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Les monomeres de fibrine (FM) représentent les précurseurs de la formation du caillot de fibrine
lors du processus de coagulation. Une augmentation de ce parametre est donc le reflet précoce d’un
¢tat d’hypercoagulabilité. Cette situation se rencontre en cas de pathologies thrombotiques mais
également, paradoxalement, dans certaines situations hémorragiques telles que le syndrome acquis

de coagulation intravasculaire disséminée (CIVD).

Il n’existe pas de tests d’hémostase spécifiques pour la mise en évidence de ce syndrome. Le
diagnostic se base sur un faisceau d’arguments cliniques et biologiques, dont font partie les
monomeres de fibrine. Nous utilisions jusqu’a présent une méthode ancienne et uniquement
qualitative pour les mettre en évidence : le test a 1’éthanol. Ce test présentant des limites techniques
et diagnostiques, nous souhaitons adopter une methode de dosage d’apparition récente : la
technique STA®Liatest®FM (Diagnostica Stago®) permettant un dosage quantitatif automatisé des
FM. Le test a montré son efficacité dans le diagnostic précoce des CIVD, en particulier d’origine

septique [1].

Avant de mettre en place la technique en pratique courante au laboratoire, la premiere partie de
notre travail a consisté a tester les performances analytiques du coffret dans le respect des exigences

réglementaires et normatives de la réforme de la biologie médicale.

La deuxiéme partie de notre travail s’est attachée & préciser les indications d’utilisation de ce
nouveau paramétre. Le test a I’éthanol était utilisé dans notre laboratoire, en association avec le
dosage des D-dimeéres, lorsque le contexte clinique et les paramétres d’hémostase de premiere

intention faisaient suspecter une CIVD.

Le test a I’éthanol était également intégré et réalisé systématiquement dans les bilans complets
d’hémostase pour le suivi postopératoire d’une chirurgie cardiaque avec circulation extracorporelle
(CEC). En effet, la procédure expose le patient a de nombreuses complications postopératoires.
Parmi elles, un saignement anormal est retrouve fréquemment[2]. En plus de I’acte chirurgical en
lui-méme, plusieurs facteurs, liés a I’intervention, entrainent des troubles acquis de la coagulation
(utilisation d’un circuit artificiel de CEC, anticoagulation importante...). Un suivi de 1’hémostase
du patient est primordial avant, pendant et aprés 1’opération pour optimiser la prise en charge et
limiter le saignement. Cette complication représente un facteur de mauvais pronostic. Les patients
vont avoir besoin de transfusions importantes de produits sanguins avec les effets indésirables
possibles inhérents a ces pratiques (réaction allergique, erreur transfusionnelle, infections...). Dans
certains cas, une reprise chirurgicale est nécessaire, associée a une morbidité et mortalité plus

élevées [3].
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A notre connaissance, peu de données existent sur I’intérét de 1’utilisation du dosage des FM dans
ce contexte. Une des raisons est le manque de fiabilité et de précision des techniques qualitatives et

semi-quantitatives jusqu’alors disponibles.

L’apparition de techniques quantitatives, enti¢rement automatisées, comme le test STA-Liatest®
FM®, ouvre de nouvelles perspectives d’utilisation. Karkouti et al. [4] ont démontré une relation

entre les taux de FM aprés intervention cardiaque et les saignements postopératoires.

Nous souhaitons évaluer I’intérét d’intégrer le dosage des FM dans les bilans de surveillance de
I’hémostase pour la prévision et/ou le diagnostic des complications hémorragiques au cours d’une
CEC.

Pour cela, une étude prospective observationnelle a été menée entre décembre 2011 et février 2012,
en collaboration entre les services de Chirurgie Thoracique et Cardio-Vasculaire (CTCV),

d’ Anesthésie-Réanimation et le laboratoire d’Hématologie du CHU de Limoges.

Dans un premier temps, nous ferons une mise au point sur les aspects réglementaires de
I’accréditation a laquelle doivent se soumettre les laboratoires de biologie médicale (LBM), puis un
rappel sur la physiologie de 1’hémostase ainsi qu’une présentation de la technique STA®Liatest®FM
et enfin des précisions sur la problématique du saignement lors d’une CEC. Nous présenterons et
analyserons, dans un second temps, les résultats obtenus lors de 1’étude de vérification de la

méthode et ceux de 1’étude prospective observationnelle.
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1.ASPECTS REGLEMENTAIRES DE L’ACCREDITATION

1.1 Ordonnance n°2010-49 du 13 janvier 2010 relative a la

biologie médicale

Trente-cing ans apreés la précédente loi régissant le domaine de la biologie médicale, la loi du 21
juillet 2009 portant réforme de 1’hopital et relative aux patients, a la santé et aux territoires, aboutit
a I’adoption de I’ordonnance du 13 janvier 2010 relative a la biologie médicale [5]. Le texte vise a
réformer les conditions de création, d'organisation et de fonctionnement des LBM. Les dispositions
du texte concernent en partie la mise en place d’une procédure d’accréditation obligatoire, visant a

mieux garantir la qualité des examens de biologie médicale.

L’accréditation est une reconnaissance formelle par un organisme faisant autorité, le comité frangais
d’accréditation (Cofrac) dans le cas présent, de la compétence des LBM a effectuer 1’ensemble des
examens de biologie médicale qu’ils réalisent. Le Cofrac, créé en 1994, a été désigné comme

unique instance nationale d’accréditation en France par le décret du 19 décembre 2008.
L’accréditation porte sur les trois phases de I’examen de biologie médicale :

- la phase pré-analytique, qui comprend la prescription, le prélevement d'un échantillon
biologique, le recueil des éléments cliniques pertinents, la préparation, le transport et la

conservation de I'échantillon biologique jusqua I'endroit ou il est analysé

- la phase analytique, qui est le processus technique permettant l'obtention d'un résultat

d'analyse biologique

- la phase post-analytique, qui comprend la validation, I'interprétation contextuelle du résultat
ainsi que la communication appropriée du résultat au prescripteur et au patient, dans un délai

compatible avec I'état de l'art.

Les laboratoires existants, pour continuer a fonctionner, doivent justifier de leur entrée effective
dans une démarche d’accréditation avant le 1% novembre 2013 avant d’étre accrédités pour

’ensemble de leurs analyses au 1* novembre 2016.

15



Le processus d’accréditation s’appuie sur un référentiel normatif : la Norme NF EN ISO 15189 [6].

1.2 Norme NF EN ISO 15189

La norme NF EN ISO 15189:2007 est une norme internationale publiée par 1’ Association francgaise
de normalisation (AFNOR). Elle a été créée, en 2007, spécifiquement pour les LBM a partir de
normes congues pour les laboratoires d’essais : ISO/CEI 17025 et 1ISO 9001.

Elle définit les exigences particuliéres de qualité et de compétence auxquelles doivent se soumettre
les LBM pour satisfaire aux besoins du prescripteur et du patient. Le texte s’articule autour de deux
grands axes : les exigences relatives au management et les exigences techniques. A cela s’ajoute, en
annexe, des recommandations sur la protection des systemes informatiques des laboratoires et sur

1’éthique.

Plusieurs points sont abordés dans la norme concernant les exigences techniques. Le travail
présenté a pour but de vérifier les performances analytiques de la méthode de dosage des
monomeres de fibrine et s’appuie donc en particulier sur les paragraphes 5.3 (matériel de
laboratoire) et 5.5 (procédures analytiques) de la norme. Ces paragraphes soulignent la nécessité
pour le laboratoire de documenter et de démontrer que les performances de la méthode sont
conformes aux spécifications attendues.

16



2.RAPPELS SUR LA PHYSIOLOGIE DE L'HEMOSTASE [7—10]

L’hémostase est le processus physiologique visant a maintenir 1’équilibre de la circulation sanguine
en protégeant, d’une part, des phénoménes de thromboses et d’autre part, en limitant les

hémorragies au niveau d’une bréche vasculaire.

Lorsque le vaisseau est intact, le sang est au contact de la monocouche de cellules endothéliales qui,
de part ses fonctions régulatrices, permet le maintien de la fluidité sanguine. Lorsque la continuité
de I’endothélium vasculaire est rompue, les structures sous-endothéliales, au contact du sang
entrainent une activation et 1’adhésion des plaquettes au site de la lésion ainsi que I’activation de la
coagulation conduisant a la formation de fibrine. Le thrombus constitué de plaquettes agrégées, de
fibrine et de globules rouges comble la breche vasculaire et arréte le saignement. Le phénomene est
rapide et régulé par des systemes activateurs et inhibiteurs afin de maintenir le processus localisé,
sans extension a distance. On décrit classiquement trois étapes, qui, in vivo, sont simultanées et

interdépendantes :

- I’hémostase primaire qui consiste en une adhésion et une agrégation plaquettaire formant un
caillot plaquettaire (ou thrombus blanc) colmatant la bréche vasculaire en trois a cing

minutes

- la coagulation qui comprend une cascade de réactions enzymatiques aboutissant a la
formation d’un réseau de fibrine insoluble consolidant le thrombus blanc en cing a dix

minutes

- la fibrinolyse constituée de réactions enzymatiques permettant la destruction du caillot et la
limitation de 1’extension du processus en quarante-huit a soixante-douze heures en paralléle

de la réparation vasculaire.

Nous allons tout d’abord présenter les différents acteurs de 1’hémostase puis nous décrirons les

étapes successives de ce phénomeéne.
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2.1 Acteurs cellulaires

2.1.1 Plaquettes

Les plaquettes sont des cellules anucléées de petite taille (2-4 micrométres de diametre) issues de la

fragmentation des mégacaryocytes de la moelle osseuse. Elles circulent sous forme non activée.

Elles participent a la fois a ’hémostase primaire en constituant la base du thrombus blanc colmatant
la breche vasculaire et jouent également un rdle primordial dans la coagulation en servant de

support aux réactions de coagulation.

La membrane plaquettaire est composée d’une double couche de phospholipides répartis de fagon
asymétrique. Schématiquement, les phospholipides anioniques sont situés dans le feuillet interne
lorsque la plaquette est au repos et seront externalisés aprés activation pour servir de support aux
réactions de la coagulation (flip-flop membranaire). La membrane est également constituée de
glycoprotéines et de récepteurs divers comme le récepteur de la thrombine. Nous pouvons citer les
glycoprotéines principales dont les réles, dans les fonctions plaquettaires, ont pu étre décrits : le
complexe des glycoprotéines Gplb/V/IX, récepteur du facteur Von Willebrand (VWF) impliqué
dans 1’adhésion plaquettaire et le complexe Gpllib/Illa, récepteur du fibrinogéne impliqué dans

I’agrégation plaquettaire.

Deux systemes membranaires particuliers coexistent dans le cytoplasme des plaquettes : d’une part
le systeme canaliculaire ouvert formé des invaginations de la membrane plasmique permettant des
échanges rapides de molécules impliquées dans les fonctions plaquettaires entre le cytoplasme et le
milieu extracellulaire ; et d’autre part le systéme tubulaire dense, lieu de stockage du calcium utilisé
par les structures contractiles (microtubules et microfibrilles). Celles-ci assurent le maintien de la
forme discoide au repos et permettent les changements morphologiques lors de 1’activation
plaquettaire avec I’émission de prolongements cytoplasmiques augmentant la surface disponible

pour les réactions de coagulation.

Au niveau intra-cytoplasmique, on distingue trois types de granules plaquettaires constituées de
différentes molécules intervenant dans les processus d’hémostase, d’inflammation et de
cicatrisation : les granules denses contenant des facteurs pro-agrégants, les granules alpha contenant
des cytokines, des facteurs d’adhésion, de la coagulation et de cicatrisation et les lysosomes
contenant diverses enzymes a activité antibactérienne ou protéolytique.
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2.1.2 Endothélium

La paroi vasculaire de tous les vaisseaux de I’organisme comporte trois tuniques :

- I’intima formée d’une monocouche de cellules endothéliales (au contact du sang) et du sous-

endothélium

- la meédia, plus ou moins développée en fonction des vaisseaux, constituée de fibroblastes et

de cellules musculaires lisses a 1’origine des phénomeénes de vasoconstriction-dilatation
- I’adventice formée de tissu conjonctif et de vaisseaux nourriciers

L’endothélium participe & de nombreux processus physiologiques dont I’hémostase, le contrdle du

tonus vasculaire, I’inflammation et I’angiogénese.

Concernant I’hémostase, 1’endothélium intervient dans toutes les étapes du processus. La paroi
vasculaire est hémocompatible par I’intermédiaire des cellules endothéliales dont le profil global au
repos est thromborésistant. En cas de rupture de continuité, les cellules endothéliales activées, et
surtout les structures sous-endothéliales, sont thrombogenes et induisent les phénoménes de

1I’hémostase primaire et de la coagulation.

L’endothélium joue son réle dans I’hémostase primaire en modulant I’activité plaquettaire et la
vasomotricité des cellules musculaires lisses de la média. La cellule endothéliale synthétise a la fois
des facteurs antiagrégants et vasodilatateurs (monoxyde d’azote...) et des facteurs
proagrégants (collagéne, glycosaminoglycanes...) disponibles au niveau du sous endothélium apres

une breche vasculaire.

Lors de la coagulation, les cellules endothéliales activées expriment le facteur tissulaire (FT),
récepteur du facteur VII. Le complexe [FT-facteur VIla] représente la voie d’initiation principale de
la coagulation in vivo. L’endothélium participe eégalement a la régulation du phénoméne en
modulant 1’activité des inhibiteurs de la coagulation par I’intermédiaire de la thrombomoduline, du

récepteur a la protéine C et des glycosaminoglycanes.

En ce qui concerne le phénoméne de fibrinolyse, les cellules endothéliales liberent le principal
activateur du plasminogene (I’activateur tissulaire du plasminogeéne, tPA) et son inhibiteur

(Pinhibiteur de I’activateur du plasminogene, PAI-1).
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2.2 Acteurs moléculaires

2.2.1 Facteur Von Willebrand

Le VWEF est une protéine synthétisée a la fois par les cellules endothéliales, ou elle est stockée dans
les corps de Weibel-Palade, et également par les mégacaryocytes, contenu au sein des granules a
mégacaryocytaire et plaguettaire. Son précurseur est un monomeére de poids moléculaire de 270
kilodalton qui se polymérise sous formes de multimeres de haut poids moléculaire reliés par des

ponts disulfures. Leurs tailles varient de 0,5 a 20 millions de multimeres.

Le role du VWEF est double dans le déroulement de I’hémostase. Lors de 1’hémostase primaire, il
permet aux plaquettes d’adhérer aux structures endothéliales par le récepteur plaquettaire
Gplb/V/IX en cas de forces de cisaillement élevées. Dans le cadre de la coagulation, il sert de

transporteur et de protecteur au facteur VIII de la coagulation.

2.2.2 Protéines de la coagulation (facteurs et inhibiteurs de la coagulation)

2.2.2.1 Facteur tissulaire

Le FT est une glycoprotéine membranaire synthétisée par les fibroblastes de la tunique externe des
vaisseaux. En cas de bréche vasculaire, son exposition au contact du sang constitue la voie
d’initiation principale de la coagulation in vivo. Il sert de récepteur et active le facteur VII circulant,

entrainant la cascade enzymatique a 1’origine de la formation du caillot fibrine.

2.2.2.2 Facteurs de la coagulation

Les facteurs de la coagulation comprennent douze protéines plasmatiques intervenant dans la
cascade de la coagulation (figure 1). Ils sont désignés a la fois par un nom usuel et par un chiffre

romain selon une nomenclature internationale. lls sont synthétisés au niveau hépatique et circulent
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sous forme inactive. Leur état d’activation est représenté par le suffixe « a» a la suite de leurs
noms. lls peuvent étre classés en trois catégories selon leur structure et leur fonction: les
précurseurs enzymatiques intervenant dans la cascade enzymatique de la coagulation, les cofacteurs

de ces réactions et enfin le substrat final.

Facteur Nom Fonction Lieu de synthése Vitamine K dépendance
Facteurs de la coagulation

1 Fibrinogéne Substrat Foie

1l Prothrombine Zymogéne Foie +
v Proaccélérine Cofacteur Foie

Vi Proconvertine Zymogéne Foie +
il Facteur antihémophilique A Cofacteur Foie

IX Facteur antihémophilique B Zymogeéne Foie -
X Facteur Stuart Zymogeéne Foie +
Xl Facteur Rosenthal Zymogeéne Foie

X Facteur Hageman Zymogeéne Foie

X Facteur stabilisant la fibrine Zymogéne Foie

Facteur tissulaire Récepteur Vila Multicellulaire

Facteurs inhibiteurs

Antithrombine Inhibiteur Foie

Protéine C Zymogéne Foie -
Protéine S Cofacteur Foie +
Thrombomoduline Récepteur lla Cellule endothéliale

Figure 1 : Facteurs de la coagulation, d’apres [7]

e Les précurseurs enzymatiques (ou zymogenes)

Les facteurs 11, VII, IX, X, XI, XII et prékallikréine (PK) circulent sous forme de proenzymes de
sérine protéases. L’activation de ces facteurs consiste en une hydrolyse démasquant leur site
catalytique (constitué en partie d’une sérine). Une fois activé, un facteur peut alors activer un autre
facteur selon une cascade de réactions enzymatiques. Ces réactions nécessitent que les facteurs se
lient aux surfaces phospholipidiques par I’intermediaire du calcium. Les facteurs I1, VII, IX et X ont
besoin de la vitamine K pour acqueérir cette capacité.

Le facteur XIII est un zymogene de transglutaminase. Apres activation par la thrombine, il permet

de stabiliser le caillot de fibrine en créant des liaisons covalentes entre les monomeres de fibrine.
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e Les cofacteurs

Les facteurs V et VIII agissent en accélérant les réactions enzymatiques de la coagulation. Ils sont

activés par la thrombine .

Le facteur VIII circule associé au VWEF.

e Le fibrinogéne

Le fibrinogene est formé de trois paires de chaines polypeptidiques : les chaines Aa, BB et yy
(figure 2). La structure tridimensionnelle de cette molécule forme trois domaines : un domaine E

entouré de deux domaines D.

D domain i —— D domain
E domain

Figure 2 : Structure d'une molécule de fibrinogene, d’aprés [11]

Il intervient a la fois dans I’hémostase primaire en permettant 1’agrégation plaquettaire et lors de la

coagulation, en constituant le substrat final du processus a 1’origine du réseau de fibrine insoluble.

2.2.2.3 Les inhibiteurs de la coagulation

On distingue trois systemes inhibiteurs physiologiques.
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e Les inhibiteurs des sérine-protéases de la famille des serpines

L’antithrombine en est le principal représentant. Elle constitue 1’inhibiteur physiologique principal
de la coagulation. Son action permet de limiter la propagation du processus de coagulation en
neutralisant les facteurs activés circulants. Elle agit en formant des complexes inactifs irréversibles,

principalement avec le facteur lla mais aussi avec les facteurs Xa, 1Xa, Xla et Xlla.

