptable, mais il faut refuser tout prélevement rempli a moins 80 %.
C’est la recommandation la plus appropriée a fournir aux préleveurs, qui ne sont pas
nécessairement informés de la concentration finale de I’anticoagulant dans le tube de
prélevement ou des caractéristiques de test spécifiques, telles que la composition et la
sensibilité des réactifs. [1, 71]

Il est important de sensibiliser les préleveurs du risque d’erreur qu’accompagne
certaine pratique dangereuse; Le sang ne doit jamais étre transféré d'un tube de prélévement a
un autre dans le but de fournir le volume de remplissage complet requis. Cela est vrai méme s’il
s’agit de deux tubes de citrate de sodium combinés, car cela peut conduire a un doublement

des concentrations d'anticoagulant citrate et a une dilution supplémentaire du plasma [69].

i. Homogénéisation [59, 70, 72]

La présence d'un additif signifie que le tube doit étre mélangé de maniéere appropriée
pour garantir la miscibilité totale entre le sang et I'anticoagulant, et ainsi (pour les collections

d'hémostase) éviter une coagulation excessive.
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Le GFHT et le CLSI préconise actuellement de mélanger le tube délicatement, dés la fin
du remplissage, par des retournements lents et complets, deux a six fois, afin de permettre un
contact complet entre le sang et le citrate de sodium tamponné.

Il faut toutefois éviter de mélanger vigoureusement et de facon prolongée les
échantillons. Une agitation intense et ou prolongée, peut induire I'némolyse, la coagulation

ainsi que l'activation plaquettaire.

j- Identification [1, 70, 73, 74]

L’identification complete et précise, est la base de la sécurité du patient. Elle doit étre
effectuée avec le plus grand soin ; la vérification de I'identité du patient et I'étiquetage des
tubes doivent se faire au moment du préléevement. Il faut s’assurer de la concordance du nom et
prénom du patient, avec ceux marqués sur la demande d’analyse et I'étiquette qui sera collée
sur le tube. Il faut utiliser au moins deux identifiants (le numéro de la chambre du patient ou
son emplacement physique ne doivent pas étre utilisés) pour étiqueter les tubes de prélevement
en présence du patient. L'étiquetage aprés la réalisation du préléevement doit étre évité car, il
s’accompagne d’un risque d’erreur élevé. Il est également crucial de s’assurer que ces
recommandations spécifiques, visant a éviter toute faute concernant cette étape pré-analytique
importante, soient connues et appliquées par les différents préleveurs.

Les erreurs d’identification du patient et ou des tubes, sont considérées comme rares,
mais elles sont probablement sous-estimées car souvent méconnues. Elles sont associées de
maniére significative a un préjudice pour les patients, vu que les données incorrectes sont
utilisées pour effectuer des soins de santé spécifiques (diagnostic, traitement...).

Toute aide technologique proposée de maniére fiable pour limiter le risque

d'identification erronée dans les soins de santé devrait étre encouragée.
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3.3. Le transport des prélévements [1, 75, 76, 77]

Lorsque les prélevements d’un bilan d’hémostase, ne sont pas effectués au laboratoire,
ils doivent étre transportés au laboratoire rapidement et en toute sécurité, de maniere a éviter
les agitations et les vibrations qui peuvent entrainer une hémolyse et une activation
plaquettaire. Ils doivent rester bouchés et maintenus a la température ambiante (de 15 a 25°C).
Les tubes de prélévements citratés du sang total, ne doivent pas étre réfrigérés (de 2 a 8° C) ni

stockés sur de la glace ou dans un bain d'eau glacée.

¢ Transport par les systémes pneumatiques (non disponibles au Maroc) :

Certains hopitaux utilisent des systémes de transport des tubes de prélevements dit
pneumatiques. lls permettent de transporter a grande vitesse, les tubes depuis les services
hospitaliers (lieu de prélevements) vers le laboratoire.

Les contraintes physiques exercées par les systemes pneumatiques sont susceptibles
d’avoir une influence sur la qualité pré-analytique des prélévements et donc d’induire des
variations sur les résultats des paramétres biologiques, notamment les examens d’hémostase.
Les chocs et les vibrations doivent étre minimisés au cours du transport des échantillons pour
éviter une fragmentation des globules rouges, une activation de la coagulation et une
dégradation des protéines. Les mouvements d’accélération/décélération du pneumatique
peuvent, en effet, induire une activation et une dégranulation des plaquettes au moment du
transport, rendant ininterprétables les tests plaquettaires.

Plusieurs études ont démontré que le transport pneumatique des tubes, n'affecte que de
maniére négligeable la plupart des tests de coagulation, et il semble raisonnable que seuls les
prélevements destinés aux analyses des fonctions plaquettaires aient besoin d'étre transportés
manuellement au laboratoire. Il a été prouvé également que les caractéristiques du
pneumatique étant variables d’'un laboratoire a I'autre, chaque laboratoire devrait réaliser

localement ses propres tests sur site pour qualifier son réseau pneumatique, plus
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particulierement dans le cas des préléevements dédiés a des tests de fonctions plaquettaires ou

faisant intervenir les plaquettes.

3.4 Réception et prétraitement des préléevements au laboratoire [30, 35]

Une fois le préléevement réalisé, I’échantillon est transmis au laboratoire, réceptionné,
vérifié puis enregistré. Ensuite il va subir une étape de tri et de pré-traitement avant d’étre
engagé au niveau du processus suivant qui est le processus analytique.

L’accueil des tubes par le laboratoire s’accompagne obligatoirement de la vérification
des points de conformité pré-analytique. Le laboratoire doit disposer d’une procédure
documentée précisant les critéres d’acceptation et de rejet des échantillons (nature des tubes,
volume, délai, température de transport...). Ces critéres doivent étre définis en respectant les
derniéres recommandations. Tout préléevement ne répondant pas a ces criteres doit étre rejeté
et ’lanomalie doit étre tracée par I'ouverture d’une fiche de non-conformité.