La liaison aux glycosaminoglycanes des cellules endothéliales induit un changement
conformationnel de I’antithrombine et potentialise ainsi son action. En thérapeutique, 1’héparine
possede une structure proche de ces molécules et exerce son activité anticoagulante en fixant

I’antithrombine.

e Le systeme Protéine C/Protéine S

Ces deux molécules sont synthétisées au niveau hépatique sous la dépendance de la vitamine K.

La protéine C circule sous forme de proenzyme de sérine-protéase. Elle est activée par la thrombine

préalablement fixée sur la thrombomoduline située sur la cellule endothéliale.

Elle agit en inactivant les cofacteurs Va et Vllla. La protéine S sert de cofacteur aux réactions.

e Le Tissue Factor Pathway inhibitor (TFPI)

Le TFPI est a la fois présent dans la circulation et également fixé sur les glycosaminoglycanes de la
paroi vasculaire. Il inhibe I’activation du facteur Xa et le systéme [FT-facteur Vlla].
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2.2.3 Le Plasminogéne et ses protéines régulatrices (figure 3)

Le plasminogéne est une glycoprotéine synthétisée au niveau du foie. Elle possede une affinité pour
la molécule de fibrine par I’intermédiaire de sites de haute affinité pour la lysine (Lysin Binding

Site, LBS) au niveau de boucles d’acides aminés, appelées kringles.

La molécule circule sous forme inactive. Elle constitue le précurseur de la plasmine, sérine-protéase

permettant la destruction de la fibrine.

La formation de plasmine est régulée par des systemes activateurs et inhibiteurs. Les activateurs
principaux du plasminogéne sont le tPA et la pro-urokinase. Les inhibiteurs consistent soit en des
molécules inhibitrices de la plasmine circulante comme 1’02-antiplasmine, soit en des molécules

inhibitrices des activateurs du plasminogéne comme le PAI-1.

2.3 Déroulement de I'hémostase primaire

L’hémostase primaire représente les étapes aboutissant au thrombus blanc plaquettaire. Celui-ci

permet de limiter temporairement les pertes sanguines aprées une breche vasculaire.

Une vasoconstriction localisée au site de la lésion réduit, en premier lieu, le flux sanguin. Les
modifications hémodynamiques qui en découlent favorisent les interactions moléculaires et
cellulaires du processus d’hémostase. On peut distinguer trois étapes dans 1’hémostase primaire :

I’adhésion, 1’activation et I’agrégation plaquettaire.

2.3.1 Adhésion plaquettaire

Les lésions endothéliales mettent a nu le sous-endothélium composé entre autres de microfibrilles et
de collagene. Les plaquettes adhéerent a ces structures a 1’aide de plusieurs glycoprotéines
plaquettaires dont la Gplb/V/IX par I’intermédiaire du VWF.
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2.3.2 Activation plaquettaire

Les plaquettes s’activent ensuite, ayant pour conséquence une stimulation des voies métaboliques et
un changement conformationnel. Les cellules deviennent sphériques et émettent des pseudopodes.
Les phospholipides membranaires se réorganisent (flip-flop membranaire). Les plaquettes sécretent
alors leurs contenus granulaires dans la circulation (substances proagrégantes, procoagulantes et

vasomotrices) participant a I’amplification du phénomene et favorisant la réaction de coagulation.

L’activation de la glycoprotéine Gpllbllla par modification conformationnelle est a 1’origine de

I’agrégation plaquettaire.

2.3.3 Agrégation plaquettaire

L’agrégation plaquettaire est activée par plusieurs stimuli : la thrombine formée par le processus de
coagulation paralléle, 1’adénosine diphosphate (ADP) provenant des globules rouges et des cellules
endothéliales, le collagene, I’adrénaline. Les plaquettes activées sécrétent également des agents

activateurs.

Les molécules de fibrinogéne créent des ponts interplaquettaires en se liant, en présence de calcium,

aux Gpllbllla des plaquettes activées.

Le thrombus blanc ainsi formé colmate temporairement la breche vasculaire. Il doit étre consolidé

par un réseau protéique de fibrine formé suite aux réactions de coagulation.

2.4 Déroulement de la coagulation

Les réactions de coagulation aboutissent a la formation de thrombine, molécule clé du processus

d’hémostase.

Historiquement, le modéle était divisé en deux voies d’activation aboutissant & une voie commune
(figure 3) :
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e La voie intrinseque : le systeme contact (facteur XIlI, PK, KHPM) active le facteur XI qui
active le facteur IX. Le facteur 1Xa, en présence de facteur VIllla, de phospholipides et de

calcium, représente le complexe ténase qui active le facteur X.

e la voie extrinséque : le FT active le facteur VII. Le complexe [FT-facteur VIla] active alors

le facteur X en présence de phospholipides et de calcium .

e la voie commune : les deux voies aboutissent au facteur Xa. Ce facteur, en présence de
facteur Va, de phospholipides et de calcium forme le complexe prothrombinase qui génére
la thrombine & partir de prothrombine. La molécule possede de multiples réles dont celui de
former la fibrine & partir du fibrinogene.

KHPM
PK Voie endogéne
Xl — Xlla Voie exogéne
i
X > Xla / VIl + Facteur tissulaire
l
X 1 xa
Villa
Ca++
Ténase | PL
v
X — Xa
Va
Ca++
PL | Prothrombinase
F"
Il ————— lla (thrombine) _ _ v
Xllia TTT——
XI
N N N - .
Caillot insoluble +—— Polyméres «———Monoméres «—— Fibrinogéne X
de fibrine de fibrine soluble de fibrine

Figure 3 : Concept ancien du processus de coagulation, d’apreés [12]

Ce modele a permis de comprendre le role individuel des facteurs de la coagulation, I’importance
des phospholipides comme support de réactions et 1’interprétation des tests in vitro d’hémostase.

Mais il ne représente pas le déroulement in vivo du processus.

Le concept aujourd’hui admis est un mod¢le cellulaire (figure 4) [13,14]. Il découpe le processus
non plus en cascade mais en trois étapes se déroulant a la surface de différentes cellules : I’initiation
sur différentes cellules exprimant le FT puis I’amplification a la surface des plaquettes en voie
d’activation et enfin la propagation a la surface des plaquettes activées. Le processus aboutit a la

génération de thrombine.
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ANPLIFICATION Fibrinogéne M- Fibrine .

Figure 4 : Modeéle cellulaire de la coagulation, d’aprés [15]

FT=Facteur Tissulaire ; VWF=Facteur Von Willebrand

2.4.1 Initiation de la coagulation

La voie aujourd’hui admise d’initiation de la coagulation est la voie du FT. Cette molécule n’est
physiologiquement pas au contact du sang. Elle le devient en cas de rupture endothéliale ou

d’expression sur des cellules activées (monocytes, cellules endothéliales) ou tumorales.

Le FT active le facteur VII circulant et forme avec celui-ci un complexe [FT-Facteur Vlla]. Ce
dernier fixe également des traces de facteurs Vlla circulants qui amplifient le phénomeéne

d’activation.

Le complexe [FT-facteur Vlla] active localement les facteurs IX et X. Les premiéres traces de
thrombine sont alors produites. Cette étape d’initiation semble se dérouler continuellement a 1’état
basal dans le secteur extravasculaire mais ne conduit pas aux étapes suivantes de la coagulation en

raison de la séparation anatomique avec d’autres molécules clés (plaquettes, facteur VIII, VWF).

Ces dernieres deviennent disponibles en quantité importante en cas de bréche vasculaire.
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2.4.2 Formation de thrombine et amplification du phénomeéne

En cas de breche vasculaire, les traces de thrombine activent les éléments alors disponibles au site

de la lésion. La thrombine agit sur :

I’adhésion et 1’activation des plaquettes
- D’activation des cofacteurs VIl et V
- T’activation du facteur XI qui augmente la génération de facteur 1Xa

- la formation des complexes enzymatiques ténases et prothrombinases a la surface

plaquettaire.

2.4.3 Propagation

Le facteur IXa joue un rdle primordial dans la propagation du phénomeéne. Contrairement au facteur
Xa rapidement inhibé par le TFPI, le facteur 1Xa peut diffuser a la surface des plaquettes activées. Il
forme le complexe ténase au contact du facteur VIlla et augmente la production de facteur Xa. Le
facteur Xa forme alors le complexe prothombinase avec le facteur Va, a I’origine de la production

acrrue de thrombine, nécessaire pour la formation du caillot de fibrine a partir de fibrinogéne.

2.4.4 Fibrinoformation (figure 5) [9]

La thrombine se fixe au domaine E de la molécule de fibrinogene. Elle clive I’extrémité N-
terminale des chaines Aa et B en séparant les fibrinopeptides A puis B des monomeéres de fibrine.
Les nouveaux sites du domaine E des monoméres se lient de maniére non-covalente au niveau des
chaines y du nodule D d’un autre monomere. Ils polymérisent alors spontanément en formant des
doubles brins appelés protofibrilles. L’accroissement se fait ensuite en largeur pour former des

fibrilles puis des fibres.

Le facteur XIII, activé par la thrombine, stabilise ensuite les fibres en créant des liaisons covalentes

entre des domaines D adjacents.
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Thrombin
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Thrombin - Formation
}\’ FpB® &3*

Lateral Aggregation
and Fiber Formation

Figure 5 : Etape de la formation de fibrine, d*aprés [9]

Fp=Fibrinopeptide

2.4.5 Contrble du phénomeéne

Les reactions restent localisées aux cellules activées prés de la bréche vasculaire en grande partie
par I’intermédiaire des cellules endothéliales. L’inhibition de la thrombine par 1’antithrombine est,

en effet, potentialisée par les héparanes sulfates situées a la surface endothéliale.

De plus, la thrombine circulante se fixe a la thrombomoduline endothéliale. Le complexe
[facteur lla-Thrombomoduline] active le systéme protéine S/protéine C qui inhibe les cofacteurs Va
et VIlla présents sur les surfaces endothéliales.

Enfin, le TFPI inhibe le facteur Xa en formant un complexe [TFPI-facteur Xa] lors de I’initiation
du processus de coagulation. Ce complexe se lie ensuite au systeme [FT-FVI11a] et I’inhibe.

2.5 Déroulement de la fibrinolyse

La fibrinolyse permet d’empécher 1’installation et 1’extension du caillot de fibrine. Elle intervient

pour dissoudre le thrombus en parallele de la réparation et de la cicatrisation vasculaire.

29



En I’absence de fibrine, le plasminogéne est inactif. La présence de fibrine favorise la libération
endothéliale de tPA et I’activation de la prourokinase. L’activation du plasminogene se déroule
uniquement au contact du caillot de fibrine en raison de liaison préférentielle par les domaines
Lysine Binding Site, a I’origine de la localisation du phénomeéne. Il y a alors génération de plasmine
qui clive les molécules de fibrine en divers fragments de tailles variables appelés produits de
dégradation de la fibrine (PDF). Les D-diméres (DDi) constituent un des produits de dégradation
spécifique de la fibrine. La plasmine clive également les molécules de fibrinogéne en PDFg et altére

certains facteurs de la coagulation.
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3.PRESENTATION DE LA TECHNIQUE DE DOSAGE AUTOMATISE

DES MONOMERES DE FIBRINE

3.1 Précision sur le terme « monomeres de fibrine »

Comme nous 1’avons vu dans le rappel sur la physiologie de la coagulation, lors de la conversion du
fibrinogene en fibrine, la thrombine agit en clivant les fibrinopeptides A puis B, respectivement des
chaines Ao et Bp situées dans le domaine E de la molécule de fibrinogéne. 1l y a alors formation de
monomeres de fibrine. Ces molécules polymérisent ensuite pour former un caillot de fibrine,

secondairement stabilisé par le facteur XIII, a I’origine d’un caillot insoluble.

In vivo, en présence d’un excés de fibrinogéne, une partie des FM ne conduit pas a la formation du
caillot. Certaines molécules restent liées au fibrinogene entier ou partiellement clivé sous forme de

différents fragments, de méme qu’a certains PDF.

Les appellations « monomeres de fibrine (FM) » ou « fibrine soluble », que nous utiliserons par la
suite, désignent a la fois les monomeres de fibrine qui circulent seuls et ceux associés au

fibrinogéne ou ses dérivés sous forme de complexes solubles.

3.2 Historiqgue du dosage des monomeres de fibrine

La détection des monomeéres de fibrine existe depuis de nombreuses années.

Les premieres méthodes mises au point, comme le test a 1’éthanol ou le test au sulfate de protamine,
sont qualitatives et reposent sur des propriétés physico-chimiques particuliéres [16,17]. Aprés ajout
du réactif (éthanol ou sulfate de protamine) et incubation, la gélification du plasma est observée
macroscopiquement en cas d’augmentation des complexes solubles. Ces tests, dits de para-
coagulation, manquent de sensibilité et de spécificité avec des résultats faussement négatifs en cas
d’hypofibrinogénémie ou positifs en cas d’hyperfibrinogénémie [18,19]. De plus, I’interprétation

est dépendante de I’opérateur.
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Des méthodes semi-quantitatives sont ensuite apparues. Elles sont basées sur le principe
d’agglutination de particules (hématies ou latex) recouvertes de monomeéres de fibrine selon le
principe méthodologique mis en place par Largo et al [20]. Un résultat chiffré peut étre rendu en
fonction du titre de la derniere dilution donnant une réaction positive. Ces tests gagnent en

sensibilité mais presentent toujours des performances diagnostiques inconstantes.

Enfin, des méthodes quantitatives ont pu voir le jour. La mise en place de tels tests est complexe car
la structure des FM est hétérogene, en raison des actions variées de la thrombine, de la plasmine et
du facteur XIII. Les méthodes les plus anciennes, basées sur la chromatographie, n’étaient pas
adaptées a la routine, nécessitant un appareillage complexe et un temps de rendu des résultats ne
convenant pas aux situations d’urgence. Une technique spectrophométrique a ensuite été
commercialisée mais elle ne permet qu’une détection indirecte du paramétre [21]. Le principe de la
méthode repose sur la transformation par les FM du plasminogéne en plasmine qui agit alors sur un
substrat chromogénique. Des méthodes ont ensuite été décrites avec 1’utilisation d’anticorps
monoclonaux [22,23]. Ces anticorps reconnaissent des néo-épitopes générés pendant la conversion
du fibrinogene en fibrine. Les premieres méthodes manquent de standardisation, en particulier liée a
I’hétérogénéité du néo-épitope reconnu par 1’anticorps. De plus, certains tests nécessitent un preé-
traitement de 1I’échantillon pour rendre accessible le site de liaison de I’anticorps, provoquant la
détection non spécifique des PDF (en particulier ceux avec les motifs DDi issus de la fibrine
stabilisée) [24].

La technique, que nous voulons adopter, présente 1’avantage d’étre entiérement automatisée, de

rendre un reésultat quantitatif et d’utiliser un anticorps spécifique des FM [22].

3.3 Principe de la méthode de dosage STA® Liatest® FM

La technique repose sur le dosage quantitatif des monomeres de fibrine par immuno-turbidimétrie
sur les automates de la gamme STA®(Diagnostica STAGO®).

Des microparticules de latex, recouvertes d’anticorps monoclonaux spécifiques, sont mises en
contact avec le plasma a tester. L’anticorps utilisé dans le kit (anticorps F405) cible un site
spécifique au niveau N-terminal de la chaine @ des monomeres de fibrine, disponible uniquement

aprés action de la thrombine. 1l ne nécessite pas de pré-traitement de 1’échantillon. De plus, il n’a
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pas été montré de réactions croisées avec le fibrinogene ou ses dérivés en particulier avec les

produits de dégradation de la fibrine stabilisée.

En cas de présence de fibrine soluble, la réaction antigene-anticorps entraine une agglutination des
microspheres, ce qui provoque un trouble du milieu réactionnel. L’augmentation de la turbidite du

milieu, mesurée par spectrophotométrie, est proportionnelle a la quantité de monomeéres de fibrine.

3.4 Intéréts du dosage quantitatif des monomeres de

fibrine

L’augmentation des monomeéres de fibrine, précurseurs du caillot de fibrine, se rencontre dans les
situations de formation aigué de thrombine et de fibrine. Le parametre est donc utilisé comme

marqueur d’activation de la coagulation, en particulier dans le diagnostic de CIVD [25-28].

3.4.1 Coagulation Intravasculaire Disséminée [29-33]

La CIVD est un syndrome clinicobiologique hétérogéne acquis. Il est consécutif a de nombreuses

situations pathologiques (figure 6). Son pronostic est souvent pejoratif.

- Sepsis
— Choc hémorragique
- Pancréatite aigué
- Traumatisme
Traumatisme cérébral
Contusions tissulaires étendues dans le cadre des polytraumatismes
Embolie graisseuse
— Cancer
Hémopathies myéloprolifératives (leucémie aigué myéloblastique & promyélocyte)
Tumeurs solides (prostate, pancréas...) métastasées
- Complications de la grossesse
Embolie amniofique
Hématome rétro-placentaire
Mort in utero
~ Pathologies vasculaires
Hémangiomes géants
Anévrismes aortiques
- Réactions toxiques et immunologiques massives
— Hémolyses massives notamment postransfusionnelles
— Venins de serpents
— Rejet de greffe humoral

Figure 6 : Principales situations cliniques pouvant étre associées a une CIVD, d’aprés [34]
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Ce syndrome résulte de I’activation systémique de la coagulation. Il y a alors formation de dépét de
fibrine, essentiellement dans la microcirculation, pouvant étre a 1’origine de thromboses. La

consommation des facteurs de la coagulation et des plaquettes entrainent un risque secondaire

hémorragique.
Formation de thrombine
e — Fibrinolyse
(_ Facteur fissulaireVlla B insuffisante
Diminution des anticoagulants naturels I i — ’ PAL] ) \
/ - I ) Xa \ N i + / P\msminogéné \\
g Diminution AT ™ ~— N
\ Anomalies systéme PC y -Amplification [ Activateurs du
e TFPI insuffisant S Complexe fenase | plasminogéne |
T . - =~ Complexe prothrombinase™._ ST TN
(_ Thrombine )/ Surfaces riches PL I -\_l?lmm‘"'_s_/
T/ Activation XI- > Xla T
([ PART ) ( F\br\'nogéne‘:f;ﬁi Fibrine - 4 » PDF )
Endothélium
A
<€ h 4 Activation diffuse de la
. coagulation : déplétion en facteurs
i Effets 3 Depots de la coagulation et thrombopénie.
proinflammatoires vasculaires == Risque hémorragique

Figure 7 : Schema simplifié des mécanismes biologiques a I'origine d'une CIVD, d’aprés [34]

AT=Antithrombine ; PC=Protéine C ; TFPI=Tissue Factor Pathway Inhibitor ;
PL=Phospholipides ; PDF=Produits de degradation de la fibrine

Les mécanismes biologiques responsables de la survenue d’une CIVD peuvent étre regroupés en

trois grands principes (figure 7) :

e Une génération exagérée de thrombine par I’exposition de FT résultant de trois

mécanismes :

- I’induction de FT a la surface des monocytes et des cellules endothéliales lors

de stimuli inflammatoires
- I’exposition de FT suite a une breche vasculaire lors de traumatisme

- I’expression de FT sur des cellules malignes circulantes

e Une défaillance des systemes inhibiteurs par consommation excessive et défaut de synthése
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¢ Un dysfonctionnement du systéme fibrinolytique :

- une inhibition rapide du processus de fibrinolyse par production accrue de

PAI-1 favorisant la thrombose

- une hyperfibrinolyse secondaire pouvant participer aux complications
hémorragiques.

Ces troubles de 1’hémostase forment donc une « CIVD biologique ». Dans certaines circonstances,
des complications cliniques peuvent apparaitre, entrainant une «CIVD clinique ». La
symptomatologie est variée, de signes thrombotiques a hémorragiques, et est dépendante de la
pathologie sous-jacente. En cas de mise en jeu du pronostic vital et de signes de défaillance

multiviscérale, on parle de CIVD compliqueée (figure 8).

Activation généralisée Excés de

de la coagulation (SASC) | == Risque facteur F\*
—» Génération de thrombine thrombotique tissulaire’\’
"X' Thrombose
'
l Fibrinolyse réactionnelle ‘.

Figure 8 : Représentations schématiques de la physiopathologie de la CIVD, d’aprés [34]

Consommation des >
facteurs de la coagulation

SASC : Syndrome d’activation généralisée de la coagulation ; SDMV : Syndrome de défaillance

multiviscérale

Le diagnostic est complexe et repose sur un faisceau d’arguments cliniques et biologiques.
Plusieurs scores existent pour aider a mettre en évidence ce syndrome et pouvoir le prendre en
charge de maniére appropriée [30,31,35,36]. Certains scores permettent d’évaluer une CVID
manifeste (décompensée ou clinique), d’autres un stade plus précoce de CIVD débutante
(compensée ou biologique). lls sont présentés en annexes 1 et 2. Tous doivent étre répétés pour
suivre I’évolutivité dans le temps du patient. Ces scores comprennent des paramétres biologiques
simples, utilisables en routine dans la plupart des laboratoires, sensibles mais non spécifiques d’ou
I’intérét de les associer. Les parametres explorant la formation/dégradation de fibrine comme les
FM, les PDF, les DDi apportent une information pertinente sur 1’état du processus de coagulation
du patient [37]. Les DDi sont le parameétre actuellement le plus utilisé car ils sont d’utilisation fiable
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et ont fait I’objet de nombreuses études. Cependant, le dosage des FM, a la place des marqueurs de

dégradation de la fibrine, présente plusieurs avantages [1,28,38] :
- ils sont d’apparition précoce et peuvent donc mettre en évidence les phases de pré-CIVD

- ils ne sont le reflet que du processus de coagulation contrairement aux DDi et PDF qui
témoignent également du processus de fibrinolyse. Ainsi, en cours de suivi, une diminution
de FM indique I’arrét du processus de coagulation alors que les PDF peuvent rester positifs

en raison de la persistance d’une fibrinolyse secondaire.

- ils ne proviennent que du secteur intravasculaire et ne sont donc pas influencés par la fibrine

extravasculaire formée lors d’une inflammation locale.

Il a été montré un intérét a utiliser préférentiellement la fibrine soluble dans le calcul des scores de
CIVD avec un gain de spécificité du diagnostic de CIVD et une meilleure identification des patients

a risque de mortalité [28].

3.4.2 Pathologies thrombotiques

Plusieurs études ont démontré une augmentation des FM dans les situations thromboemboliques
[25,26,39].

Le parametre biologique de référence actuellement utilisé pour éliminer une thrombose est le
dosage des DDi [40]. Cependant, ce parameétre est augmenté chez certaines catégories de patients
(comme les femmes enceintes) rendant son interprétation complexe. Des études récentes ont montré

que les FM présentent I’avantage de ne pas étre augmentés chez cette population [41].

De plus, les DDi ne sont que le reflet secondaire de la formation du caillot puisqu’ils explorent sa
dégradation. Les FM témoignent, pour leur part, de I’état du processus de coagulation au moment

du prélevement chez le patient.

Enfin, les FM sont d’apparition plus rapide que les DDi et constituent donc un marqueur pré-

thrombotique potentiellement utile pour diagnostiquer précocement un état thrombotique.

L’apparition de cette méthode quantitative entierement automatisée ouvre des perspectives dans
I’utilisation de ce parametre comme marqueur précoce de thrombose. Des études supplémentaires

sont nécessaires pour préciser les seuils décisionnels.
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4.SAIGNEMENT ET CHIRURGIE CARDIAQUE AVEC CIRCULATION

EXTRACORPORELLE

L’activité de chirurgie cardiaque comprend plus de 40 000 interventions par an en France (Base de
données EPICARD de la Société de Chirurgie Cardio-Vasculaire et Thoracique pour I’année 2009).
Plus de 80% se font sous circulation extracorporelle (CEC). L’épidémiologie des pathologies se
répartit en quatre grands groupes: les pathologies coronariennes avec revascularisation
myocardique simple (35% des interventions), les pathologies valvulaires comprenant les gestes
portant sur une valve (30%) et les chirurgies complexes (14%, plusieurs valves ou valve et
pontage), les pathologies congeénitales (7%) et les autres interventions (14% dont les

transplantations, les chirurgies de I’aorte ou du péricarde).

Les indications ont évolué depuis un certain nombre d’années [42]. Dans le cadre des pathologies
coronariennes, les actes de cardiologie interventionnelle (angioplastie coronaire percutanée) se sont
développés avec en parallele une stagnation voire une diminution des pontages aortocoronariens.
De plus, les patients adressés pour chirurgie sont plus agés et présentent plus de comorbidités. En ce
qui concerne les pathologies valvulaires, malgré la diminution des indications pour rhumatisme
articulaire, le nombre d’intervention est stable en raison de 1’augmentation de la prise en charge des
causes dégénératives chez des patients de plus en plus agés. Enfin des techniques a cceur battant ou

mini-invasive se sont développées.

Nous allons, dans un premier temps, décrire les grands temps du déroulement d’une CEC, puis nous
définirons les mécanismes qui concourent a la tendance hémorragique en postopératoire. Nous
finirons par voir les modalités de prise en charge d’un saignement postopératoire en traitant plus

particulicrement du rdle du suivi des bilans d’hémostase.
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4.1 Généralités [42—44]

La plupart des interventions cardiaques nécessitent un cceur exsangue et dont 1’activité a été arrétée.
Les fonctions cardiaques, ainsi que la circulation cardio-pulmonaire, ne sont donc plus assurées et

doivent étre substituées.

Le circuit de CEC permet de remplir ces fonctions en assurant la circulation sanguine et 1’hématose

du patient.

Le sang veineux du patient est dérivé, en amont du cceur, par gravité vers un réservoir. Il passe
ensuite dans un oxygénateur couplé a un échangeur thermique, permettant son oxygénation,
décarboxylation et refroidissement ou réchauffement. Il est propulsé par une pompe, dite artérielle,

vers une canule placée dans 1’aorte, en aval du ceeur (figure 9).

Figure 9 : Représentation schéematique du circuit de
CEC, d’apreés [41]

1: canule de drainage veineux
2 : réservoir veineux

3 : pompe principale

4 : oxygénateur

5 : échangeur thermique

6 : filtre et canule artérielle

Le circuit se compose également d’une ou plusieurs pompes assurant la récupération du sang
épanché du champ opératoire ou provenant de la décharge des cavités cardiaques, de mateériels de
sécurité (filtre artériel, alarmes, prise de pressions) et de matériels de surveillance des parametres

biologiques du patient.
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Un circuit indépendant est réservé a la solution de cardioplégie, permettant I’arrét et la protection

myocardique du cceur non oxygeéné.

Le sang provenant des aspirations du champ opératoire peut étre traité par un laveur-concentrateur
de cellules (de type Cell-saver® ou Haemoetics®). Il est recueilli dans une poche souple et restitué au
patient en circuit fermé.

4.1.1 Composition du circuit de CEC

Les différents composants du circuit de CEC (figure 10) ont évolué au cours du temps pour limiter
les effets indésirables de la procédure. Nous allons décrire les principaux constituants qui le
composent. Certains sont réutilisables (pompes, débitmetres, générateurs thermiques, matériel de
surveillance). Le matériel au contact du sang est a usage unique (oxygénateur, tuyaux, canules,

réservoirs veineux et de cardiotomie, filtres).
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Figure 10 : composition d'un circuit de CEC, d’aprés [45]
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e Lespompes

Les pompes permettent d’assurer la circulation du sang. La pompe artérielle assure le renvoi du
sang oxygéné et décarboxylé au patient. Des pompes d’aspiration permettent le recueil du sang
épanché du champ opératoire et la décharge des cavités cardiaques. Une autre pompe perfuse la
solution de cardioplégie.

On distingue deux types de pompes selon le principe physique régissant leur fonctionnement : les

pompes a galets ou centrifuges.

Les pompes a galets, les plus anciennes, exercent leur action par pression d’un systéme rotor/stator
sur la tubulure. Cette action permet d’assurer un débit sanguin. Elles sont encore principalement
utilisées, bien que traumatisantes et présentant potentiellement plus de risque de complications

(rupture de tuyaux, embolie gazeuse, détachement de particules).

Les pompes centrifuges, & effet vortex, moins traumatisantes et plus sires mais plus cheres, sont

principalement utilisées lors des procédures longues.

e Oxygénateur

L’oxygénateur assure les fonctions pulmonaires en permettant 1’oxygénation et la décarboxylation

du sang veineux.
On distingue les oxygénateurs a bulles et ceux a membranes.

Les oxygénateurs utilisés actuellement sont ceux a membranes (planes ou tubulaires). Le sang du
patient est séparé d’un gaz par une membrane synthétique semi-perméable. L’apport de gaz est
assuré par un débitmétre délivrant un mélange calibré d’air et d’oxygéne. Grace au gradient de
pression partielle en gaz, 1I’oxygéne diffuse vers le sang veineux et inversement pour le dioxyde de
carbone. Ces oxygénateurs présentent I’avantage de ne pas faire entrer directement en contact le
sang et 1’air, comme le faisait les oxygénateurs a bulles. Ces derniers générent un traumatisme, a

I’origine d’une hémolyse.

Les oxygénateurs sont couplés a un échangeur thermique destiné a réchauffer ou refroidir le sang du

circuit de CEC et donc le malade. Il est généralement situ¢ avant le compartiment d’échanges
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gazeux. Les échanges thermiques se font par conduction thermique entre le milieu sanguin et un

réseau d’eau thermostaté.

e Tuyaux

Les tuyaux de connexion entre les éléments du circuit sont en PVC ou silicone. lls doivent étre le
plus hémocompatibles possibles, souples, résistants aux chocs et aux variations de température. Le
PVC libére moins de particules mais résiste moins a la traction et 1I’étirement. Le silicone respecte
mieux la plasticité des globules rouges et diminue ’agrégation plaquettaire. Des traitements de
surface, comme la préhéparinisation, [’adjonction de polymeéres ou de molécules anti-

inflammatoires, permettent d’améliorer ’hémocompatibilité.

e Canules

Les canules, comme les tuyaux, doivent étre hémocompatibles. Elles sont constituées de PVC,

silicone ou acier inoxydable.

Les canules artérielles assurent le retour du sang oxygéné au patient. Afin d’injecter le sang de
facon non traumatisante sur les parois artérielles, les canules peuvent étre coudees ou multiperforées
aux extrémités. Le site de canulation est choisi en fonction de I’intervention. Plusieurs choix sont

possibles : I’aorte ascendante ou descendante, I’artére fémorale, I’artére sous-claviére...

Les canules veineuses dérivent le sang veineux par gravité au niveau du réservoir veineux et de
I’oxygénateur. Les sites de canulations préférentiels sont les veines caves inférieures et supérieures.

D’autres sites peuvent étre utilisés comme la veine fémorale ou ’artére pulmonaire.

La canule de cardioplégie permet 1’administration de la solution de protection myocardique. Elle est
placée dans les artéres coronaires en cas d’administration antérograde ou dans le sinus coronaire en

cas d’administration rétrograde.
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e Filtres

La filtration du circuit est indispensable en raison de la présence de debris particulaires. Des filtres

de porosités différentes sont placés sur les lignes artérielles et veineuses.

e Réservoirs de cardiotomie

Le sang épanché du champ opératoire ou des cavités cardiaques est récupéré par aspiration dans le
réservoir de cardiotomie. Il peut étre directement connecté au reservoir veineux, aprés débullage et

filtration pour étre réinjecté dans le circuit.

Le sang épanché peut également étre traité par un systéme de lavage-concentration. Cette technique
permet de récupérer les globules rouges du patient, qui peuvent alors étre administrés dans une

stratégie d’épargne sanguine.

Le circuit est également constitué de matériels de surveillance du circuit et du patient (gaz du sang,

sonde thermique, contréle des niveaux, contrdle des pressions).

4.1.2 Déroulement de la circulation extracorporelle

Les caractéristiques du patient et de sa pathologie (score de risque, type d’intervention,
comorbidités, biologie préopératoire) vont guider le choix des matériaux et des conditions de la
CEC (type de matériels, sites de canulation, protection myocardique ou non, degré d’hémodilution

toléré, stratégie transfusionnelle, dose d’héparine).

Le bon déroulement de la procédure dépend de la bonne organisation entre le chirurgien,

I’anesthésiste et le perfusioniste.
Les differents éléments du circuit sont montés et vérifiés selon une procédure codifiée (check-list).

Le circuit est amorcé (priming) par une solution de remplissage de 1 & 1,5 L. Elle est le plus souvent

constituée d’un mélange de cristalloides et colloides. Une héparinisation de la solution est possible.
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Aprés induction de I’anesthésie, le chirurgien effectue I’abord du cceur par sternotomie et incision

du peéricarde.

Une anticoagulation importante par héparine non fractionnée (HNF) est administrée au patient par

voie intraveineuse ou directement dans les cavités cardiaques en intra-auriculaire.

Le chirurgien met alors en place les canules artérielles, de cardioplégie, veineuses et de décharge
des cavités cardiaques. Elles sont ensuite reliées au circuit de CEC.

Lorsque les doses d’héparine sont suffisantes (cf le monitorage de la coagulation), la CEC peut
commencer. L’ouverture des clamps artériels et veineux se fait progressivement. L’augmentation du
débit de la pompe artérielle est réalisée graduellement pour éviter la perfusion brutale de sang
hémodilué. Le cceur se vide progressivement de sang et la machine cceur-poumon assure la

perfusion artérielle. Le débit de pompe théorique est atteint en 2-3 minutes.

La CEC prend alors en charge 1’ensemble de la circulation, le cceur et les poumons ne sont plus
irrigués. La ventilation mécanique est arrétée. Le cceur est isolé de 1’aorte par la pose d’un clamp et
devient disponible pour le geste chirurgical. La solution de cardioplégie permet 1’arrét cardiaque et
diminue les besoins en oxygeéne du myocarde, afin d’assurer sa protection pendant la durée du
clampage aortique. Les solutions de cardioplégie sont le plus souvent froides (4°C) et riches en
potassium. Des injections répétées toutes les 20-30 minutes doivent étre effectuées. Certaines

équipes utilisent une cardioplégie sanguine pour augmenter I’apport en oxygene.

Il est a noter que, historiquement, la chirurgie cardiaque s’effectuait sous hypothermie profonde.
Aujourd’hui, sauf procédure particuliere (comme la chirurgie de la crosse aortique), elle est

effectuée en normothermie (35-37°C)

Une fois le geste chirurgical effectué, le ceeur du patient est purgé de 1’air qu’il contient. Aprés
déclampage aortique, le cceur reprend une activité cardiaque seul ou apres cardioversion électrique.
La fermeture progressive du clamp veineux permet le remplissage progressif des cavités cardiaques
par le retour veineux physiologique. En paralléle, le débit de la pompe artérielle est diminué jusqu'a
ce que le cceur assure lui-méme la perfusion systémique. En cas d’insuffisance de contractilité
mécanique, un support par vasopresseur est réalisé. Le patient est réchauffé en parallele. La CEC

peut étre arrétée.
L’héparine circulante est ensuite antagonisée par 1’injection de protamine.

Le foyer opératoire est refermé sur des drains thoraciques.
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4.2 Mécanismes a l'origine du saignement en chirurgie

cardiaque

On distingue généralement les causes liées au geste chirurgical de celles consécutives aux
altérations acquises de I’hémostase survenant lors de la procédure. Ces causes sont en réalité le plus
souvent associées et rendent le diagnostic étiologique complexe. En effet, la persistance d’un
saignement chirurgical localisé peut induire une perturbation de 1’équilibre de 1’hémostase ; une
coagulopathie peut favoriser le saignement au niveau d’un site ou I’hémostase chirurgicale est

précaire.

4.2.1 Origines chirurgicales

Les gestes chirurgicaux pendant la procédure sont a I’origine de nombreux traumatismes tissulaires.
Une hémostase chirurgicale rigoureuse a la fin de [D’intervention par suture, ligature,
électrocoagulation ou avec des hémostatiques locaux (colles biologiques), permet de limiter les
risques de saignement. Malgré ces précautions, dans certains cas (hémostase chirurgicale
imparfaite, lachage de sutures), un saignement d’origine chirurgicale peut tout de méme survenir.
Les sources de saignement les plus fréquemment observées sont les sites de canulation, le sternum,

les veines ou artéres pontées [46].

4.2.2 Origines non chirurgicales

Elles se manifestent typiquement sous forme de saignement microvasculaire diffus. Elles sont la
conséquence d’un ensemble complexe de facteurs contribuant a perturber 1’hémostase du patient

pendant la procédure.
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e Hémodilution

La solution d’amorcage, utilisée lors de la mise en route de la CEC, entraine une hémodilution
inévitable, a I’origine de la diminution des constituants sanguins, dont les facteurs pro et anti-

coagulants et les plaquettes [47-49].