Apres avoir vérifié la qualité des tubes, il faut les enregistrer sans oublier de noter la

date et I’heure exactes de réception.

a. Triage des prélévements [35]

Le tri des prélevements consiste qu’un personnel habilité revoit systématiquement les
fiches de prescriptions et les échantillons, afin de s’assurer de la pertinence et de la possibilité
de réaliser les analyses, en les orientant vers les postes de travail concernés. Ce personnel doit
s’assurer également d’éventuelles demandes particuliéres, telles qu’une demande d’examen en
urgence et I'orienter a bon escient. Il est recommandé qu’un moyen optique ou sonore fiable
permette d’identifier ces échantillons. Les plus classiqguement mis en ceuvre sont les gommettes
ou clips de couleur vive.

L’identification des échantillons par le laboratoire est réalisée en salle de préléevement

lorsque le patient est prélevé au laboratoire ou en salle de tri lorsque le prélévement provient
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de I'extérieur. Cette manipulation doit étre réalisée par les techniciens habilités a cette tache en

raison des risques d’erreur liée a I’étiquetage.

b. Délai entre le prélévement et le test [2, 78, 79, 80]

La stabilité des parameétres en sang total conditionne les délais optimaux et tolérables
d’acheminement des prélévements au laboratoire. Des délais courts sont une limite a la prise en
charge des prélévements provenant des sites extérieurs.

Selon le CLSI, le GFH et le ECAT (European Concerted Action on Thrombosis), les
prélevements du sang total ou de plasma, conservés a la température ambiante (15°C - 25°C)
pour les tests d'hémostase de routine ou la détermination des facteurs de coagulation doivent
étre analysés dans les 4 heures suivant le prélevement, a I'exception du TP, ayant une stabilité
allant jusqu'a 24 heures, et des tests visant a surveiller les traitements a I'héparine non
fractionnée, pour lesquels le délai ne doit pas dépasser 2 heures.

Compte tenu des contraintes liées au délai entre les prélévements et la réalisation des
examens d’hémostase, il est nécessaire de noter I’heure du prélevement sur I’étiquette des

tubes ou sur la feuille de demande de I’examen.

c. Centrifugation [4, 59, 81, 82, 83, 84]

La centrifugation des prélevements du sang total anticoagulé, est une étape essentielle
du processus pré-analytique en hémostase. Des résultats précis ne peuvent étre obtenus que si
les laboratoires effectuent des analyses sur des prélevements de tres bonne qualité, qui est en
partie influencée par les paramétres de centrifugation.

Les centrifugeuses sont traditionnellement utilisées pour séparer les composants d'un
mélange en fonction de la taille ou de la densité des particules. Leur application la plus

courante en biologie a pour but la séparation du sang, en cellules et plasma.
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La centrifugation permet d’obtenir un plasma pauvre en plaquettes, citraté, nécessaire
pour la réalisation des bilans d’hémostase. Le CLSI ainsi que le GFHT indiquent que les tubes de
prélevement en hémostase, bouchés, doivent étre centrifugés a la vitesse et le temps requis
pour produire systématiquement, un plasma pauvre en plaquettes.

Les différents types de centrifugation sont :

¢ Centrifugation de base / standard
Les tests de routine sont effectués sur un plasma pauvre en plaguettes nécessitant une
seule centrifugation a une température comprise entre 19C et 25°C, pour une durée d’au mois
15 min a une vitesse de 1500 a 2 000 g, ou pendant au moins 10min a une vitesse de 2000 a

2500g.

e Centrifugation rapide
Selon le GFHT, des protocoles plus rapide de la centrifugation ont été validés et peuvent
étre utilisés pour la réalisation de quelques examens a savoir: TQ, TCA, fibrinogéene et D-
dimeéres. Pour ceci il faut une centrifugation a une vitesse supérieure ou égale a 3000g pendant
au moins 5min, ou bien une vitesse supérieure ou égale a 4440g pendant une durée d’au

moins 2 min.

e Double centrifugation
Pour les bilans de recherche d’anticoagulants lupiques et d’anticorps anti-
phospholipides, recherche d’un phénotype de résistance a la protéine C activée, dosage de tout
parameétre pouvant étre modifié par I'activation ou la sécrétion plaquettaire, ou encore pour
congeler un échantillon de plasma pour examen ultérieur : il faut systématiquement que les
plasmas soient préparés par deux centrifugations standards, avec une décantation
intermédiaire et finale. Le plasma pauvre en plaquette ainsi préparé doit contenir moins de 10 G

plaguettes par litre.
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e Centrifugation douce
Pour les explorations plaquettaires (tests d’agrégation plaquettaire, exploration de la
réponse a certains antiagrégants plaquettaires...), il faut préparer un plasma riche en
plaquettes, obtenu par une centrifugation douce, évitant toute activation plaquettaire. Une
centrifugation de 10 minutes a une vitesse entre 180 et 200 g, toujours a température

ambiante thermostatée, est recommandée.

d. Congélation [2, 4, 33, 85, 86]

Si les tests d’hémostase ne peuvent étre réalisés sur plasma frais a temps conformément
aux recommandations, ou doivent étre différés, ceux-ci doivent étre congelés pour une
exploration ultérieure, et ce pour préserver l'activité biologique des facteurs de coagulation. La
stabilité des parameétres sur plasma congelé conditionne le délai de réalisation des analyses non
urgentes. Il est important de noter aussi que cette stabilité est fortement dépendante des
conditions de congélation.

La conservation optimale pour assurer une bonne stabilité est la congélation en azote
liquide (congélation rapide). Ce qui n’est pas toujours possible en raison de contraintes
matérielles surtout dans les petits laboratoires.