On considére qu’un taux d’hématocrite supérieur a 25 % en peropératoire et 30% en postopératoire

est bien toléré [42].

e Hypothermie

L’hypothermie est depuis longtemps utilisée en chirurgie cardiaque pour réduire les besoins
métaboliques des organes du patient. Or, il est décrit que les fonctions plaquettaires et les réactions

enzymatiques de la coagulation sont altérées en cas de température nettement abaissee [50].

Le degré d’hypothermie varie en fonction du type de chirurgie et des centres. La plupart des
interventions actuelles se déroulent en hypothermie modérée, voire en normothermie (35-37°C)

pour limiter ces effets délétéeres [51].

e Circuit de CEC et surfaces « étrangeres »

Les surfaces du circuit de CEC apparaissent comme étrangeres pour les constituants du sang du
patient. 1l en résulte de nombreuses perturbations : adhésion protéique sur la surface, activation de

I’hémostase et de I’inflammation [52-54].

Les circuits évoluent pour tenter d’améliorer 1’hémocompatibilité (circuit pré-héparing, ajout de

polyméres...) [42,55].

Le contact avec 1’air (foyer opératoire, oxygénateur) et d’autres facteurs externes prothrombotiques

(péricarde, compresses) favorisent également 1’activation de I’hémostase et de 1’inflammation [56].
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e Anticoagulation par héparine et neutralisation par protamine

Le risque thrombotique lors de la procédure impose 1’utilisation d’une anticoagulation importante

par héparine. Son action doit étre neutralisée en fin de CEC par I’injection de protamine.

Une réversibilité de cette neutralisation peut survenir en cas d’élimination précoce de la protamine

ou de la libération secondaire d’héparine apres fixation endothéliale [57-59].

De plus, il a été décrit des effets directs d’altérations de 1’hémostase par 1’héparine et par des doses
élevées de protamine, en particulier sur les plaguettes [60,61]. Cependant, la contribution de ces

phénomeénes au saignement n’est pas clairement établie.

e Acidose et hypocalcémie

Le calcium joue un rdle primordial dans le processus hémostatique (agrégation plaquettaire,
cofacteur des réactions de coagulation).

L’acidose est associée a une augmentation des temps de coagulation et aggrave les troubles de la

coagulation.

L’association d’une coagulopathie, hypothermie et acidose correspond au concept de triade 1étale en

traumatologie.

L’ensemble de ces mécanismes explique 1’équilibre précaire de 1’hémostase du patient en per et
postopératoire. Les différents intervenants dans le processus d’hémostase (hémostase primaire,

coagulation, fibrinolyse) sont altérés et sont plus ou moins associés au risque hémorragique.

e Thrombopénie et thrombopathies [62-66]

Les anomalies plaquettaires ont été bien décrites et sont une des composantes principales du
saignement en fin d’intervention. Les taux plaquettaires diminuent d’environ 50% au début de la

CEC puis se normalisent progressivement dans les jours postopératoires. L’hémodilution n’explique
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pas a elle seule les taux observés. Ils s’associent des phénomenes de séquestration (essentiellement
hépatique et pulmonaire), d’adhésion et d’activation au contact du circuit et sous I’action de

plusieurs médiateurs, a I’origine d’une consommation et d’une destruction plaquettaire.

Les fonctions plaquettaires sont egalement altérées (modifications morphologiques, état réfractaire

a ’activation, dégranulation, perte de protéines membranaires) par différents mécanismes :
- contact aux surfaces artificielles du circuit
- hypothermie
- action de I’héparine et de la protamine

- utilisation de médicaments antiagrégants préopératoires.

e Activation de la coagulation et de la fibrinolyse et coagulopathie de consommation

- Génération de thrombine

Le processus de coagulation est activé, pendant la CEC, par I’exposition de FT au contact du sang
[67-69]. Le FT provient :

- des lésions endothéliales liées a la chirurgie et a la reperfusion myocardique apres
I’ischémie
- de son expression sur les cellules endothéliales et les monocytes induite par les médiateurs

inflammatoires

- de la retransfusion de sang péricardique contenant de nombreux facteurs de la coagulation et

monocytes activeés.

La formation de thrombine est également issue de ’activation du systéme contact sur les surfaces
non endothéliales du circuit, de I’activation directe du facteur X par les monocytes activés, ainsi que
de la circulation de microparticules phospholipidiques procoagulantes issues de la fragmentation
plaquettaire.
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Malgré 1’anticoagulation importante par héparine qui limite la formation de fibrine et donc le risque
thrombotique, la génération de thrombine est continue et systémique pendant la procédure [70,71].
L’héparine ne suffit alors pas a neutraliser complétement les actions de ce facteur. La molécule
exerce, pendant la CEC, ses multiples influences sur I’inflammation [72] et ’hémostase (agoniste

plaquettaire, activation endothéliale, actions sur les inhibiteurs de la coagulation).

- Activation de la fibrinolyse

Elle résulte de la libération de tPA par les cellules endothéliales sous 1’action de la thrombine et de
la bradykinine synthétisée par 1’activation du systéme contact [73]. Il y a alors formation de

plasmine a partir du plasminogéne. La molécule agit & plusieurs niveaux [74-76] :
- en détruisant les facteurs de la coagulation (fibrinogene, facteur V, facteur VIII),

- en altérant les fonctions plaquettaires (diminution de I’expression de la glycoprotéine
Gplb/V/IX)

- en détruisant les caillots de fibrine avec formation de PDF dont les DDi. Ces PDF
interferent avec le bon déroulement de la formation de fibrine et peuvent participer au
saignement postopératoire [77].

La fibrinolyse semble surtout localisée dans la cavité péricardique et n’est donc pas systémique. La
participation de la fibrinolyse au saignement n’est pas clairement établie. Cependant, 1’utilisation
d’une thérapeutique antifibrinolytique préventive pendant 1’intervention est reconnue pour limiter
les pertes sanguines et les besoins transfusionnels. Les effets bénéfiques ne proviendraient pas
seulement de 1’action anti-plasmine. 1l y aurait également un effet direct sur les plaquettes en les

préservant d’une altération membranaire [76,78].

- Coagulopathie de consommation

La génération de thombine et de plasmine reste la plupart du temps localisée au circuit et dans la
cavité péricardique. En cas de facteurs favorisants (sepsis, choc), 1’état d’hyperactivation de

I’hémostase, associé aux conséquences de 1’hémodilution, peut entrainer une coagulopathie de
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consommation et un état de coagulation intravasculaire disséminée contribuant au saignement

postoperatoire [47,79].

4.3 Prise en charge du saignement postopératoire

Il convient tout d’abord de définir la notion de saignement anormal postopératoire aprés CEC. Il
n’existe pas de définition standard. Whitlock et al. ont répertorié les différents critéres retrouvés

dans la littérature (tableau I).

Tableau | : Définitions courantes du saignement excessif et massif apres chirurgie cardiaque,

d'apres [2]

. . Saignement massif

Saignement excessif . . . . -
(reprise chirurgicale a considérer)

pertes sanguines > 1L/24h pertes sanguines > 500 mL la 1ére heure
pertes sanguines > 100 mL/h pertes sanguines > 400 mL/h pdt 2h
transfusions > 10 CGR pertes sanguines > 300 mL/h pdt 3h
transfusions > 5 CGR dans les 24h pertes sanguines > 20 OmL/h pdt 6h

CGR : concentre de globules rouges

Face a un saignement anormal dans les premiers instants postopératoires, il est important de
distinguer une étiologie chirurgicale qui nécessitera une reprise chirurgicale, d’une coagulopathie
pouvant étre corrigée par différents moyens médicaux (transfusions, moyens pharmacologiques)
[80,81].

En pratique, en cas de saignement massif, la reprise chirurgicale s’impose en urgence. Dans environ
50% des cas [46,82,83], une origine chirurgicale est trouvée et peut donc étre corrigee. Il faut noter
que méme en 1’absence de cause visible, le fait d’avoir réopéré est un facteur d’amélioration du

saignement apres retour aux soins intensifs [84].

La prise en charge s’avére plus complexe en cas de saignement modéré. Une coagulopathie doit étre
recherchée sur les bilans d’hémostase et corrigée. En cas de bilans normaux ou de persistance du

saignement apres correction de I’hémostase, une reprise chirurgicale est a envisager.
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Nous allons décrire, dans un premier temps, les tests biologiques disponibles pour le monitorage de
I’hémostase. Nous insisterons particulierement sur les tests, dits conventionnels ou classiques,
disponibles dans les laboratoires d’hématologie. Nous évoquerons les tests, dits « au lit du patient »
ou de biologie délocalisée, développés dans le but d’obtenir un résultat rapide en s’affranchissant du
délai de rendu des tests classiques. Puis, dans un second temps, nous verrons les moyens médicaux
de prise en charge du saignement non chirurgical postopératoire et les criteres de leur utilisation
guidés par les tests biologiques conventionnels.

4.3.1 Tests biologiques dans I'évaluation du saignement non chirurgical

4.3.1.1 Tests conventionnels [85,86]

Les tests d’hémostase nécessitent des conditions préanalytiques strictes, un délai avant analyse 1i¢ a

I’acheminement et une centrifugation de quinze minutes.

La majorité des analyses automatisées repose sur un principe chronométrique. Le résultat consiste a
déterminer le temps de coagulation du plasma dans des conditions spécifiques a chaque test.
Plusieurs technologies de détection existent en fonction des fabricants. Celle utilisée dans notre
laboratoire repose sur le principe suivant : une bille magnétique est introduite dans le milieu
réactionnel. La formation du caillot est définie par ’augmentation de la viscosité du mélange,

déterminée par la diminution de 1’amplitude de la bille sous I’effet d’un champ magnétique.

Les résultats au laboratoire sont rendus dans des conditions de qualité optimales (contréle interne et
¢valuation externe de qualit¢, maintenance de 1’équipement, vérification technique et validation
biologique). Pour limiter au maximum le délai de rendu, une concertation entre le service clinique
et le laboratoire est indispensable : analyses disponibles a toute heure, tous les jours, demande

specifique pour prendre en charge le prélévement en urgence...

Nous allons décrire les principaux tests utilisés dans le suivi d’une chirurgie cardiaque.
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e Tests d’hémostase globaux

Le temps de céphaline avec activateur (TCA) et le temps de quick (TQ) permettent d’explorer les
deux voies anciennement admises de la coagulation. Ces voies ont été depuis révoquées mais sont
toujours valables in vitro et permettent d’appliquer une démarche diagnostique : la voie intrinséque
pour le TCA et la voie extrinseque pour le TQ.

- Temps de céphaline avec activateur

Il représente le temps de coagulation a 37°C d’un plasma citraté pauvre en plaquettes apres addition

de phospholipides (céphaline), d’un activateur du systéme contact et de calcium.

Il s’exprime en secondes (valeur normale autour de 32 secondes) ou en ratio par rapport a un temps
témoin (entre 0,8 et 1,20).

Il explore les facteurs du systéme contact (PK, KHPM, facteurs XII, XI), les facteurs VIII, IX, X, Il,
V et le fibrinogeéne. Le test est sensible a la présence d’HNF ou de dose curative d’héparine de bas

poids moléculaire.

-  Temps de quick

Il représente le temps de coagulation a 37°C d’un plasma citraté pauvre en plaquettes apres addition

de facteur tissulaire et de phospholipides (thromboplastine) et de calcium.

Il s’exprime soit en secondes (valeur normale autour de 12s), soit en ratio par rapport & un témoin,
soit en pourcentage de la normale (le taux de prothrombine, valeur normale supérieure a 70%).
Enfin, ’expression en INR (International Normalized Ratio) permet de s’affranchir des différences
de résultats en fonction du type de réactif. L’INR n’est utilisée que pour le suivi d’un traitement par
anti-vitamine K (AVK).
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Le TQ explore les facteurs VII, X, V, Il et le fibrinogéne. En raison de la présence d’un inhibiteur
dans le réactif, le test est insensible a I’héparine. Cependant, en cas de surdosage en héparine,

I’inhibiteur devient inefficace et le test est ininterprétable.

Le TCA et le TQ ne permettent qu’une étude globale de la coagulation. Ils ne rendent pas compte
des troubles in vivo (hypocalcémie, hypothermie, thrombo-pénie/-pathie. De nombreux facteurs
peuvent expliquer leurs perturbations, ce qui rend la corrélation au saignement aléatoire. Ils
représentent, tout de méme, les tests les plus courants et sont donc utiles dans les algorithmes de

décision transfusionnelle.

- Temps de thrombine (TT)

Il représente le temps de coagulation a 37°C d’un plasma citraté pauvre en plaquettes auquel est

ajouté de la thrombine exogéne.
La valeur normale est comprise entre 15 et 20 secondes.

Il permet d’explorer la fibrinoformation et de dépister une anomalie fonctionnelle du fibrinogene. Il

est sensible aux inhibiteurs de la thrombine et donc a la présence d’héparine.

- Dosage du fibrinogéne

Le dosage fonctionnel selon la méthode de Von Clauss est dérivé du temps de thrombine. En
présence d’un exces de thrombine, le temps de coagulation d’un plasma dilué n’est fonction que de

I’activité du fibrinogeéne.

Le taux varie entre 2 et 4 g/L.
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- Dosage des facteurs I, X, et V

Le dosage différentiel de ces facteurs est dérivé de la détermination du temps de Quick. On calcule
le temps de coagulation d’un plasma ou tous les facteurs sont présents, excepté celui a doser. Ce

temps est alors directement proportionnel a I’activité du facteur que 1’on veut doser.

Le résultat s’exprime en % de la normale (valeurs normale entre 80 et 120%)

- PDF et D-diméres

Les PDF sont déterminés par des techniques manuelles semi-quantitatives d’agglutination de
microparticules de latex sensibilisées par des anticorps anti-PDF ou par des techniques basées sur le

principe ELISA (Ezyme-Linked Immunosorbent Assay).

Les DDi peuvent étre déterminés par des méthodes manuelles semi-quantitatives d’agglutination ou

par des méthodes automatisées quantitatives.

- Numération et fonction plaquettaire

Le taux de plaquettes est obtenu rapidement sur les automates de cytologie. Les techniques actuelles

permettent de rendre des résultats fiables.

L’étude des fonctions plaquettaires (test d’agrégation, cytométrie) est longue et non adaptée a

’urgence.

- Dosage des monomeres de fibrine

Les méthodes qualitatives (test a 1’éthanol) ou semi-quantitatives (agglutination) sont
principalement utilisées comme marqueur de génération de thrombine en cas de coagulation

intravasculaire disséminée.

Certaines études ont montré une relation entre 1’augmentation du taux de monomeres de fibrine et
les pertes sanguines ou le besoin transfusionnel [87-90]. Le dosage quantitatif permet de rendre un
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résultat fiable et rapide. L’ intérét de cette nouvelle méthode de dosage des FM est évaluée dans ce

travail.

4.3.1.2 Tests non conventionnels

Les tests non conventionnels comprennent, en partie, les tests, dits de biologie délocalisée,
développés pour s’affranchir des contraintes du laboratoire. Ils permettent de répondre aux attentes
du service clinique en terme de rapidité de délai de rendu des résultats dans un contexte d’urgence.
Dans le cadre de la chirurgie cardiaque, I’objectif est de pouvoir diagnostiquer et de surveiller sous
traitement un trouble de ’hémostase. La surveillance de 1’anticoagulation par héparine [91] par
biologie délocalisée pendant la CEC est devenue une pratique de routine. D’autres tests se sont

développés pour pouvoir adapter rapidement la prise en charge du patient lors de saignement.

Le gain de temps provient de ’absence de délai d’acheminement, de centrifugation (analyse sur
sang total) et de rendu des résultats. La plupart de ces tests peuvent étre effectués sur prélevement
capillaire, réduisant la quantité de sang nécessaire.

Les tests, en dehors de la surveillance de 1’anticoagulation pendant la CEC, sont aujourd’hui encore
peu représentés en France. Leur implantation nécessite une concertation forte entre le service
clinique et le laboratoire, avec signature d’une convention. En effet, tout acte de biologie effectué
dans un établissement est sous la responsabilité du laboratoire et doit remplir les critéres de la
norme NF EN ISO 22870 [92]. Le biologiste doit évaluer le choix technique des équipements,
assurer la mise en place, la formation du personnel, le suivi des contréles de qualité, la gestion des
consommables et des réactifs et la validation des résultats. L’organisation doit répondre aux
exigences de la norme NF EN ISO 22870. Il s’ajoute les problemes de codt, de la disponibilité du
personnel soignant pour cette nouvelle activité, de la fiabilité des résultats vis-a-vis des tests
classiques et de la validation de recommandation de seuils décisionnels. Devant ce contexte
restrictif, il est @ noter que ces appareils peuvent étre maintenus dans le laboratoire d’hématologie,

tout en apportant un gain de temps par rapport aux tests conventionnels.

Nous allons décrire les principaux tests disponibles.
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e Surveillance de I’anticoagulation par héparine [91]

L’HNF est I’anticoagulant de choix lors de la CEC. Une surveillance biologique est indispensable
pour vérifier que les doses soient suffisantes pour maintenir 1’anticoagulation, détecter une
éventuelle résistance a I’héparine, et que la neutralisation par la protamine en fin de CEC ait bien

¢été efficace. Les protocoles d’administration et de surveillance varient en fonction des centres.

Le test de reférence est la détermination de 1’héparinémie par la mesure de 1’activité anti-Xa au
laboratoire. En raison du délai d’obtention du résultat et de la nécessité de suivre 1’anticoagulation

régulierement, le test a été supplanté par des tests de biologie delocalisée.

La mesure de I’ Activated Clotting Time (ACT) est la technique la plus utilisée [93,94]. Il représente
le temps de coagulation d’un échantillon de sang total a 37°C recalcifié en présence d’un activateur
de la voie intrinseque (kaolin, célite). Plusieurs appareils automatisés, facilement utilisables au bloc
opératoire, existent. Les mesures d’ACT sont généralement effectuées avant la premiére injection
d’HNF (ACT de référence), cing minutes aprés 1’administration d’HNF puis toutes les trente
minutes pendant la CEC. Les doses d’HNF sont adaptées pour maintenir I’ACT autour de 400
secondes. Un dernier ACT est réalisé apres 1’administration de protamine pour évaluer la nécessité

d’une nouvelle injection de cette molécule en cas de neutralisation insuffisante.

La mesure d’ACT peut étre perturbée par I’hypothermie, 1’hémodilution, la baisse de 1’hématocrite
ou du taux de plaquettes.

Il existe d’autres méthodes de biologie délocalisée de suivi de I’anticoagulation.

La mesure de 1’héparinémie (Hepcon® Medtronic®) sur sang total évalue I’activité anti-lla par une
méthode de titration a la protamine. Le résultat est exprimé en UI/L. L’inconvénient majeur est

I’absence de valeurs cibles définies et bien codifiées pour I’interprétation de ces tests.