Selon le CLSI; une congélation rapide est recommandée, les plasmas ainsi congelés
doivent étre conservés a au moins -70°C, en utilisant des tubes non mouillables, en petits
aliguots (500 a 1 200 pL), avec bouchon a vis (évitant I’évaporation du plasma) et une capacité
adaptée au volume du plasma. Il est acceptable également de congeler rapidement les plasmas
et les conserver a au moins -20°C, pour une période inferieure a 15 jours.

L’accueil des échantillons de plasma déja préparés, adressés sous forme congelée par
un autre laboratoire, expose a des risques pouvant altérer leurs qualités. Il est important de

respecter certaines régles a ce propos :
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e la chaine de congélation ne doit pas avoir été rompue, les aliquotes étant au mieux
acheminées sur carboglace en container clos, avec vérification de persistance de carboglace
a 'arrivée et d’absence de décongélation.

e |l est difficile de vérifier I’'adéquation d’identité entre le tube primaire et les aliquotes
envoyées : la procédure consistant a demander de joindre le tube primaire identifié aux

échantillons transmis identifiés pourrait aider.

e. Décongélation [1, 69, 87]

Les échantillons déja congelés doivent étre rapidement décongelés dans un bain-marie
a 37° C pendant 5 a 10 minutes ou jusqu'a ce qu'ils soient completement décongelés. Une
surveillance étroite pendant cette période est nécessaire pour éviter une incubation inadéquate
ou excessive a 37 °C.

L'intégrité des échantillons peut étre compromise si les échantillons ne sont pas
complétement décongelés ou s'ils sont maintenus trop longtemps a 37° C. En outre, les bains-
marie doivent étre correctement entretenus, pour ne pas atteindre une température plus élevée,
car cela pourrait entrainer une détérioration des facteurs de coagulation.

Une fois les échantillons décongelés, il est impératif de les mélanger soigneusement et
adéquatement avant de les analyser dans I'immédiat ; afin d’éviter I'activation de la coagulation
et la diminution des facteurs labiles V et VIII. Il est important a savoir également qu’un plasma

décongelé ne doive jamais étre recongelé.

4. Rejet des prélévements non conformes [4, 70, 88]

Tout prélevement non conforme, ne respectant pas une ou plusieurs recommandations
liées a la phase pré-analytique, doit étre rejeté, avec communication écrite de la cause du rejet
au service source (services hospitaliers, salle de préléevement...). Les principales causes du rejet

sont :
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®,

< ldentification du patient :

Erreurs d'étiquetage

Aucun test spécifié sur la fiche de prescription

Demande illisible

% Prélevements non conformes :

Prélevement coagulé.

Volume insuffisant ou ratio anticoagulant/ sang (1/9) non respecté.

Tube et ou anticoagulant inappropriés.

% Transport des tubes :

Conditions de stockage (température non respectée, agitations fortes...).

Tube perdu ou non recu par le laboratoire.

Délai préléevement-réception dépassé.

% Les plasmas obtenus aprés centrifugation non conformes (peuvent interférer avec la
transmission lumineuse lorsque I'on utilise un analyseur a principe de mesure optique) :
Plasma hémolysé.

Plasma lipémique.

Plasma ictérique.

Il. Phase analytique

1. Les tests explorant I’hémostase primaire [7, 89, 90]

Les principaux tests explorant ’hémostase primaire sont :

> La numération plaquettaire

> Le temps de saignements

> Temps d’occlusion plaquettaire

> Dosage du facteur de von willebrand

» Mesure de la thrombine résiduelle sur le sérum
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> Tests fonctionnels : étudient in vitro les différentes fonctions plaquettaires telles que

I’adhésion, la sécrétion ou I’agrégation.

2. Tests explorant la coagulation

Les principaux tests explorant la coagulation sont divisés en : [7, 91]

% Tests de 1ere intention :

- Le temps de céphaline activée (TCA)
- Le temps de quick (TQ) ou taux de prothrombine (TP)
- L’international normalized ratio (INR)

% Tests de 2eme intention :

- Dosage spécifique des facteurs de la coagulation
- Le temps de thrombine (TT) et dosage de fibrinogéne

- Exploration des systémes de régulation de la coagulation

3. Tests explorant la fibrinolyse [24]

Les principaux tests explorant la fibrinolyse sont :
v" Le dosage des D-dimeres
v" Les tests globaux (historiques pour la plupart) :
e Temps de lyse des euglobulines
e Temps de lyse d’un caillot de sang total
v'  Les tests analytiques :
e Dosage du plasminogene
e Dosage de I';k-2-antiplasmine

e L’activité du t-PA et Le PAI-1
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lll. Phase post—analytique [30, 31, 92]

Apres la phase analytique durant laquelle les examens sont effectués, débute la phase
post-analytique. Cette phase constitue la 2eéme source d’erreur durant le processus d’analyse
apres la phase pré-analytique. Elle consiste a :

> Revoir systématiquement les résultats des analyses, leur évaluation par rapport aux
éléments cliniques disponibles, et leur interprétation en fonction des valeurs de
référence.

> Mettre en place des systemes de stockage et d’élimination des prélévements, et gestion
des déchets.

> Etablir une procédure d’alerte si résultat critiques.

> Etablir les comptes rendus des résultats en fonction des besoins cliniques.

> Etablir une procédure du traitement des réclamations des patients :

e modalité de traitement des réclamations.

e enquéte de satisfaction périodique.

e permet d’analyser les forces et les faiblesses du laboratoire.

Chapitre 2 : Discussion des résultats

|. Parameétres liés a la fiche de prescription

1. Nom et prénom

Toute analyse biologique ne peut avoir lieu qu’apres une identification correcte et
précise du patient prélevé. Le nom et prénom ainsi qu’un numéro identifiant (carte d’identité
nationale, numéro d’entrée pour les patients hospitalisés...) marqués sur la fiche de

prescription doivent étre identiques a ceux marqués sur I’étiquette du tube correspondant.
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Tout tube mal étiqueté par rapport a sa fiche de prescription, doit étre rejeté avec
communication de la raison du rejet au service hospitalier source ou a la salle de prélévements

(pour les tubes externes).

Dans notre série d’étude aucune erreur d’identification n’a été objectivée, Le nom et le
prénom marqués sur |’étiquette de chaque tube, étaient conformes, sans aucune exception a
ceux mentionnés sur la fiche de prescription correspondante. Ceci reflete le niveau de
connaissance élevé des prescripteurs et des préleveurs (chargés de I'étiquetage des tubes), en
matiére de I'importance de l'identification correcte, nécessaire a la réalisation des examens

d’hémostase.

Plusieurs études ont évalué le nombre d’erreur concernant ce parametre, les

pourcentages d’erreur different d’'une étude a I'autre, tout en étant relativement bas.

Tableau VI : Pourcentages d’erreur d’identification des différentes études de la phase pré-
analytiques en hémostase.

Auteurs Ville/Pays Année de réalisation Pourcentage d’erreur
d’identification
Arul et al [93] Coimbatore/Inde 2018 0.02%
Ye et al [94] Beijing/chine 2018 0.003%
Tadesse et al [95] Addis Ababa/Ethiopie 2018 0.2%
Narang et al [96] Ludhiana/Inde 2016 0.005%
Upreti et al [97] Meerut/Inde 2013 0.35%
Nejjar [98] Rabat/ Maroc 2010 0.09%
Notre série Marrakech/Maroc 2019 0%
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2. sexe

Le sexe des patients prélevés est 'un des facteurs importants de variations
physiologiques des parameétres de I’hémostase. Sa mention sur la fiche de prescription est
primordiale, il est obligatoire de le prendre en considération lors de I’interprétation des bilans

explorant ’hémostase. [4]

Une étude de Tadesse el al [95], réalisée en 2018, au sein du laboratoire d’hématologie
du St. Paul’s Hospital Millennium Medical College, Addis Ababa, Ethiopie, a objectivé I’absence
de la mention du sexe du patient prélevé sur la fiche de prescription dans 10,3% du total des

fiches de prescription recues au laboratoire.

Dans notre enquéte le sexe de chaque patient prélevé a été marqué sur sa fiche de
prescription correspondante. Ceci montre que les prescripteurs aient su que l'interprétation des
résultats des bilans en hémostase, se fasse en fonction des valeurs de références propres a

chaque sexe.

3. Age

Les valeurs de référence utilisées lors de l'interprétation des bilans d’hémostase sont
liées étroitement aux tranches d’age des patients. La mention de I’dge ou la date de naissance
du patient prélevé est primordiale pour une interprétation adéquate des résultats. [36, 37, 38,

39]

L’équipe Tadesse et al [95], lors de son étude réalisée en 2018, a évalué la mention de
I’age sur les fiches de prescription recues, ainsi I’dage n’a pas été mentionné dans 11.5% des

cas.

Quant a notre série, I’age n’a pas été mentionné sur 26.75% du nombre total des fiches

de prescription recues. Ce taux élevé peut étre expliqué par la méconnaissance des
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prescripteurs de I'importance de ce parametre, influencant I'interprétation des différents bilans

d’hémostase.
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Figure 20 : Comparaison des résultats concernant la mention de I'Age du patient sur la fiche de
prescription.

4. Renseignements cliniques et thérapeutiques

Il existe des variations pathologiques (insuffisance hépatocellulaire, insuffisance rénale
chronique, diabéte, obésité...) [4, 45, 46, 47, 48, 49, 50] et ou liées a la prise médicamenteuse
[1, 4, 41, 51], pouvant modifier les résultats des examens explorant I’hémostase. Donc la
mention des renseignements cliniques et thérapeutiques sur les fiches de prescription des
patients est essentielle. Ceci permet au biologiste d’interpréter de facon correcte les résultats
obtenus, et aussi d’agir en réalisant si nécessaire, des examens complémentaires pouvant

apporter plus de précisions aux examens demandés initialement par le clinicien.
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Dans la série de Tadesse et al [95], les renseignements cliniques et thérapeutiques
étaient absents sur les fiches de prescription dans 70.1% des cas. Quant a notre série ils
étaient mentionnés seulement dans 13% des cas et absents sur 87% de la totalité des fiches de

prescription recues a la salle d’hémostase de notre laboratoire.

Ce taux accru peut étre expliqué ; d’abord par la méconnaissance de l'utilité des
renseignements cliniques et thérapeutiques en matiére d’interprétation des bilans. Et ou par la
charge de travail augmentée ainsi que le nombre de patients importants, rendant difficile aux

prescripteurs d’avoir assez de temps pour les mentionner.
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Figure 21 : Comparaison des résultats concernant la mention des renseignements cliniques et
thérapeutiques.
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Il. Parameétres liés au prélevement

1. Heure du prélévement

La mention de I’heure du prélévement est obligatoire afin de connaitre le délai exact

entre la réalisation de préléevement et sa réception pour traitement.

Dans notre série, I’heure exacte du prélévement n’était pas mentionnée sur toutes les
fiches de prescription des 400 prélévements sanguins recus a la salle d’hémostase. Ceci ne
peut étre expliqué que par la méconnaissance des personnels chargés des prélevements
sanguins, de I'influence qu’a la notion du temps, sur la stabilité des parametres de I’hémostase

et la validité des résultats obtenus.