D’autres techniques existent mais sont peu développées (High thrombin time®, Heparin

management test®)
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e TCAet TQ délocalisés (Coagucheck®, INR ratio®...)

Ces tests ont été congus au départ pour le suivi de I’'INR des patients sur sang total. Les études
réalisées avec ces appareils sont contradictoires quant a leur corrélation avec les tests

conventionnels et leur efficacité en situation d’hémorragie postopératoire [95,96].

e Etudes des fonctions plaquettaires

Nous avons vu que 1’étude des fonctions plaquettaires représenterait un intérét dans 1’identification

des causes de saignement postopératoire.

Des appareils pourraient avoir un intérét comme le PFA 200® (Dade Behring®) [97] ou le
VerifyNow® (Accumetrics®) [98,99], mais leur utilisation dans la prise en charge postopératoire du

saignement apres chirurgie cardiaque n’est pas clairement établie.

e Thromboélastographie

La thromboélastographie (TEG) connait un regain d’intérét depuis un certain nombre d’années dans
I’exploration des hémorragies. La technique est connue depuis 1948. Apres une période d’oubli, les
appareils de nouvelles générations (TEG rotatif comme le Rotem®) offrent des performances
analytiques et des conditions d’utilisations améliorées (plus maniable, miniaturisé, informatis¢)
[96]. La technique permet une analyse de la coagulation globale sur sang total. Elle analyse la
coagulation, non seulement en déterminant l'initiation et I'achevement de la formation du caillot,
mais aussi en analysant en continu la fermeté du caillot pendant sa formation et la lyse qui suit.
Certaines études montrent un intérét du TEG dans la prise en charge du saignement avec une

réduction des pertes sanguines et des transfusions [100,101].

Le codt élevé (la plupart des appareils sont en prét), la nécessité d’appréhender un systéme différent
des techniques habituelles d’hémostase, 1’absence de recommandations sur D’interprétation des
seuils dans la stratégie transfusionnelle, ainsi qu’une collaboration étroite indispensable entre le

service et le laboratoire, freinent encore I’implantation du systéme.
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Il est a noter qu’un autre test ancien et réactualisé connait un intérét potentiel dans la chirurgie
cardiaque : la thrombinographie [102]. La technique explore, par fluorimétrie, la génération de
thrombine, en reproduisant plus fidélement que les tests conventionnels les conditions in vivo (par

exemple en diminuant la quantité de facteurs exogénes permettant d’activer la réaction).

Le test permet, en particulier, d’obtenir le temps de génération de thrombine totale pendant un
temps donné. 1l apprécie donc la cinétique de formation du facteur dans des conditions proches de
celles in vivo. Les applications dans la chirurgie cardiaque sont a définir [103]. La technique n’est

actuellement pas standardisée ni automatisée.

4.3.1.3 Monitorage de I'hémostase au CHU de Limoges

Les tests actuellement utilisés au CHU de Limoges pour suivre I’état de 1’hémostase au cours d’une

chirurgie cardiaque sont les suivants :

e Bilan préopératoire

Le bilan d’hémostase préopératoire est réalisé au laboratoire sur les automates STA-R®(Diagnostica

Stago®). 1l comprend I’analyse du TCA et du TQ.

e Bilan peropératoire

Les mesures d’ACT sont réalisées au bloc opératoire avant I’injection d’héparine au début de la
CEC jusqu’a la neutralisation par la Protamine. Pour I’instant, cette analyse n’est pas réalisée sous
la responsabilité du laboratoire. Celle-ci devra étre effectuée selon les conditions de la norme NF
EN 1SO 22870 avant le 1* novembre 2016.

Une numération sanguine est adressée au laboratoire pendant 1’intervention. Elle permet d’obtenir

les taux d’hématocrite, d’hémoglobine et de plaquettes.
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e Bilans postopératoires

Deux ou trois bilans d’hémostase postopératoires systématiques sont réalisés au laboratoire dans les
heures suivant 1’admission aux soins intensifs de réanimation du service de CTCV. La demande est
specifique par le terme « CEC JO » . Elle comprend : TCA, TQ, TT, taux de fibrinogene, taux des
facteurs I1, X, V, taux de D-dimeres, test a 1’éthanol.

Le bilan, le jour suivant, est dénommé « CEC J1 ». Il comprend les mémes paramétres. Cependant,
les facteurs Il, X, V ne sont réalisés qu’en cas de TP abaissé ; le dosage des DDi et le test a

1’éthanol seulement en cas de facteurs abaissés et/ou d’un taux de fibrinogeéne bas.

Le nombre de bilans CEC JO et J1 peut varier en fonction de I’état clinique du patient.

4.3.2 Utilisation des tests biologiques conventionnels dans la prise en charge
du saignement postopératoire non chirurgical

4.3.2.1 Thérapeutiques préventives

Plusieurs facteurs de risque de saignement postopératoire ont été identifiés [104-106] :

I’age

- une numération préopératoire de globule rouge basse (anémie et/ou faible masse corporelle)
- le type d’intervention (chirurgie complexe)

- une réopération,

- ladurée de laCEC

- Iutilisation de médicaments antiagrégants et/ou anticoagulants préopératoires.

Un score a été propose pour évaluer le risque de saignement préopératoire [107]. Cependant, bien
que ces patients soient les plus a risque hémorragique, aucune recommandation n’existe sur

1I’approche particuliére a effectuer dans ce contexte.
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Certains tests biologiques préopératoires permettent de dépister des situations a risque

hémorragique, pouvant alors étre prévenues par une prise en charge adaptée.

Le bilan d’hémostase préopératoire (TCA, TP) permet de dépister certaines anomalies congeénitales
(déficit en facteurs de la coagulation dont 1’hémophilie [108]). Il détecte également le degré
d’anticoagulation par AVK. En cas d’INR ¢élevé , un traitement par vitamine K ou I’administration
de concentré de complexe prothrombinique [109] pourra étre utilisé en fonction de ’urgence de

I’opération.

Les médicaments antiagrégants sont plus ou moins associés a un risque hémorragique. En raison de
résultats contradictoires dans leurs contributions au saignement postopératoire, les AINS dont
I’acide acétylsalicylique sont le plus souvent maintenus [110,111]. Les inhibiteurs de la Gplibllla
sont arrétés cinqg a sept jours avant I’intervention [112,113]. Un contréle des fonctions plaquettaires
avant Dintervention, pour les patients sous antiagrégant, par un test comme le Verify Now® a

montré un intérét dans la réduction du saignement [99].

D’autres mesures préventives peuvent étre prises, indépendamment du résultat des tests

biologiques :
- limiter la durée de CEC
- réduire la surface du circuit
- utiliser les circuits les plus biocompatibles
- utiliser un antifibrinolytique en début de procédure

I’acide tranexamique est le seul antifibrinolytique actuellement utilisé en France. Il a montré
son intérét dans la réduction des pertes sanguines [114,115]. L’aprotinine n’est plus

recommandé en raison de la survenue d’effets indésirables (toxicité rénale, allergie) [116].
- bonne hémostase chirurgicale
- adopter des mesures de récupération du sang périopératoire

- normaliser la température, la calcémie et I’équilibre acide/base.
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4.3.2.2 Thérapeutiques curatives

La perturbation des tests biologiques postopératoires n’est pas toujours corrélée a la survenue d’un
saignement [117]. Une altération du bilan biologique, sans retentissement clinique, n’est donc pas

prise en charge.

Le traitement du saignement non chirurgical comprenait empiriquement la transfusion importante
de produits sanguins sans critéres biologiques définis. Ces méthodes sont associées a la survenue de
nombreux effets indésirables en terme de morbidité (infections, réactions immunologiques) et de
cott. Afin d’optimiser la prise en charge, des algorithmes décisionnels [43,62] de certains centres et
des recommandations ont été publiés [118-121], utilisant des tests conventionnels d’hémostase
comme critéres de décision. Les taux d’hématocrite, d’hémoglobine et plaquettaire sont les
parametres les plus rapidement disponibles au laboratoire. Ils représentent donc des criteres utiles

d’urgence dans la décision thérapeutique.

Par ailleurs, des algorithmes prenant en compte les tests au lit du patient se sont développés ces
derniéres années, afin de pouvoir répondre au contexte d’urgence. Nous ne les développerons pas.
Les résultats sont contradictoires. Certaines études retrouvent un intérét par rapport aux tests
conventionnels [101,122,123], d’autres non [124,125].

Nous allons voir les différents moyens disponibles (transfusionnels ou non) et ’apport des tests
biologiques dans leur utilisation.

e Taux d’hémoglobine dans la stratégie transfusionnelle des concentrés de globules rouges
(CGR) [118,121]

La transfusion de CGR, en paralléle de la correction de la volémie par des colloides ou cristalloides,
a pour but d’assurer la volémie et 1I’oxygénation du patient. De plus, les globules rouges participent
au bon déroulement de I’hémostase. Ils assurent une viscosité permettant la margination des
plaquettes au plus prés d’une éventuelle bréche vasculaire et favorisent I’agrégation plaquettaire et

la coagulation.

La notion de seuil transfusionnel est critiqué, car la transfusion est une décision complexe, dans

laguelle intervient notamment, outre le taux d’hémoglobine, la réserve cardiaque, 1’estimation de la
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vitesse du saignement, la tolérance clinique. Toutefois, la notion selon laquelle il n’existe
pratiquement pas de situation nécessitant un taux supérieur a 10 g/dl n’est pas remise en cause. Un
seuil de l'ordre de 7 g/dl est généralement admis au cours de 1’anesthésie des sujets sans

antécédents cardiovasculaires.

Pour les patients ayant de tels antécédents, il existe une discussion entre 7 et 10 g/dl, mais Il
n’existe pas de bénéfice démontré pour des taux supérieurs a 9 g/dl, seuil qui est donc recommandé,
sauf évidence clinique contraire. Il apparait raisonnable de conserver le seuil de 10 g/dl dans les cas

de pathologie cardiagque avérée et menacante.

En résumé , avec toutes les réserves que la notion de seuil impose, les seuils suivants sont retenus :
- 7 g/dl chez les personnes sans antécédents particuliers ;

- 8-9 g/dl chez les personnes ayant des antécédents cardiovasculaires ;

- 10 g/dl chez les personnes ne tolérant pas cliniquement les taux inferieurs ou atteintes
d’insuffisance coronaire aigu ou d’insuffisance cardiaque avérée et chez les patients victimes de

traumatisme cranien a la phase aigué.

e Numération plaquettaire et transfusion plaquettaire [119,121]

Les plaquettes sont principalement suivies par leur numération, les délais d’étude des fonctions

plaquettaires n’étant pas compatibles avec 1’urgence.

Les recommandations francaises [119] déterminent le seuil transfusionnel curatif en chirurgie
cardiaque a 100 G/L en cas de saignement microvasculaire, voire a 50 G/L en ’absence de trouble

de la coagulation associé.

e Plasma frais congelé et tests d’hémostase [120,121,126]

Le plasma frais congelé (PFC) permet d’apporter les éléments nécessaires au processus
d’hémostase. En raison de prescriptions pendant longtemps inadaptées (utilisation comme solution

de remplissage) et des risques d’effets secondaires élevés (infections), les recommandations
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frangaises [120] limitent son utilisation aux seules situations associant saignement et troubles

biologiques documentés de la coagulation.

Dans le cadre de la chirurgie cardiaque, I’administration de PFC est envisagée aprés correction des
troubles hémorragipares (neutralisation correcte de 1’héparine, normothermie, taux d’hématocrite
supérieur a 30% et numération plaquettaire supérieure & 50 G/L), persistance du saignement et

présence des troubles de ’hémostase suivants :
- TP et/ou facteurs de la coagulation inférieurs a 40%
ou
- TCA M/T supérieur a 1,8
ou
- Fibrinogéne inférieur a 1 g/L.
Une évaluation biologique de I’efficacité de la transfusion est indispensable.

Une administration par anticipation en urgence peut étre justifiee seulement en cas de perte massive
et persistante (supérieure a une masse sanguine). Le plus souvent, il y prescription conjointe de

CGR et de PFC selon un rapport 1/1 L’évaluation biologique reste nécessaire a posteriori.

e Stratégie d’épargne sanguine

Une stratégie d’épargne sanguine est nécessaire, en paralléle, pour limiter les besoins en produits

sanguins et les risques associés.

En plus des actions préventives que nous avons vues, des moyens medicaux non transfusionnels
peuvent étre utilisés pour traiter un saignement postopératoire. Pour certains, la décision peut étre

guidée par les tests d’hémostase :

- Administration de protamine [127]

En fin de CEC, les doses de protamine sont calculées selon les doses d’héparine administrées
pendant I’intervention. Une quantité supplémentaire de protamine peut étre administrée a nouveau

en cas de persistance du saignement..
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Un allongement de ’ACT ou du temps de thrombine peut témoigner d’une neutralisation

incompléte et d’un besoin supplémentaire en protamine.

- Administration de fibrinogéne

Des taux bas de fibrinogéne sont associés au saignement. Plusieurs études ont montré 1’intérét d une
administration postopératoire dans la réduction du saignement et des besoins transfusionnels
[128,129].

Il n’existe pas de recommandations strictes. On considere que des taux inférieurs a 0,8-1g/L

devraient étre corrigés [130].

- Antifibrinolytigue et marqueurs de fibrinolyse

L’utilisation d’antifibrinolytique de maniére curative peut étre envisagée mais n’est pas beaucoup
documentée. Certaines études ont tout de méme proposé une utilisation des marqueurs de
fibrinolyse comme critéres d’utilisation de cette thérapeutique [43]. Un risque thrombotique doit

étre pris en compte au moment de 1’administration.

D’autres thérapeutiques ont été étudiées dans D’amélioration du saignement et besoins
transfusionnels sans qu’il n’y ait de recommandation particuliére. Elles sont utilisées en cas de

saignement réfractaire a la prise en charge classique.

- Administration de Facteur VII recombinant (rFVII)

Le rFVII (Novoseven®), initialement utilisé chez les patients hémophiles porteurs d’un inhibiteur, a
vu son extension d’utilisation. Ainsi, la molécule a montré un intérét dans la réduction du
saignement et des besoins transfusionnels en chirurgie cardiaque [131]. Un protocole est propose
hors-AMM [132] en cas de saignement réfractaire postopératoire.
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Il comprend les étapes suivantes :

transfusion de plaquettes

vérification des facteurs de la coagulation

reprise chirurgicale

NovoSeven® & envisager si le patient continue de saigner.

- Concentré de facteurs XIlI

Ce facteur intervient dans la stabilisation du caillot de fibrine. Tout comme les autres facteurs de la
coagulation, il est abaissé au cours de la CEC [133,134]. Il n’est pas exploré par les tests globaux
d’hémostase. Sa détermination n’est donc pas effectuée en routine. Cependant, des études ont
montré la relation entre le taux abaissé du facteur et les pertes sanguines. Des études sont en cours
pour évaluer l’intérét d’une substitution par ce facteur dans le traitement du saignement

postopératoire en cas d’échec des thérapeutiques classiques [135].

11 est intéressant de noter qu’une relation est établie entre le déficit en facteur XIII, I’augmentation
des monomeres de fibrine et le saignement postopératoire apres chirurgie cardiaque. L hypothese
est qu’en présence d’un taux insuffisant de facteur XIII, la stabilisation des monomeéres de fibrine
ne peut avoir lieu. Ces derniers s’accumulent sans que le caillot ne se forme, ce qui est a I’origine

du saignement [88].

- Desmopressine

La desmopressine permet le relargage par les cellules endothéliales de VWF, de facteur VIII et tPA.
Son utilisation est possible en cas de saignement réfractaire [136] mais reste exceptionnelle.
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DEUXIEME PARTIE : ETUDES EXPERIMENTALES
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1.MATERIELS ET METHODES

1.1 Etude de vérification de la méthode

Le travail a fait ’objet d’'une communication sous forme de poster au congrés du Groupe d’Etude

sur I’Hémostase et la Thrombose (GEHT) de Clermont-Ferrand les 6 et 7 octobre 2011 (annexe 3).

1.1.1 Matériels

Les analyses ont été réalisées a partir du reliquat des tubes de patients ayant un bilan d’hémostase
réalisé dans notre laboratoire ou & partir des CIQ du coffret STA® Liatest® FM control (Diagnostica
Stago®). Les prélévements des patients ont été effectués sur des tubes contenant du citrate de
sodium (BD Vacutainer® avec citrate de sodium 0,129M). Les dosages ont été réalisés a partir

d’échantillons frais ou aprés congélation & -20°C. IIs n’ont pas été conservés apres analyse.
Le dosage des FM a été effectué a I’aide du coffret STA® Liatest® FM (Diagnostica Stago®).

L’étude a été réalisée sur les trois automates STA-R® Evolution 3503, 2671 et 2719 du laboratoire.
L’automate 3503 est 1’automate principal sur lequel sera effectué le dosage en routine ; les
automates 2671 et 2719 seront utilisés en cas de panne. Les calibrations ont été realisees a I’aide du
kit STA® Liatest® FM Calibrator (Diagnostica Stago®).

1.1.2 Méthodes

Le Cofrac a publié des documents a destination des laboratoires de biologie médicale. Ils sont une
aide pour appréhender 1’ensemble du processus d’accréditation en apportant des informations et
recommandations reconnues par cet organisme comme appropriées pour répondre aux exigences de
la norme NF EN 1SO 15189.
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Pour réaliser la vérification de methode, nous nous sommes basés en particulier sur les guides
technique d’accréditation LAB GTA 04 (valable jusqu’a avril 2011) et SH GTA 04 (valable a partir
d’avril 2011).

Ils définissent les recommandations sur 1’organisation générale, les informations a connaitre, les
critéres de performance a analyser et leurs modes de calculs pour réaliser une Vérification/validation
des méthodes en biologie médicale. lls précisent, en particulier, les différentes étapes avant de

réaliser les analyses de la vérification.

La premiére étape consiste a effectuer une revue bibliographique concernant le paramétre a vérifier.
Nous nous sommes appuyés sur des documents relatifs aux principes de la méthode, a des études
dans certaines pathologies et a des évaluations des performances techniques.

La deuxiéme étape consiste a déterminer les critéres de performance a évaluer. Le guide les définit
en fonction du type méthode (quantitatif ou qualitatif) et en fonction du type de « flexibilité » de la
méthode. Une méthode est de portée flexible standard A dite adoptée lorsqu’elle correspond a un
dispositif médical de diagnostic in vitro (DM-DIV) marqué « CE ». Ce marquage signifie que le
dispositif commercialisé a prouvé sa conformité aux exigences européennes et francaises avant
commercialisation. Une méthode est de portée flexible étendue B lorsque le LBM développe une
méthode interne ou adapte une méthode fournisseur en ne respectant pas formellement les
recommandations du fabricant et en ajustant certains parametres (volume de réaction, stabilité des
réactifs...). On parle de vérification sur site des performances pour une méthode adoptée et de

validation des performances pour une méthode adaptée ou développée.