2. Délai entre préléevement et arrivée des tubes en salle d’hémostase

Selon le CLSI (The Clinical & Laboratory Standards Institute), le GFHT (Groupe Francais
d’Etude sur I’Hémostase et la Thrombose) et le ECAT (European Concerted Action on
Thrombosis), les prélevements du sang total ou de plasma, conservés a la température
ambiante (15°C - 25°C) pour les tests d'hémostase de routine ou la détermination des facteurs
de coagulation doivent étre analysés dans les 4 heures suivant le préléevement, a I'exception du
TP, ayant une stabilité allant jusqu'a 24 heures, et des tests visant a surveiller les traitements a
I'héparine non fractionnée, pour lesquels le délai ne doit pas dépasser 2 heures. [78, 79]

Plusieurs études ont démontré une stabilité plus longue, pour de nombreux parametre
d’hémostase. Cela peut étre intéressant, par exemple, lorsque des tests de coagulation
supplémentaires sont demandés ou lorsque les laboratoires doivent sous-traiter des tests de
coagulation, a un laboratoire distant du lieu de prélévement. Mais des études complémentaires

bien conduites restent nécessaires pour confirmer la validité de cette éventualité. [2, 78, 79,80]
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Une étude transversale réalisée en 2018 en chine par I’équipe Ye et al [94], incluant
1586 laboratoires, pendant une période de Ol1mois, a objectivé un taux de 0.001% de
dépassement de délai entre la réalisation du prélévement et la réception des tubes a la salle de
traitement. Ce taux tres bas a été expliqué par I'attention accordée aux prélévements et a leur
réception au cours des 5 derniéres années, ce qui a minimisé de facon général les rejets dus

aux erreurs pré-analytiques.

Quant a notre étude, le délai entre le préléevement et I'arrivée des tubes en salle

d’hémostase variait en fonction de I'origine des tubes :

% Les prélevements réalisés a la salle de prélevement du laboratoire (externes), sont
acheminés a la salle de traitement sans délai, une fois effectués, ils sont transportés par
un agent dans I'immédiat. Ceci prouve le niveau de maitrise et savoir du personnel de la

salle de prélévement quant a I'indispensabilité du respect des délais en hémostase.

% Pour les prélevements réalisés au niveau des services (internes), ce délai est inconnu, en
raison de la non-disponibilité des informations concernant I'heure exacte de la
réalisation du prélevement pour ces tubes. Il s’agit d’'un probléme majeur, dont les
conséquences peuvent porter préjudice aux patients, ayant des prélévements recus
apres dépassement des délais acceptables (résultats erronés). Le personnel chargé des
prélévements au sein des services doit étre sensibilisé et informé sur I'importance du

délai pour I'analyse des prélevements en hémostase.

3. Caractéristigues des tubes utilisés

Selon les dernieres recommandations (mai 2017) du GFHT, il faut utiliser des tubes en
matiére plastique ; polyéthyléne téréphtalate. La date de péremption des tubes doit absolument
étre respectée. Il est également important que la qualité des tubes soit documentée et reconnue

par un marquage CE. [59]
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Dans notre enquéte tous les tubes utilisés étaient conformes aux dernieres

recommandations du GFHT.

4. Caractéristiques de I’anticoagulant utilisé

L’anticoagulant utilisé dans les 400 prélevements recus a la salle d’hémostase était le
citrate de sodium a la concentration 3.8%. Selon les recommandations francaises (GFHT) et
américaines (CLSI) l'utilisation de cette concentration est acceptable. L’utilisation de la

concentration 3.2% est plus recommandée. [33, 59, 61]

5. Ordre des tubes prélevés

L’ordre dans lequel les tubes sont prélevés a son importance, surtout en matiere
d’hémostase. Selon les recommandations du GFHT et CLSI, le prélevement en hémostase doit
étre prélevé en position numéro 2. Un premier tube neutre sans additif de « purge » est donc
nécessaire, ou un tube sec ne comportant pas d’activateur de la coagulation, ou aprés des

hémocultures. [4, 67]

Dans notre enquéte 'ordre de prélévement des 149 tubes provenant des différents
services et recus a la salle d’hémostase était inconnu. Ceci rend I’évaluation de ce paramétre
impossible, et peut étre, une source méconnue d’erreur compromettant la validité des résultats
obtenus.

Quant a I'ordre de préléevement des 251 tubes provenant de la salle de prélevement du
laboratoire (interrogatoire du personnel) :

- Bilan d’hémostase demandé seul : le prélevement sur tube citraté était réalisé seul
sans utilisation préalable d’un tube de purge. Cette conduite est acceptable selon le GFHT
seulement pour les tests courants d’hémostase et avec une ponction veineuse franche non

traumatisante.
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- Bilan d’hémostase demandé avec une série d’examen nécessitant un prélévement sur
tube sec (sans additifs ni activateurs) : le préléevement dédié a I’étude de I’hémostase était
réalisé en deuxiéme position aprés le préléevement sur tube sec. Cette conduite est conforme

aux recommandations francaises et américaines.

6. Remplissage des tubes

Dans notre étude le remplissage de chaque tube recu a la salle d’hémostase, quelque
soit son origine, est évalué selon les dernieres recommandations (Mai 2017) du Groupe Francais

d’études sur I’'Hémostase et la thrombose (GFHT) :

< Remplissage recommandé : jusqu’a I’'indice marqué sur le tube, ou a plus de 90%
< Remplissage acceptable : tube rempli a plus de 80%

®,

% Remplissage non conforme : tube rempli a moins de 80 %

Les tubes a remplissage non conforme représentaient 22.25% de la totalité des tubes
recus a la salle d’hémostase. Pour les tubes provenant des différents services, 28.18% étaient
non conformes, quant aux tubes provenant de la salle de prélevement du laboratoire, 18.72%
étaient non conformes. Ces taux sont élevés par rapport aux taux des enquétes similaires. Ceci

peut étre dii a plusieurs facteurs, a savoir -

e La méconnaissance du personnel préleveur vis-a-vis de I'importance de ce parameétre
pour la validité des résultats obtenus.

e Expérience insuffisante du personnel préleveur en matiére de ponction veineuse et la
non utilisation des tubes sous vide.

e L’existence des patients difficile a piquer (sujets obéses, nourrissons...) rendant le

remplissage adéquat des tubes difficile.