La méthode de dosage STA® Liatest® FM est une méthode quantitative issue d’un DM-DIV marqué
« CE ». La Vérification consiste donc & documenter, par bibliographie, les paramétres définis par le
SH GTA 04 (figure 11). Nous devons egalement, pour certains d’entre eux, Vérifier par analyses

que les performances annoncées sont retrouvees dans les conditions de notre laboratoire.
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Veérification sur Validation
PARAMETRES A VERIFIER o q . N
ET/OU A CONNAITRE Bibliographie Porté 5(2: A Portée de type B
Spécificité analytique Oui Non Owr
intermédiaire) _
Justesse (approche de la) Oui Otgbg;i‘gue Ow
Intervalle de mesure f :
(Limite de quantification et limites Oui A. venﬁe; S{: Oui
de lindarité) necessaire
Incertitudes/facteurs de . . p
variabilité et évaluation Oui Oul Oui
- Oui, pourfes
Contamination entre . = p
échantillons (sl y a lisu) Oui pgg’;};ﬁs Oui
Stabilité réactifs (aprés . .
ouverture, embargués) Oui Non Our
Robustesse Mo MNon s besoin
Interférences (iipsmie, e -
hémoglobine plasmatigue, Oui a.venﬁer St Oui
bilirubine, médicaments) necessaire
Intervalle de référence « ex- Oui a verfier dés que Oui & établir
va.feurs_nonnafas » possible, si justifié
%?ﬁ‘ggﬁ:;: Ouwi (si existe) MNon Oui (si possible)
Comparaison aves-méethode
déja utilisée au LBM ou autre C e o . : :
miéthode o L BM (appareil en Oui (51 existe) Oui (si possible) O
miroir EBMD)®
Analyse des discordances ’ Oui Oui Ouw
Le dassier doit conclure sur I'avis d'aptitude® de la méthode ou du systéme analytique.

Figure 11 : Criteres de performance lors d'une vérification/validation de méthode quantitative
selon le guide SH GTA 04

Comme le préconise le guide, nous avons étudié uniquement par bibliographie les parameétres
suivants : la spécificité analytique, 1’intervalle de mesure, les interférences et la stabilité des

réactifs.

Les paramétres a vérifier a la fois par bibliographie et par analyse sur site ont été : la fidélité,
I’approche de la justesse, 1’évaluation de [D’incertitude de mesure, la contamination entre
échantillons, I’intervalle de référence, une comparaison avec I’ancienne méthode de détection des
FM et une comparaison entre nos trois automates. Les principes méthodologiques permettant de
verifier les criteres de performance sont basés sur les recommandations du guide et nous allons les

décrire.
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e Etude de fidélité (Répétablilté et Fidélité intermédiaire)

La repétabilité a été réalisée sur deux niveaux de concentrations différents : un niveau bas et un
niveau haut obtenus par mélange de plusieurs plasmas de patients. Chaque niveau a été analysé
vingt fois de suite sur Pautomate STA-R® 3503 et quinze fois de suite sur les deux autres automates
STA-R® 2671 et 2719. L’effectif a été réduit sur les deux automates de secours en raison du colt

élevé des réactifs.

La fidélité intermédiaire ou reproductibilité a été réalisée en analysant les résultats des CIQ
quotidiens. Il existe deux niveaux (un bas et un haut), dosés deux fois par jour pendant quinze jours

pour obtenir trente déterminations par automate.

L’exploitation des résultats des deux études de fidélité a consisté a calculer, pour chaque niveau, sur

chaque automate, le coefficient de variation (CV) selon la formule :
S
CV (%)=—x100
m

«m » la moyenne des valeurs obtenues en pg/mL

« S » [’écart-type en pg/mL

Les CV calculés ont été comparés aux CV limites admissibles préalablement établis.
e Contamination entre échantillons

Le SH GTA 04, le plus récent, est le seul document faisant foi. Cependant, nous avons conservé une
méthode de calcul provenant du LAB GTA 04 concernant 1’évaluation de la contamination inter-
échantillons pour les automates de secours 2671 et 2719 ; les tests ayant été réalisés avant la
parution du SH GTA 04 et nous n’avons pas jugé nécessaire de suivre les nouvelles

recommandations de calcul.

Selon le SH GTA 04, le test de contamination consiste a analyser trois fois consécutivement un

échantillon a valeur élevée (H1, H2, H3, de moyenne mH) puis trois fois de suite un échantillon a
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valeur basse (B1, B2, B3). Cette séquence est répétée cing fois permettant d’obtenir la moyenne des
B1 (mB1) et celle des B3 (mB3).

L’exploitation des résultats consiste a vérifier que les moyennes Bl et B3 ne différent pas
significativement a 1’aide d’un test t de Student avec calcul de p. Une différence significative est
observée en cas de p inférieure a 0,05. La contamination est ensuite calculée a I’aide de la formule

suivante :

(mB1-mB3)
(mH-mB3) X

Contamination (%) selon SH GTA 04 = 100

Le guide LAB GTA 04 ne recommandait la réalisation que d’une seule séquence H1, H2, H3 (de

moyenne mH) B1, B2, B3. Le calcul était effectué selon la formule suivante :

o B1-B3
Contamination (%) selon LAB GTA 04 = W x 100

Les échantillons sont obtenus par mélange de plasmas de patients.

Les résultats des tests de contamination sont comparés aux limites fixées préalablement.

e Incertitudes/Facteurs de variabilité

Concernant ce critere de performance, le guide SH GTA 04 renvoie au guide SH GTA 14 : « guide

technique d’accréditation pour I’évaluation des incertitudes de mesure en biologie médicale ».

Nous avons, dans un premier temps, analysé le processus de mesure pré-analytique et analytique.
Pour cela, nous avons réalisé pour chague phase, un diagramme des 5M, ou nous avons identifié et
regroupé en cinq grandes catégories (Moyen, Milieu, Méthode, Main d’ceuvre, Matiére) les

principaux facteurs de variabilité pouvant influencer le résultat. Chaque facteur a été pondéré selon
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une estimation de son influence relative. Les moyens mis en ceuvre pour les maitriser ont été

décrits.

Le guide propose ensuite quatre méthodes différentes pour évaluer quantitativement I’incertitude de
mesure. La premiere est la méthode « GUM », méthode de référence reconnue internationalement.
Cependant, cette démarche est complexe, nécessitant de connaitre le modéle physico-chimique de la
technique et d’avoir modélisé statistiquement 1’ensemble des facteurs de variabilité. Or, I’ensemble
des composantes en biologie médicale est difficile a obtenir et rend cette méthode peu applicable
dans notre discipline. C’est pour cela que trois autres méthodes sont proposées, plus simples
d’accés. La premiere, nécessite 1’existence d’un matériau de référence. La deuxiéme, requiert
I’exploitation de comparaison inter-laboratoires soit par recueil et comparaison des données des
CIQ d’un méme lot, soit a 1’aide d’un échantillon de contréle de valeur inconnue dans le cadre
d’une évaluation externe de la qualit¢ (EEQ). En 1’absence de 1’existence actuelle de tous ces

parametres, I’incertitude de mesure ne peut étre évaluée.

e Approche de la justesse

L’¢évaluation de la justesse nécessite, de la méme fagon que pour I’incertitude de mesure, I’existence

de programmes de comparaison inter-laboratoires soit par externalisation des CIQ, soit par EEQ.

e Intervalle de référence

Nous avons voulu vérifié les données du fournisseur. Pour cela, nous avons dosé trente-deux
plasmas humains présumés normaux. Les criteres de sélection ont été : prélévements provenant du
service des urgences, hémostase normale (TCA, TP et taux de fibrinogéne normaux), absence de

pathologie pouvant interférer avec I’hémostase.
Les dosages ont été effectués sur I’automate 3503.

Les valeurs inférieures a 5 pg/mL ont été considérées égales a 5 pg/mL.
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Apres calcul de la moyenne « m » et de 1’écart-type « s », nous avons éliminé les valeurs aberrantes
supérieures a [m+2s] ou inférieurs & [m-2s]. Nous avons ensuite calculé la moyenne tronquée « m; »

et I’écart-type tronqué « s ». Les valeurs de référence sont comprises dans ’intervalle :

[Me-2s¢ ;Me+2s¢]

e Comparaison de la méthode entre les différents automates du laboratoire

Nous avons comparé les résultats du dosage du paramétre de trente-deux échantillons différents
entre I’automate principal STA-R® 3503 (X,) et les deux autres automates STA-R® 2671 et 2719
(Yn et Y’n). « n» représente le rang de mesure de chaque valeur. Les prélevements de patients ont
¢té sélectionnés pour couvrir I’ensemble du domaine de mesure de la méthode (de 5 a 150 pg/mL).
L’analyse des échantillons frais ou aprés congélation a été effectuée sur les trois automates dans le

délai le plus court possible.

Nous avons représenté graphiguement X, en fonction respectivement de Y, et Y’, et calculé les
équations des droites de régression, respectivement Y=aX+b et Y’=a’X+b’ avec a ; a’ les pentes et

b ; b’ les ordonnées a I’origine.

Nous avons calculé les différences X, - Y, et X, - Y’y et les rapports X./Y, et Xp/Y’, puis représenté
graphiguement X,- Y, puis X,-Y’, en fonction de X ainsi que X,/Y, puis X,/Y’, en fonction de X.

Nous avons reporté sur le diagramme des différences, les limites de suivi selon la formule :

Limites de suivi = +/- /(36 FI automate 1)? + (30FI automate 2)>

or - ’écart-type de la fidélité intermédiaire obtenue a partir des CI1Q

Les valeurs de a et a’ ainsi que b et b’ sont comparées aux limites fixées. Nous vérifions I’absence
de discordance sur les diagrammes de différences (en particulier I’absence de valeurs en dehors de

la limite de suivi) et les diagrammes des rapports.
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e Intervalle de Mesure

L’intervalle de mesure est déterminé d’une part par la limite de quantification et d’autre part par la

limite supérieure de linéarité. Ces données sont verifiées uniquement par bibliographie.

e Stabilité des réactifs

La stabilité des réactifs est vérifiée uniquement par bibliographie.

e Interférence-Spécificité analytique

Les interférences sont vérifiées uniqguement par bibliographie.

Avant d’analyser I’ensemble des critéres de performance que nous venons de définir, nous avons
déterminé les limites d’acceptabilité de chaque paramétre Vérifié sur site (tableau I1). Celles-ci ont
été définies par analyse bibliographique en fonction des performances établies par le fournisseur et
par d’autres laboratoire ainsi que de I’utilisation et de I’interprétation qui sera faite du parameétre
dans le cadre d’un diagnostic de CIVD. Nous retenons en particulier que le paramétre doit étre
répété dans le temps et évalué en fonction de la clinique et des autres paramétres biologiques

pertinents.

Tableau Il : Limites d'acceptabilité des criteres de performance vérifiés sur site

Limites d’acceptabilité

Niveau bas Niveau haut
Fidélité (CV%)
8 5
Contamination (%) +/-3
pente Ordonnée a I’origine
Corrélation

0,9-1,1 proche de 0
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Les résultats ont été inscrits informatiquement dans le tableur excel® de validation/vérification de
méthode commun a I’ensemble du laboratoire de p6le de biologie-hygiene du CHU de Limoges
(annexe 5). Nous avons participé a sa finalisation au cours de ce travail. Ce fichier reprend les
informations et les méthodes de calculs proposées par le SH GTA 04 ainsi que le modele possible
de présentation des résultats de la vérification/validation de méthode a fournir a ’organisme
accréditeur selon le formulaire SH Form 43 : « Fiche type quantitatif - Vérification (portée A) /
Validation (portée B) d'une méthode de biologie médicale ».

1.2 Etude prospective observationnelle

1.2.1 Population étudiée

Les patients adultes nécessitant une chirurgie cardiaque avec CEC ont été inclus. Les interventions
en urgence, greffe cardiaque, reprise chirurgicale précoce, assistance implantable et les patients

sous tutelle ou curatelle n’étaient pas éligibles.

1.2.2 Déroulement de l'intervention

L’anesthésie était effectuée selon un protocole d’Anesthésie Intra-Veineuse a Objectif de
Concentration (AIVOC) a base de propofol et remifentanil [137,138]. Certains patients ont regu, en

plus, de la Ketamine ou un préconditionnement halogéné.
Le choix des composants du circuit de CEC était a la discrétion du perfusionniste.

En fin d’intervention, la fermeture sternale était effectuée apreés placement de plusieurs drains

thoraciques : rétrosternaux, pleuraux, péricardiques et dans certains cas sous-cutanés.
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1.2.3 Recueil des données cliniques

Les données recueillies ont compris :

e les caractéristiques préopératoires :

I’age

le sexe

le poids

le score de risque de mortalité postopératoire Euroscore 11® [139]

e les données peropératoires :

- le type de chirurgie : nous avons distingué les interventions coronaires
simples, les interventions valvulaires simples et les interventions complexes

(plus d’une procédure)
- ladurée de laCEC
- le débit maximum de la pompe artérielle de CEC
- la dose totale d’héparine
- la nature et la quantité des transfusions

- le volume de récupération de sang peropératoire et réinjecté au patient par la

technique Cell Saver®

e les données postopératoires :

- le volume et le débit du saignement postopératoire des drains thoraciques : a
I’arrivée aux soins intensifs, a une heure, a trois heures, a six heures, a douze

heures, a vingt-quatre heures et a quarante-huit heures
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- la nature et la quantité des transfusions pendant les premiéres quarante-huit

heures
- la date d’ablation des drains
- la durée de séjour aux soins intensifs

- les reprises chirurgicales éventuelles pour saignement et leurs causes

identifiées

- le déces éventuel.

1.2.4 Recueil des données biologiques

Les analyses recueillies sont présentées dans le tableau Il1.

Tableau 111 : Récapitulatif du recueil biologique (étude observationnelle)
Bilan Bilan pendant Bilans Bilans
Préopératoire | I'intervention Postopératoires JO Postopératoires J1
TCA v v v v
TP v v v v
Fibrinogene v v 4
TT v v
Facteur 11 v Si besoin
Facteur X v Si besoin
Facteur V v Si besoin
D-dimeres v Si besoin
Test a I’éthanol v Si besoin
Monomeres de fibrine v v v v
Hémoglobine v 4
Hématocrite v v
Plaquette v v

Le dosage des FM a été ajouté aux prélevements pré et postopératoires réalisés systématiquement
au laboratoire d’hématologie lors d’une CEC. Les analyses d’hémostase ont été effectuées sur des
tubes contenant du citrate de sodium (BD Vacutainer® avec citrate de sodium 0,129M). Les

prélevements pour la numération sanguine (plaquette, hématocrite, hémoglobine) ont été réalisés
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sur des tubes contenant de I’acide éthyléne diamine tétraacétique dipotassique (BD Vacutainer®

avec EDTA K2).

Le bilan d’hémostase pendant I’intervention n’est généralement pas effectué. Une partie du
prélevement pour ACT et gaz du sang, habituellement éliminée, a été placée dans un tube
d’hémostase pédiatrique (BD Vacutainer® avec citrate de sodium 0,105M de 1,8 mL). 11 n’y a donc
pas eu de prélevement supplémentaire pour le patient.

e Temps des prélevements

Le prélévement préopératoire a été réalisé la veille de I’intervention, excepté dans le cas d’une

intervention programmeée le lundi matin. Le prélévement était alors réalisé le vendredi précédent.

Le prélévement pendant I’intervention a ete effectué aprés la sortie de CEC et I’injection de

Protamine.

Les prélevements postopératoires ont été réalises sur un cathéter artériel, le plus souvent en position
radiale ou a défaut en position fémorale. Les prélevements postopératoires identifiables au
laboratoire par 1’appellation « CEC JO » ont été réalisés dans ’unité de soins intensifs de CTCV le
jour de I’intervention apreés la remontée du bloc opératoire. Un premier prélevement a été effectué a
I’arrivée aux soins intensifs. Les prélévements suivants, géneralement au nombre de deux, ont été
effectués a différents temps en fonction de plusieurs facteurs (heure de remontée aux soins intensifs,
situations cliniques du patient...). En raison de I’hétérogénéité de 1’heure de prélévement entre les
patients, ces bilans ont été définis par le délai en minutes les séparant du premier préléevement

postopératoire.

Les prélévements postopératoires identifiables par 1’appellation « CEC J1 » ont été réalisés le
lendemain de [D’intervention. Contrairement aux bilans « CEC JO» ou tous les tests sont
systématiquement réalisés, certains paramétres sont effectués en fonction du résultat des TCA, TQ
et du taux de fibrinogene. Il n’y a eu généralement qu’un seul prélévement le lendemain matin de
I’intervention. Les bilans ont également été définis par le délai en minutes les séparant du premier

prélevement postopératoire.
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e Modalités de réalisation des analyses

La numérations sanguine a été effectuée sur les automates de cytologie du laboratoire : le Cell Dyn
Sapphire® (Abbott®) ou I’ Advia 2120i® (Siemens®).

Les prélévements d’hémostase ont été centrifugés quinze minutes a 2250 g a 20°C pour obtenir un

plasma déplaquetté.
Les analyses ont été effectuées en méme temps que les tests de routine au laboratoire.

Elles ont été réalisées, excepté le test a I’éthanol, sur I’un des trois automates STA-R® Evolution
(Diagnostica Stago®) du laboratoire d’hématologie. Le TCA a été réalisé a I’aide du réactif STA-
PTT®automate 5 (valeurs normales autour de 32 secondes), le TQ a laide du réactif STA-
Néoplastine®CI plus 10 (valeurs normales autour de 12 secondes), le fibrinogéne a 1’aide du réactif
STA-Fibrinogen®5 (valeurs normales comprises entre 2 et 4 g/L), le temps de thrombine & I’aide du
réactifs STA-Thrombin 10 (valeurs normales comprises entre 15 et 20 secondes), les taux de

e,

facteurs I, X et V a I’aide des réactifs STA-Déficient X et V (valeurs normales comprises entre

70 et 120%), le dosage quantitatif des D-diméres a I’aide du réactif STA Liatest® DDi (valeurs
normales inférieures a 0,5 pg/mL) et le dosage des monomeres de fibrine par la technique STA-

Liatest® FM (valeurs normales inférieures & 6 pg/mL).

Le test a I’éthanol a été effectué selon une technique manuelle a 1’aide d’eau distillée et d’éthanol.

1.2.5 Analyses des données

Les données ont été recueillies informatiquement sur un tableur Excel®.