Le service des urgences était I'origine de 33.33% de la totalité des tubes a remplissage

non conforme provenant des différents services. Ceci peut étre expliqué, en plus des raisons
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précédemment décrites, par I'afflux important des patients et la charge augmentée de travail au

sein de ce service.

Plusieurs études ont évalué le parametre de remplissage des tubes en hémostase, les
pourcentages calculés différent d’'une étude a I'autre, tout en étant bas par rapport a celui
calculé dans notre série.

Tableau VII : Pourcentages d’erreur liée au remplissage non conforme des différentes études de
la phase pré-analytigues en hémostase.

Auteurs Ville/Pays Année de Pourcentage d’erreur liée
réalisation au remplissage non
conforme
Ye et al [94] Beijing/chine 2018 0.02%
Narang et al [96] Ludhiana/Inde 2016 0.06%
Shukla et al [99] Karad/Inde 2016 0.17%
Salvagno et al [100] Verona/ltalie 2008 0.75%
Nejjar [98] Rabat/ Maroc 2010 2.25%
Tadesse et al [95] Addis 2018 10.5%
Ababa/Ethiopie
Notre série Marrakech/Maroc 2019 22.25%
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Figure 22 : Comparaison des pourcentages d’erreur liée au remplissage non conforme.

7. Prélevements coaqulés

Dans notre série, aucun prélévement, recu a la salle d’hémostase n’était coagulé.
Plusieurs équipes ont étudié la présence de prélevements coagulés parmi les tubes de

prélévements recus, les pourcentages ainsi calculés sont inferieurs a 1%.
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Figure 23 : Comparaison des pourcentages des prélevements coaqulés dans les différentes
séries d’étude.
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lll. Parametres liés au prétraitement des prélevements

1. Systémes d’enregistrement et triage des tubes au niveau de la salle

d’hémostase

Les systemes d’enregistrement et triage utilisés durant notre enquéte étaient
principalement manuels. Les dernieres recommandations favorisent l'utilisation de systémes

automatiques permettant :

e L’enregistrement informatique des patients (identifiants, résultats des bilans
précédents, consultations, rapport d’hospitalisation...).

e La demande d’examens biologiques sans recours aux fiches de prescription, ainsi les
techniciens du laboratoire n’auront plus a trier manuellement les demandes avant de les
saisir.

e L’étiquetage automatisé (codes barres par exemple).

Cette automatisation réduit significativement les taux d’erreur d’identification des
patients. A titre d’exemple I’équipe de Killeen et al ont signalé que l'introduction des systémes

automatiques dans un service des urgences a diminué les taux d'erreur d'identification de 2,56

a 0,49 par 1 000 préléevements. [73, 74]

2. Centrifugation

e Le délai entre la réception des tubes et leur centrifugation était entre 10 et 20 min pour
la totalité des tubes recus a la salle d’hémostase, ce délai était conforme aux
recommandations du GFHT, sachant que les tests doivent étre réalisés en général dans
les 4 heures suivant le prélevement, a condition que les préléevements soient acheminés
a la salle d’hémostase sans délai apres leur réalisation et que I’heure exacte du

prélévement soit notée sur la fiche de prescription accompagnant chaque tube.
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La température de la centrifugeuse était fixée a 22C pour tous les tubes de
préléevements. Celle-ci est conforme aux recommandations du GFHT ; ayant précisé que

la température des centrifugeuses doive étre entre 15°C et 25°C.

La vitesse de rotation et la durée de la centrifugation, étaient programmées a 5000g
pendant 5 minutes pour tous les tubes de prélévements recus. Selon le GFHT, il s’agit
d’une centrifugation rapide, ayant été validée et peut étre utilisée juste pour la
réalisation de quelques examens a savoir : TP, TCA, Fibrinogene, D-dimeres. Cependant
le laboratoire avait recu 10 demandes de tests intéressant : Protéines C et S, facteur VIII,
antithrombine et anticorps anticoagulants circulants. Pour ces derniers une double
centrifugation devait étre réalisée au lieu de la centrifugation rapide selon les

recommandations du GFHT.

3. Prélevements hémolysés

o,
°n

o,
°n

o,
°n

R/
0.0

L’hémolyse peut survenir suite a plusieurs causes a savoir : [1, 4, 65]

Prélevement difficile avec ponction veineuse non franche et traumatisante.
Agitations fortes des tubes.
Utilisation d’aguille tres large (<19 gauge).

Pause de garrot prolongée (>1 min)

Dans notre série Les prélevements sanguins hémolysés étaient au nombre de 12 (3% de

la totalité des tubes recus).

Tubes provenant des différents services :
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Les prélevements sanguins hémolysés étaient au nombre de 10 (6.71%). 7 (70%) de ces
prélevements provenaient du service des Urgences, 2 (20%) avaient pour origine le service de
Médecine interne et 1 (10%) provenait du service de Réanimation.

e Tubes provenant de la salle de prélevement du laboratoire :

Les prélevements sanguins hémolysés étaient au nombre de 2(0.79%).

Plusieurs autres études ont évalué la présence de prélevements hémolysés parmi leurs

tubes recus, les pourcentages different d’une étude a 'autre comme présenté sur la figure

suivante :
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Figure 24 : Comparaison des pourcentages des tubes hémolysés dans les différentes études.
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Chapitre 3 : Recommandations

Afin d’améliorer la qualité des préléevements en hémostase, et minimiser les erreurs liées
a la phase pré-analytique, nous proposons d’abord de rappeler aux prescripteurs et préleveurs,
les conditions de bases pour une prescription valide et un prélevement conforme en hémostase,
a I'aide d’un poster, qui sera affiché a la salle de prélevement et aux différents services de

I’'Hopital Militaire Avicenne de Marrakech.