Les résultats des variables continues sont exprimés en moyenne et écart-type, excepté les données
concernant le saignement et les taux de FM exprimés également en médiane et premier et troisieme

quartile. Les variables discretes sont exprimées en nombre de cas et pourcentage.

Les bilans postopératoires ont été regroupés en quatre catégories en fonction du délai les séparant

du premier prélevement postopératoire noté « [0 min] »:

- «[+1-359 min] »
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- «[+360-719 min] »
- «[+720-1079 min] »
- «[+ 1080-2440 min] »

La variation des taux de FM a été représentée graphiquement.

L’étude de la relation entre les taux de FM et les complications hémorragiques s’est déroulée d’une
part, par I’analyse de la corrélation des valeurs avec le saignement postopératoire et d’autre part, en
comparant les taux entre deux catégories de patients : ceux avec saignement postopératoire excessif
et ceux avec saignement normal. Le seuil du saignement pathologique a été établi a 100 mL/h

pendant la premiére heure.

Le logiciel XL STAT® (Addinsoft®) a été utilisé pour la réalisation des tests statistiques. Le test de
Mann-Whitney pour les variables continues et le test exact F de Fisher pour les variables discrétes
ont ét¢ appliqués pour les comparaisons des résultats. Le test Spearman a permis 1’étude de la
corrélation. Les tests statistiques étaient considérés significatifs pour une valeur de p inférieure a
0,05.

1.2.6 Aspects réglementaires et éthiques

Le recrutement a été réalisé dans le service de CTCV au moment du prélévement préopératoire. Un
document d’information était remis au patient. Celui-Ci pouvait alors refuser de participer a 1’étude
(annexe 4). La confidentialité des données étaient assurée par une codification des sujets
comprenant les trois premieres lettres du nom et la premiere lettre du prénom. Le protocole a regu

I’approbation du comité d’éthique du CHU de Limoges.
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2.RESULTATS

2.1 Résultats de I'étude de vérification de la méthode

L’ensemble des résultats de la vérification de méthode est consigné dans I’annexe 5.

2.1.1 Etude de fidélite

Pour I’étude de répétabilite, les CV du niveau bas varient entre 7,21 et 7,31% et 2,52 et 4,45% pour

le niveau haut. lls sont présentés dans le tableau IV. Les dispersions des valeurs sont représentées

sur les figures 12 a 14.

Tableau IV : Etude de répétabilité des automates STA-R 350, 2719 et 2671

CVv
Moy FM ET cVv CV (%) CV(%) .
Mesures . (%) Conclusion
(ng/mL) | (png/mL) (%) fournisseur tournoys et al. -
imite
3503 20 8,52 0,61 7,21 conforme
Niveau
. 2719 15 7,66 0,55 7,22 8 (17,3%) 8 conforme
as
2671 15 8,62 0,63 7,31 conforme
3503 20 105,29 452 4,04 conforme
Niveau
- 2719 15 103,40 2,61 2,52 3,1 (100,1%) 3,6 (68,8*) 5 conforme
au
2671 15 97,26 4,32 4,45 conforme

* 1 valeurs moyennes en pug/mL des taux de FM du plasma testé

Moy : Moyenne ; ET : Ecart-type
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Figure 14 : Répétabilité de I'automate 2671 des niveau bas (1) et haut (2)
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3 T

niveau haut entre 1,94 et 3,15%. Les résultats sont résumés dans le tableau V. Les dispersions des

valeurs sont représentées sur les figures 15 a 17.

Tableau V : Etude de fidélité intermédiaire des automates 3503, 2719 et 2671

Moyenne ET CV(%) CV(%) CV(%) )
Mesures CV(%) ) o Conclusion
(ng/mL) | (ug/mL) fournisseur tournoys et al. | Limite
3503 30 15,63 0,90 5,78 conforme
Niveau
X 2719 30 16,35 1,07 6,54 8 (16,1%) 9,6 (15,7%) 8 conforme
as
2671 30 17,07 0,70 4,11 conforme
3503 30 101,88 3,21 3,15 conforme
Niveau
o 2719 30 101,40 1,96 1,94 2,6 (88,9%) 4 (85,2*%) 5 conforme
au
2671 30 94,32 2,66 2,82 conforme
* 2 valeurs moyennes en pug/mL des taux de FM du plasma testé
Moy : Moyenne ; ET : Ecart-type
19
g 18 & 110 ® valeurs
% 17 e o0 E e o' e ° moy+3ET
E e e > 105 —e * o
‘E’ 16 (& @ ® = ® o [ moy+2ET
IE» 15 °0 0, °* . 5 100 e Cep o %o = moy+1ET
E [ ° 2 L
o 14 o © e ©
= > 95 @ moyenne
> 13
12 90 moy-1ET
0 10 20 30 0 10 20 30 moy-2ET
. Rang de la mesure 5 Rang de la mesure moy-3ET

Figure 15 : Fidélité intermédiaire de I'automate 3503 des niveaux bas (1) et haut (2)
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Figure 16 : Fidelité intermédiaire de I'automate 2719 des niveaux bas (1) et haut (2)
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Figure 17 : Fidélité intermédiaire de I'automate 2671 des niveaux bas (1) et haut (2)

2.1.2 Intervalle de mesure

Le seuil de détection annoncé par le fournisseur est 5 pg/mL. 1l correspond a la plus petite valeur

rendue avec un niveau de confiance acceptable et d’incertitude connue.

La limite de linéarité annoncée par le fournisseur, et retrouvée par Tournoys et al. [140], est 150

pg/mL.

Le domaine de mesure s’étend donc de 5 a 150 pg/mL.
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2.1.3 Contamination inter-échantillons

Les tests de contaminations varient de -0,39 a 1,67%. Les résultats sont présentés dans le tableau
VI,

Tableau VI : Test de contamination des automates 3503, 2719 et 2671

Test de Test de -
o o Seuil limite .
contamination (%) contamination (%) o) Conclusion
0
LAB GTA 04 SH GTA 04
STA-R 3503 0,38 1,68 3 (+-) conforme
STA-R 2719 -0.39 3(+-) conforme
STA-R 2671 0.81 3(+-) conforme

2.1.4 Stabilité des réactifs

Le fournisseur annonce deux types de conservation des reactifs :

- deux jours sur I’automate dans leur flacon d’origine avec STA® — mini Reducer et capsule

operculée

- quinze jours a 2-8°C dans leur flacon d’origine bouché.

2.1.5 Interférences

Le fournisseur annonce plusieurs parameétres pouvant interférer avec le résultat :

- «le taux de monomeres de fibrine des plasmas particulierement turbides peut-étre sous-

estimé.
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- l'interférence du facteur rhumatoide dans le dosage n'a pas été mise en évidence, cependant

elle n'est pas totalement exclue. Aussi, en cas de taux de monoméres de fibrine inexpliqué, il

peut étre utile de pratiquer la recherche du facteur rhumatoide.

- la présence d'anticorps anti-souris chez certains sujets peut entrainer une surestimation du

taux de monomeres de fibrine.

- in vitro, une surcharge en fibrinogéne peut induire une sous-estimation du taux de

monomeéres de fibrine.

- il a été montré que I'hnémoglobine, la bilirubine, les héparines non fractionnées, les heparines

de bas poids moléculaire n'interféraient pas dans le dosage jusqua des concentrations
respectives de 5g/L, 200mg/L, 1Ul/mL et 2 Ul anti-Xa/mL. »

2.1.6 Intervalle de référence

Les résultats sont compris entre 4,26 et 6,22 pug/mL et sont présentés dans le tableau VII. Le

fournisseur annonce un seuil de 6 pg/mL.

Tableau VII : Intervalle de référence du test STA® Liatest® FM

Nombre de Moyenne Ecart-Type
. Moyenne Ecart-Type ’ ’ [Mt-2St] | [Mt+2St]
patients tronquée (Mt) tronqué (St)
32 6,40 3,72 5,24 0,49 4,26 6,22

2.1.7 Comparaison des trois automates

Les résultats sont présentés dans les tableaux VIII et X111 et les graphiques 18 a 21.
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Tableau VIII :

Comparaison de la méthode entre

les automates 3503 et 2671

Méthode 1 STA® Liatest® FM sur automate 3503
Méthode 2 STA® Liatest® FM sur automate 2671
Nombre de mesures 32
Intervalle de comparaison 5-150 pg/mL
Equation de la droite de régression Y=0,96X+1,01

Diagramme des différences et rapports

Absence de discordance

Conclusion Conforme
140 °
- a
g o 120 /-
?2’5 100 / .
=N
S o 80 & E 0,9573x + 1,0168
L& 60
w5 e valeurs
35 40
— @©
g 20
0 — Droite de
0 50 100 150 regression
Valeurs FM (ug/mL)
automates 3503

Figure 18 : Comparaison des automates 3503 et 2671
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Figure 19 : Diagramme des différences entre les automates 3503 et 2671
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Tableau IX : Comparaison entre les automates 3503 et 2719

Méthode 1 STA® Liatest® FM sur automate 3503
Méthode 2 STA® Liatest® FM sur automate 2719
Nombre de mesures 32
Intervalle de comparaison 5-150 pg/mL
Equation de la droite de régression Y’=0,99X+0,55

Diagramme des différences et rapports

Absence de discordance

Conclusion Conforme
40 -
E 120 /,r
> L]
3 100
N~
. +
55 g0 _ M y =0,9894x + 0,5536
E g 60 ® valeurs
n O
55 40
L8 — Droite de
T 20 . .
> régression
0
0 50 100 150
Valeurs FM en pg/mL
(automate 3503)

Figure 20 : Comparaison entre les automates 3503 et 2719
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Figure 21 : Diagramme des différences entre les automates 3503 et 2719
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2.2 Résultats de I'étude prospective observationnelle

2.2.1 Analyse des données cliniques générales

Quatre-vingt-neuf patients ont été inclus entre décembre 2011 et février 2012. Deux patients ont été
exclus suite a leur déces au bloc opératoire. L’ensemble des données cliniques pré, per et

postopératoires des patients est regroupé en annexes 6 et 7.
La majorité des patients était des hommes (70%). L’age moyen des participants était de 70 ans.
Plus du quart des patients (28%) ont recu une transfusion hors CGR au bloc opératoire.

Le volume médian du saignement pendant la premiére heure postopératoire était de 60 mL (40-120
mL) et de 660 mL (460-930 mL) pendant les vingt-quatre premiéres heures. Pres de 22% des
patients ont recu des transfusions postoperatoires hors CGR. Les drains étaient retirés, en moyenne,
apres 3,61 jours d’hospitalisation. Trois patients (3,45%) ont d{ étre réopérés pour saignement. La
durée de séjour aux soins intensifs était en moyenne de 5,26 jours. Trois patients (3,45%) sont

décédés aux soins intensifs.

2.2.2 Analyse des données biologiques générales

e Cinétique des parameétres biologiques

Les TCA, TQ, taux de DDi et de FM ont augmenté tandis que les taux de plaquettes,
d’hémoglobine et d’hématocrite ont diminué pendant I’intervention et dans les premiers instants
postopératoires. Les TQ, taux de facteurs, de DDi et de FM tendent ensuite a se normaliser
(tableau X).
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Tableau X : Evolution moyenne des parameétres biologiques le jour de ’intervention

Préop Bloc 0 min +l-?59 +360.-719 +720-.1079

min min min

TCA (s) 33,96 54,87 37,43 43,43 38,10 41,28

TQ (s) 13,75 20,79 17,33 16,26 15,53 15,51

Facteurs 11 (%) 57 62 65 60

Facteurs X (%) 54 60 62 57

Facteur V (%) 58 64 71 66

Temps de thrombine (s) 19,03

Fibrinogene (g/L) 1,92 2,14 2,56 2,97 3,41

DDi (ug/mL) 0,63 0,92 0,89 0,67

FM (pg/mL) 5,24 11,22 22,71 21,57 12,08 7,66

Plaquettes (G/L) 249 139 162

Hémoglobine(g/dL) 14,35 11,53 11,92

Hématocrite (%) 42,88 33,74 34,86

Préop : bilan préopératoire ; Bloc : bilan pendant I’intervention

e Analyse des taux de FM

Le pourcentage des valeurs de FM pathologiques pour chaque temps de préléevement est présenté
dans le tableau XI. Parmi les quatre-vingt-quatre patients de 1’étude, soixante-treize ont eu au moins
un dosage de FM positif sur I’ensemble de leurs bilans. La durée de la CEC était significativement
plus longue pour ces patients (114 min contre 78 min, p=0,008). En revanche, ils ne présentaient
pas de saignement plus important (p=0,801) ni davantage de transfusions postopératoires hors CGR
(p=0,727), ni de delai dans la date d’ablation des drains (p=0,257) ou de séjour prolongé aux soins
intensifs (p=0,259).
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Tableau XI : Pourcentage de valeurs de FM positives par bilans

) 1-359 360-719 | 720-1079 1080-
Préop Bloc 0 min . ] . )
min min min 2440 min
FM > 6ug/mL 4,69% | 60,98% | 82,05% | 55,77% | 42,62% 37,50% 12,50%

Préop : préopératoire ; Bloc : bilan pendant [’intervention

Les variations des taux de FM sont représentées d’une part, indépendamment pour chaque patient

sur la figure 22 et d’autre part, sous forme de statistique descriptive prenant en compte tous les

patients sur la figure 23.

Les deux graphiques montrent une hétérogéneité des taux de FM entre les patients, en particulier

pendant D’intervention et dans les premiers instants postopératoires. Les taux postopératoires

suivants et ceux préopératoires sont généralement faiblement positifs ou négatifs.
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Figure 22 : Variations du taux de FM par patients
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Figure 23 : Variation globale du taux de FM

Un patient, illustré par le tracé orange sur la figure 22 et noté patient A, se démarque par une
augmentation importante et décalée dans le temps des taux de FM. L’évolution de ses autres
parametres biologiques est regroupée dans le tableau XII. Les scores de diagnostic de CIVD n’ont
pas pu étre calculés car les bilans ne comprenaient pas de numération plaquettaire. Les taux de FM
ont augmenté parallelement a une baisse du TP et des taux de facteurs de la coagulation, en
particulier du facteur V. L’augmentation du taux de D-diméres a ét¢ beaucoup moins nette et s’est
déroulée plus tardivement. Le patient présentait un volume de saignement modéré de 69 mL a une
heure et de 674 mL a vingt-quatre heures. Il a recu dix unités de PFC en postopératoire. Il est

décédé aux soins intensifs le lendemain de ’intervention.
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Tableau XI1 : Evolution des parameétres biologiques du patient A

préop | Bloc O +1?5 +4?O +990 +1A:65 +17-40
min | min min min min min
Plaquettes (G/L) 272 247 257
TP (%) 108 44 75 80 69 58 29 36
Facteurs Il (%) 69 78 65 63 40 52
Facteurs X (%) 80 88 71 69 37 49
Facteur V (%) 74 85 68 47 15 23
DDi (ug/mL) 0.84 | 079 | 168 | 1.22 | 1.97 | 3.38
FM (ug/mL) 5 5 | 193 | 96 18.8 | 46.6 105 87.1
Fibrinogeéne (g/L) 258 | 273 | 337 | 323 | 361 | 316 | 2.77

Préop : bilan préoperatoire ; Bloc : bilan pendant l’intervention

La figure 24 présente la variation des taux de FM chez les patients ayant nécessité une reprise

chirurgicale pour saignement. La médiane du volume du saignement lors de la premiére heure
postopératoire était de 233 mL (157-800 mL).

Une origine chirurgicale a été identifiée pour deux des trois patients réopérés. Le premier patient a
présenté une augmentation importante du taux de FM a I’arrivée aux soins intensifs. Le saignement

a la premiere heure postopératoire était de 200 mL.

Le second patient présentait un saignement massif de 1 560 mL. Les taux de FM sont apparus
Iégerement augmentés mais stables (moyenne : 13,53 pg/mL).

La reprise chirurgicale du troisiéme patient a mis en évidence un caillot a I’origine du saignement.

Les taux de FM étaient augmentés en postopératoire (72,94 pg/mL a [+155 min]) puis ont diminué
rapidement et sont devenus négatifs.

92



Préopératoire

Bloc CECJO + [500mn] +[1000mn] +[1500mn] +[2000mn]  +[2500]mn  +[3000mn]

[0Omn]

140
— 120
E
> 100
=
s 80
(T8
g 60 /'( ;i’*' ‘wgnem‘em chirurgical®

20 Saignement chirgraica
/ .:_:\: :/Adﬂ
0 T T T T T T T

temps du préléevement

1

Figure 24 : Variations du taux de FM chez les patients réopérés.

* cause identifiée du saignement

2.2.3 Analyse des résultats en fonction du saignement

e FEtude de corrélation

Aucune relation significative n’a ét¢ démontrée entre les taux de FM et le saignement des drains

thoraciques (tableau XIII).

Tableau X111 : Corrélation des taux de FM avec les pertes sanguines

FM Bilan préopératoire
FM Bilan peropératoires
FM [0 mn]

FM [+ 1-359 mn]

FM [+ 360-719 mn]

Pertes sanguines a 1 heure

Pertes sanguines a 24 heures

n

p=0,113
p=0,818
p=0,352
p=0,074

p=0,587

p=0,128
p=0,859
p=0,497
p=0,307

p=0,607

61

76

41

52

62

p : test de Spearman ; n : effectif du test
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e Comparaison des données en fonction du saignement

L’ensemble des résultats de comparaison des données cliniques et biologiques entre les patients

avec saignement excessif et ceux avec saignement normal figure en annexes 8 et 9.

Les patients présentant un saignement excessif sont significativement plus agés (72 contre 66 ans,
p=0,011). lls ont regu plus de transfusions postopératoires hors CGR (45% contre 11%, p=0,0001).
11 faut noter que les trois déces de 1’étude sont survenus dans le groupe des patients avec saignement

normal.

Aucune différence significative entre les deux groupes de patients n’a €té mise en évidence

concernant les parameétres des bilans préopératoires et pendant 1’intervention.

Une différence significative entre les deux catégories a été trouvée pour plusieurs paramétres
biologiques du premier préléevement postopératoire. Ainsi, les TCA et TQ étaient plus élevés dans
le groupe avec saignement excessif (respectivement p=0,0001 et 0,002). Ces patients présentaient
également des taux de fibrinogéne (p=0,037), de facteur Il (p=0,023), de facteur X (p=0,010),
d’hémoglobine (p=0,006), d’hématocrite (p=0,003) et de plaquettes (p=0,0001) significativement

plus bas.

Les taux de DDi étaient équivalents entre les deux catégories de patients. Les valeurs étaient tres
faiblement augmentées (moyennes de 0,62 et 0,65 pg/mL, p=0,236).