Par ailleurs, la standardisation des critéres d’acceptation des prélévements permettra
incontestablement d’atteindre la fiabilité des résultats souhaitée. C’est la raison pour laquelle
une gestion pertinente des prélevements non conformes par le personnel de la salle
d’hémostase s’impose. Tout prélevement ne respectant pas les recommandations liées a la
phase pré-analytique, doit étre rejeté, avec communication de la cause du rejet au service

source ou a la salle de prélevement du laboratoire.
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Recommandations pour: une prescription, valide
et un prélevemen de qualité en hémostase.
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Figure 25 : Poster a afficher a la salle de prélévement et au sein des services de 'HMA.
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Le respect des conditions pré-analytiques constitue un volet majeur d’assurance de la

fiabilité et de la validité des résultats en hémostase.

La phase pré-analytique est la source la plus importante des résultats erronés (70%) ou
non interprétables. Elle demeure le maillon faible de la chaine de traitement des prélévements,
d’autant plus qu’elle pourrait échapper au contréle du biologiste qui, pourtant, constitue une

cible privilégiée des critiques en cas de résultats aberrants.

Sur la base des résultats de notre étude prospective et a la lumiere de I’analyse
bibliographique menée, nous concluons que cette phase reste le point sensible du processus
d’analyse en hémostase et que tous ses parametres sont aussi importants les uns que les
autres. Elle est difficile a maitriser en raison du grand nombre d’intervenants impliqués et de la
diversité des parametres qui la constituent. Elle est une phase obligatoire de I’examen de
biologie médicale, qui doit concourir a la fiabilité des résultats avec la méme rigueur que les
étapes per et post-analytiques. La maitrise et les efforts de standardisation de conditions pré-

analytiques sont primordiaux pour assurer la qualité de I’exploration en hémostase.

Il ressort de notre étude prospective que le déroulement général de la phase pré-
analytique au sein du laboratoire d’hématologie, de I’Hopital Militaire Avicenne de Marrakech,
respecte globalement la plupart des recommandations. Cependant, malgré les efforts fournis
par les différents intervenants impliqués dans ce processus, certains parametres en relation
avec la mention de I'dge et des renseignements cliniques et thérapeutiques du patient, la
mention de I’heure exacte du prélevement, la mention de |'ordre des tubes prélevés, les
techniques de préléevement, le niveau de remplissage des tubes et les conditions de la
centrifugation, méritent encore d’étre renforcés et pris en considération afin d’obtenir la

fiabilité des résultats souhaitée.

La prise de conscience de la problématique par chacun des intervenants, en aval et en
amont de leur propre responsabilité, permettrait d’appliquer les dernieres recommandations

liées a la phase pré-analytique et également d’améliorer la qualité des prélevements ainsi que
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la fiabilité des résultats obtenus. Dans la méme perspective la collaboration et la
communication efficaces entres les différents intervenants (biologiste, médecin clinicien,
infirmiers, préleveurs...) s’imposent pour parer aux failles de la phase pré-analytique en

hémostase.
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Fiche d’exploitation

| - Parameétres liés a la fiche de prescription

Nom et Prénom

Sexe

Age

Renseignements cliniques
et thérapeutiques

Il - Parameétres liés au préléevement

Origine Interne : [ | Externe: [ |
Heure du prélévement Présente : [ | Absente: [ |
Délai entre prélévement et
réception
Date de Respectée [ 1| Nonrespectée [ |
Caractéristiques du tube péremption
utilise Matiére :
Caractéristiques de Nature
I’anticoagulant utilisé Concentration
Ordre du tube prélevé
Remplissage >90% [ > 80% [ < 80% [
Préléevement coagulé Oui [ ] Non [ ]

lll - Parametres liés au prétraitement des prélevements

Systéme d’enregistrement
Triage des tubes
Délai
Vitesse
Centrifugation Durée
Température
Tube hémolysé Oui [ ] Non [ ]
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Résumé

Titre : Etude prospective : Relever les principales anomalies de la phase pré-analytique en
hémostase au laboratoire d’Hématologie de ’'HMA Marrakech.

Mots-clés : Phase pré-analytique - Hémostase - Recommandations.

Le processus d’analyse au sein du laboratoire de biologie, se divise en trois phases, a
savoir : pré, per et post analytiques. La phase pré-analytique représente la source d’erreur la
plus importante (70%). Le respect des différents parameétres pré-analytiques constitue un volet

majeur d’assurance de la fiabilité et de la validité des résultats en hémostase.

Notre travail a mis le point sur les différentes étapes pré-analytiques et leur influence
sur les tests explorant I’hémostase, les principales anomalies observées au cours de cette
phase, ainsi que les nouvelles recommandations améliorant les pratiques quotidiennes des
prescripteurs, préleveurs, techniciens et biologistes, a travers une analyse bibliographique et
une étude prospective, sous forme d’enquéte au sein du laboratoire d’Hématologie de I’Hopital
Militaire Avicenne de Marrakech, étalée sur une période de 0O4semaines, dont I'objectif est de
relever les principales anomalies de la phase pré-analytique en hémostase et proposer

également des moyens visant a les corriger.

Nous avons recu a la salle d’hémostase 400 fiches de prescriptions et leurs tubes
correspondants. En ce qui concerne les parametres liés a la fiche de prescription : le nom et
prénom des patients ont été mentionnés sur toutes les fiches recues et ils étaient conformes a
ceux marqués sur le tube correspondant sans exception. Le sexe des patients a été mentionné
également sur toutes les fiches. L’age des patients a été mentionné sur 293(73.25%) demandes
d’examen tandis que les renseignements cliniques et thérapeutiques étaient mentionnés dans

52cas (13%) seulement.

Quant aux parameétres pré-analytiques en hémostase liés au préléevement: 251
prélévements (62.75%) étaient réalisés au niveau de la salle de préléevement du laboratoire et

149 (37.25%) autres étaient réalisés au niveau des différents services de I’hopital. L’heure de la

-90-



Etude prospective : Relever les principales anomalies de la phase pré-analytique en hémostase au laboratoire
d’Hématologie de I’'HMA Marrakech

réalisation des prélevements n’était pas mentionnée ni sur les fiches ni sur les étiquettes des
tubes. Le délai entre le prélevement et la réception des tubes en salle d’hémostase était
inconnu pour les préléevements réalisés au niveau des services, par contre les prélévements
réalisés au niveau de la salle de prélévement du laboratoire étaient recus sans délai apres leur
réalisation. Tous les tubes recus étaient en polyéthylene téréphtalate et leur date de péremption
était respectée. L’anticoagulant utilisé pour tous les prélevements était le citrate de sodium a la
concentration 3.8%. L’ordre de la réalisation des préléevements au niveau des services était
inconnu, alors que ceux réalisés au niveau de la salle de prélevements du laboratoire étaient
effectués en 1ere position si bilan d’hémostase était demandé seul, et en 2éme position apres
tube sec si bilan d’hémostase était demandé avec une série d’examen. Le remplissage des

tubes était non conforme dans 89 tubes (22.25%). Aucun prélévement recu n’était coagulé.

Concernant les paramétres liés au prétraitement des préléevements : Les systéemes
d’enregistrement et triage des tubes étaient en général manuels. La centrifugation des tubes
était réalisée dans un délai de 10 a 20 min apres leur réception, a la vitesse de rotation de
50009, pendant 5min, et a une température fixée a 22°C. Les prélevements hémolysés étaient

au nhombre de 12 (3%).

Il ressort de notre étude prospective que le déroulement général de la phase pré-
analytique au sein du laboratoire d’hématologie de I’Hopital Militaire Avicenne de Marrakech
respecte globalement la plupart des recommandations. Cependant, malgré les efforts fournis
par les différents intervenants impliqués dans ce processus, certains parametres en relation
avec la mention de I'dge et des renseignements cliniques et thérapeutiques du patient, la
mention de I’heure exacte du prélevement, la mention de I'ordre des tubes prélevés, les
techniques de préléevement, le niveau de remplissage des tubes et les conditions de la
centrifugation, méritent encore d’étre renforcés et pris en considération afin d’obtenir la

fiabilité des résultats souhaitée.

La collaboration et la communication efficaces entres les différents intervenants
(biologiste, médecin clinicien, infirmiers, préleveurs...) s’imposent pour parer aux failles de la

phase pré-analytique en hémostase.
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Abstract

Title: Prospective study: Identify the main anomalies of the pre-analytical phase in hemostasis
in the Hematology laboratory of the HMA Marrakech.

Keywords: Pre-analytical phase - Hemostasis - Recommendations

The analysis process in the laboratory of biology is divided into three phases, namely:
pre, per and post analytics. The pre-analytical phase represents the largest source of errors
(70%). The respect of the various pre-analytical parameters constitutes a major component of

insurance of the reliability and the validity of the results in hemostasis.

Our work focused on the different pre-analytical steps and their influence on the tests
exploring hemostasis, the main anomalies observed during this phase, as well as the new
recommendations improving the daily practices of prescribers, samplers, technicians and
biologists, through a bibliographic analysis and a prospective study, in the form of a survey in
the Hematology laboratory of the Military Hospital Avicenne of Marrakech, spread over a period
of four weeks, whose objective is to identify the main anomalies of the pre-analytical phase in

hemostasis and also propose means to correct them.

We received in the hemostasis room 400 request forms and their corresponding tubes.
Regarding the parameters related to the forms: the name and surname of the patients were
mentioned on all forms received and they were consistent with those marked on the
corresponding tube. The sex of the patients was mentioned also on all the forms. The age of
the patients was mentioned on 293 (73.25%) request forms while the clinical and therapeutic

information were mentioned in 52 cases (13%) only.

As for the pre-analytical parameters in hemostasis related to the collection: 251
samples (62.75%) were made at the sampling room of the laboratory and 149 (37.25%) were

performed at the different departments of the hospital. The time of sampling was not
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mentioned on the forms or labels of the tubes. The delay between the collection and the
reception of the tubes in the hemostasis room was unknown for the samples performed at the
hospital departments, on the other hand the samples performed at the sampling room of the
laboratory were received without delay right after their realization. All the tubes received were
polyethylene terephthalate and their expiry date was respected. The anticoagulant used for all
samples was sodium citrate at a concentration of 3.8%. The order of the realization of the
samples coming from hospital departments was unknown, whereas those coming from the
samling room of the laboratory were carried out in 1st position if hemostasis tests were
requested alone, and in 2nd position after dry tube if hemostasis tests were requested with
series of other tests. The tube filling was improper in 89 tubes (22.25%). No samples received

were coagulated.

Concerning the parameters related to the pretreatment of the samples: The systems of
recording and sorting of the tubes were in general manual. The centrifugation of the tubes was
carried out within 10 to 20 minutes after their reception, at the speed of rotation of 5000 g, for

5 min, and at a temperature set at 22degree. Hemolyzed samples were 12 (3%).

It emerges from our prospective study that the general progress of the pre-analytical
phase in the hematology laboratory of the Military Hospital Avicenne of Marrakech respects
most of the recommendations. However, despite the efforts made by the various stakeholders
involved in this process, certain parameters related to the mention of age, clinical and
therapeutic informations of the patient, the mention of the exact time of sampling, the mention
of the order of the tubes sampling, the sampling techniques, the level of filling of the tubes and
the conditions of the centrifugation, still deserve to be reinforced and taken into consideration

in order to obtain the reliability desired of the results.

Effective collaboration and communication between the various stakeholders (biologist,
clinician doctor, nurses, samplers ...) are needed to address the flaws of the pre-analytical

phase in hemostasis.
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