Le test a I’éthanol était retrouve positif pour un seul patient. Ce dernier n’a présenté ni saignement
excessif (pertes sanguines a une heure de 50 mL), ni de besoins transfusionnels ni de survenue de

complications. Le taux de FM de ce patient sur ce bilan était de 7,03 pg/mL.

Le tableau X1V présente les résultats des comparaisons des taux de FM. Les valeurs du paramétre
sont en moyenne plus élevées pour les patients présentant un saignement excessif. Cependant,

aucune différence significative entre les taux de FM n’a été trouvée.
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Tableau X1V : Comparaison des taux de FM entre les patients avec saignement normal et

saignement excessif

Saignement normal Saignement excessif p
Moy (ET) n Moy (ET) n
FM Bilan préopératoire 5,04 (0,19) 42 5,62 (1,97) 22 0,151
FM Bilan peropératoire 10,57 (7,95) 28 13,09 (13,61) 13 0,711
FM [0 min] 19,49 (16,65) 52 29,57 (24,24) 26 0,258
FM [+ 1-359 mn] 15,94 (24.64) 35 28,40 (30,70) 17 0,074
FM [+ 360-719 mn] 10,98 (10,13) 41 17,13 (18,48) 20 0,200

p : test de Mann-Whitney ; n : effectif de [’étude ; Moy : Moyenne ; ET : Ecart-type

Les analyses de corrélation et de comparaison des taux de FM ont été effectuées une nouvelle fois

aprés exclusion des patients ayant recu des transfusions hors CGR pendant 1’intervention. Les

résultats sont présentés dans les tableaux XV et XVI. Aucune corrélation avec les pertes sanguines

et aucune différence significative entre le groupe de patient avec saignement normal et celui avec

saignement excessif ne sont retrouvées.

Tableau XV : Corrélation entre les taux de FM et les pertes sanguines (patients sans transfusions

peropératoires)

p : test de Spearman ; n : effectif de [’étude

Pertes sanguines a 1 heure

Pertes sanguines a 24 heures

n

FM Bilan préopératoire
FM Bilan peropératoire
FM [0 min]

FM [+ 1-359 mn]

FM [+ 360-719 mn]

p=0,090
p=0,438
p=0,780
p=0,126

p=0,785

p=0,152
p=0,807
p=0,771
p=0,409

p=0,823

49

29

60

40

47
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Tableau XVI : Comparaison des taux de FM entre les patients avec saignement normal et

saignement excessif (patients sans transfusions peropératoires)

Saignement normal Saignement excessif P
Moy (ET) n Moy (ET)
FM Bilan préopératoire 5,04 (0,21) 33 5,85 (2,37) 15 0,353
FM Bilan peropératoire 11,63 (9,08) 20 11,05 (10,15) 9 1
FM [0 min] 17,32 (13,79) 40 28,35 (27,86) 11 0,297
FM [+ 1-359 mn] 16,39 (27,06) 28 29,66 (31,65) 13 0,067
FM [+ 360-719 mn] 9,90 (10,65) 33 17,66 (20,19) 14 0,228

N : effectif de [’étude ; Moy : Moyenne ; ET : Ecart-type



3.DISCUSSIONS

3.1 Discussion de I'étude de vérification de la méthode

3.1.1 Etude de fidélité

Le résultat d’un dosage en biologie médicale est constamment soumis a des fluctuations aléatoires
spontanées dont les causes sont multiples et non dénombrables. On parle d’erreur aléatoire. L’étude
de fidelite permet de quantifier ces erreurs en étudiant la dispersion des valeurs apres répétition de

plusieurs mesures d’un méme échantillon dans deux conditions particulieres :

- les conditions de répétabilité : analyse dans des conditions identiques (avec le méme lot de
réactifs, sur le méme automate, avec le méme étalonnage, dans un délai le plus court

possible)

- les conditions de fidélité intermédiaire : analyse dans des conditions différentes (variation

d’au moins un des paramétres suivants : operateur, temps, lot de réactif, automates...).

La premiére analyse des résultats consiste a étudier les dispersions des valeurs représentées sur les
graphiques 12 a 17 en suivant les régles de Westgard et al [141]. Ces régles (figure 25), utilisées
pour analyser et valider des séries de contrble, permettent de détecter des mesures inexactes. Les

valeurs hors-limites, en fonction de leur répétition ou addition, entrainent un rejet de la série.

On note une série de dix valeurs du méme coté de la moyenne pour 1’é¢tude du niveau bas de fidélité
intermédiaire de ’automate 2719. Un suivi journalier des CIQ lors de la mise en route de la
technique permettra de vérifier que 1’anomalie ne se reproduit pas. Nous ne notons pas d’anomalies

de dispersion des autres tests. Les séries sont acceptées.
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Figure 25 : Exemple de regles de Westgard [141]

1, : 1 valeur éloignée de plus de 2 écart-types de la

moyenne,
Processus analytique sous controle 15 : 1 valeur éloignée de plus de 3 écart-types de la
Rendu des résultats autorisé moyenne, o )
2, . 2 valeurs conséecutives éloignées de plus de 2 écart-

types du méme c6té de la moyenne,

Rys : 2 valeurs consécutives éloignées I'une de l'autre de
plus de 4 écart-types,

4,5 : 4 valeurs consécutives éloignées de plus de un écart
types du méme coté de la moyenne,

10, : 10 valeurs consécutives situées du méme c6té de la
Processus analytique hors controle moyenne.

Rejeter les résultats de la série

Nous analysons ensuite les résultats des CV. Nous remarquons que ceux des niveaux bas, retrouvés
a la fois dans la bibliographie et dans notre étude, sont plus élevés que ceux des niveaux hauts
(6,4% en moyenne contre 3,1% en moyenne). Ceci s’explique par la méthode de calcul du CV ;
plus la valeur moyenne est basse, plus les CV sont élevés. Nous notons cependant que les écart-
types, représentant la dispersion des valeurs par rapport a la moyenne, sont plus faibles pour les
niveaux bas (0,75 pg/mL contre 3,17 pg/mL). Nous remarquons également que la valeur moyenne
de notre niveau bas de répétabilité est inférieure a celle de la bibliographie (8,27 ug/mL contre 17,3
pg/mL) alors que les CV sont sensiblement identiques, ce qui est en faveur de la bonne fidélité de

nos résultats.

Les CV calculés pour I’ensemble des tests sont conformes aux limites que nous avions fixées

préalablement.

La méthode est fidéle dans les conditions du laboratoire.

3.1.2 Contamination inter-échantillons

Bien que I’étude de contamination soit facultative en portée A, nous avons tout de méme souhaité
évaluer ce critére. En I’absence de données bibliographiques, les limites que nous avons fixées sont
arbitraires. Elles sont utilisées pour 1’ensemble des parametres d’hémostase réalisés sur les

automates STA-R® Evolution.

Les valeurs des tests de notre étude sont inférieures aux limites fixées. Nous concluons a 1’absence

de contamination inter-échantillons.
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3.1.3 Stabilité des réactifs

Nous suivons les recommandations de stabilité du fabricant sur quarante-huit heures. En effet,

compte tenu du nombre de tests estimé a réaliser par jour, les réactifs n’excéderont pas ce délai.

3.1.4 Intervalle de référence

Nous retrouvons les données annoncées par le fournisseur avec des valeurs proches de 6 pg/mL

chez les patients sains.

Cependant, il est nécessaire de continuer les analyses pour atteindre au moins cent valeurs afin de

gagner en puissance statistique.

De plus, I’étude du seuil du paramétre dans certaines situations pathologiques est a approfondir. En
effet, dans le cadre d’un diagnostic de CIVD, I’utilisation du score de I’ISTH nécessite de définir
des seuils d’augmentation modérée et ¢levée du taux de FM. Certaines études ne retrouvent pas les
mémes valeurs. Ainsi, Tournoys et al. [140] ont défini les seuils de 6 et 50 pg/mL alors que

Lavigne et al. [1] ont conclu aux seuils de 5 et 10 pg/mL dans un contexte de sepsis.

3.1.5 Spécificités

Les données annoncées par le fournisseur seront prise en compte lors de la validation des résultats.
Nous nous attacherons, en particulier, a vérifier la présence ou non d’un surdosage en héparine (par

la mesure du TCA ou de I’activité anti-Xa), d’une hémolyse ou d’un plasma lactescent.

3.1.6 Comparaison des trois automates

En I’absence de données bibliographiques, les limites acceptables pour la droite de régression ont

été établies a partir des données concernant la méthode STA® Liatest® DDI, basée sur le méme
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principe technique, disponibles dans le document d’aide a 1’accréditation publié par la société
STAGO® en collaboration avec le Cofrac.

Les équations des droites de régression sont conformes et il n’a pas été observé de discordance entre
les trois automates. Les trois appareils sont corrélés. Ainsi, en cas de panne de I’automate 3503, les
analyses peuvent étre effectuées sur les deux autres automates du laboratoire sans modification dans

I’interprétation des résultats.

L’ancienne technique de détection des FM, le test a 1’éthanol, est qualitative et manque fortement

de sensibilité. Une comparaison avec les taux de FM quantitatifs ne nous semble pas justifiee.

3.2 Discussion de |'étude prospective observationnelle

3.2.1 Cinétique des taux de FM

L’augmentation des taux de FM chez la majorité des patients peut étre expliquee par I’intervention
en elle-méme. Les taux maximums sont d’ailleurs observés lors du premier prélévement
postopératoire. Nous avons montré que la durée de la CEC était plus courte chez les patients ayant
des taux de FM toujours négatifs. De plus, il est admis que 1’utilisation du circuit de CEC ainsi que

I’acte chirurgical active le processus d’hémostase [67—69].

La positivité du dosage des FM ne semble pas étre forcément associée a des conséquences cliniques
puisque la plupart des patients de 1’étude n’ont pas présenté de complications postopératoires. Le
seuil actuellement retenu de positivité pourrait donc ne pas étre adapté au cours d’une chirurgie

cardiaque avec CEC.

3.2.2 Monomeres de fibrine et saignement postopératoire

Nous avons voulu définir le champ d’utilisation possible du test dans la prévision ou le diagnostic

des complications hémorragiques aprés CEC.
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Tout d’abord, les valeurs des FM sont, en moyenne, plus élevées pour les patients avec un
saignement excessif mais aucune différence significative n’a ét¢ démontrée avec les taux des

patients présentant un saignement normal.

De plus, les taux de FM aux différents temps de prélévements ne sont pas correles avec les pertes

sanguines postopératoires.

Le faible nombre de patients réopérés ne permet pas de mettre en évidence un intérét du paramétre
pour distinguer, parmi les causes de saignement, une origine chirurgicale d’une coagulopathie. Les
taux de FM des deux patients présentant un saignement d’origine chirurgicale sont supérieurs a la
normale. Cependant, I’un d’eux a des valeurs fortement augmentées tandis que I’autre a des taux

faiblement augmentés et stables. Une étude sur davantage de patients serait nécessaire.

Nous avons considéré que les transfusions hors CGR pendant I’intervention pouvaient influer sur le
résultat des dosages biologiques postopératoires. Nous avons alors analysé une seconde fois nos
résultats en ne prenant en compte que les sujets n’ayant pas regu de transfusions. Nous ne

retrouvons toujours pas de relation entre le taux de FM et les complications hémorragiques.

Nos travaux ne retrouvent donc pas d’intérét a intégrer le dosage systématique des FM dans la

prévision et/ou le diagnostic des complications hémorragiques apres CEC.

Le choix d’évaluer les performances du dosage des FM dans ce contexte s’est justifié par deux
points. En premier lieu, nous avons vu que la CEC s’accompagne d’une activation de la coagulation
et de la fibrinolyse. Ces conditions peuvent entrainer, en cas de facteurs favorisants, un état de
CIVD potentialisant le risque hémorragique. Le paramétre représente un outil biologique
supplémentaire de diagnostic des troubles de I’hémostase. Les travaux de Karkouti et al. [89] ont
trouvé une corrélation entre les taux de FM postopératoire et les pertes sanguines aprés CEC,

.....

Egalement, une relation entre les FM, le facteur XIlII et le saignement postopératoire est établie dans
la littérature. Ces conclusions se basent sur des études démontrant I’intérét d’une supplémentation
en facteur XIIl en cas de saignement postopératoire [133,135] et sur une relation entre
I’augmentation des taux de FM préopératoire et le saignement postopératoire (étude de Korte et al.
[88]). L’hypotheése est que le déficit congénital et/ou acquis en facteur XIII perturbe la stabilisation
du caillot de fibrine et entraine alors une accumulation de monomeéres de fibrine non stabilisés. Le

dosage du taux de FM pourrait alors aider a prédire un risque hémorragique.
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La divergence de nos résultats avec les études citées peut s’expliquer par plusieurs limites liées a
notre méthodologie. La limite principale de notre travail repose sur les données concernant le
saignement postopératoire. Tout d’abord, le recueil ne concerne que le volume du saignement des
drains thoraciques sans tenir compte des compensations transfusionnelles ni de la présence d’autres
signes cliniques hémorragiques. De plus, nous avons vu qu’il existe une disparité de définition du
seuil de saignement pathologique. Le choix pour 1’étude s’est fait aprés concertation avec le service
d’anesthésie-réanimation. Le biais concernant la définition et le calcul du saignement est commun &

I’ensemble des études traitant du risque hémorragique au cours d’une CEC.

Il faut ajouter aux limites de I’interprétation, les particularités de prise en charge de chaque centre
(épidémiologie des patients, matériel de CEC, prise en charge transfusionnelle). Les conclusions
sont donc dépendantes des conditions locales spécifiques.

L’effectif modéré, le choix des patients, les données incomplétes pour certains bilans (en particulier
le prélevement pendant I’intervention), la variation des temps de prélévements postopératoires sont

également a considérer dans la pondération de nos conclusions.

3.2.3 Evaluation des autres paramétres biologiques

L’étude a permis d’évaluer également les autres parameétres biologiques systématiquement réalisés.

Nos résultats ne montrent pas d’intérét des paramétres du bilan préopératoire dans la prédiction
d’un saignement postopératoire excessif, ce qui confirme certaines études [117]. Ce bilan reste
intéressant, comme avant toute chirurgie, pour détecter un trouble congénital ou acquis de

I’hémostase qui peut alors €tre corrigé avant I’intervention.

Le bilan pendant I’intervention n’est habituellement pas effectué¢ et a été¢ ajouté uniquement pour
évaluer I’apport des FM. Les résultats ne montrent pas d’utilité a realiser systématiquement les

autres parametres testeés.

Nous avons constaté que le TCA, le TP, le dosage des facteurs de la coagulation, le taux de
plaquettes, le taux d’hémoglobine et le taux d’hématocrite du premier bilan postopératoire sont
significativement différents entre les patients avec saignement excessif et ceux avec saignement
normal. D’autres travaux avaient observé les mémes résultats [142,143]. Cela confirme 1’utilité de
maintenir ces analyses systématiquement dans les bilans « CEC JO », d’autant qu’elles représentent

les criteres biologiques de décision transfusionnelle définis par I’AFSSAPS [118-120] (aujourd’hui
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Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé) et retrouvés dans les
publications internationales [121].

En revanche, nous n’observons pas d’intérét a maintenir le test a 1’éthanol et le dosage des DDi
dans les bilans postopeératoires du jour de I’intervention. En effet, les taux de DDi sont faibles et
équivalents entre les deux groupes de patients. Ces résultats confirment la publication de Comunale
et al. [144] De plus, peu de recommandations existent sur 1’intérét des DDi dans le suivi
postopératoire aprés chirurgie cardiaque. L’utilisation peropératoire préventive d’antifibrinolytique

permet d’expliquer en grande partie les faibles taux rencontrés.

Le test a I’éthanol a été retrouvé négatif a I’exception d’un bilan. Le résultat a été considéré comme

faux positif.

Le dosage des DDi et le test a I’éthanol sont indiqués dans le diagnostic de CIVD. Leur positivité
n’est pas spécifique et les résultats s’interprétent donc en fonction d’autres parameétres biologiques
(taux de plaquettes, TP, dosage des facteurs de la coagulation). Or, les analyses du bilan « CEC JO »
apparaissent perturbées pour tous les patients dans les premiers instants postopératoires sans

conséquences cliniques et rendent donc I’interprétation d’une recherche de CIVD délicate.

Le manque de pertinence des deux tests mis en évidence par notre étude, associé a 1’impossibilité
d’interpréter convenablement un bilan de CIVD sur les préléevements « CEC JO », nous incitent a
proposer d’exclure le dosage systématique des DDi et le test a I’éthanol des bilans postopératoires

le jour de I’intervention.

En revanche, les dosages des DDi et des FM présentent un intérét dans la recherche de CIVD sur les
prélevements postopératoires les jours suivants 1’intervention. Cette situation est bien illustrée par le
cas du patient A. Le dosage des FM apporte une précocité de diagnostic, pouvant améliorer la prise

en charge du patient par une thérapeutique adaptée.
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CONCLUSION
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Les performances de la méthode de dosage des monomeéres de fibrine par la technique STA®
Liatest® FM sont vérifiées et conformes aux exigences de la norme NF EN ISO 15189°. La

technique peut donc étre utilisée en routine dans notre laboratoire.

Le recueil de données des contréles internes de qualité d’autres laboratoires utilisant le kit ou la
création d’un programme d’évaluation externe de la qualit¢ pourra permettre de finaliser la
vérification de méthode par I’étude de la justesse et de I’incertitude de mesure. Ces critéres de
performance apporteront des informations pertinentes pour ’utilisation du parametre. La justesse
permet d’estimer les erreurs systématiques pouvant avoir lieu lors du processus analytique et
entrainant un écart avec le résultat « vrai ». Il est également important pour le biologiste et le
clinicien de connaitre I’incertitude du résultat pour pouvoir interpréter correctement la valeur

rendue, par rapport a un résultat antérieur ou a un seuil de décision.

En complément de la Vérification initiale qui vient d’étre faite, une vérification continue des
performances est indispensable. Elle consiste principalement par un test de fidélité intermédiaire en
suivant les résultats des contrdles internes de qualité journaliers. De plus, des tests ponctuels,
comme un test de répétabilité, pourront étre réalisés aprés une maintenance ou lors de résultats

suspects.

L’étude prospective observationnelle que nous avons menée ne permet pas de conclure a I'intérét
d’intégrer le dosage des monoméres de fibrine dans le suivi des complications hémorragiques au

cours d’une chirurgie cardiaque.

La plupart des patients présentent un taux de monomeres de fibrine positif dans 1’un de leurs bilans.

Ces resultats ne sont pas associés a la survenue de davantage de complications postopératoires.

Les taux de monomeéres de fibrine, dans notre étude, n’apparaissent pas prédictifs d’un risque
hémorragique, ni ne semblent apporter d’informations complémentaires pour la prise en charge

postopératoire des troubles de 1’hémostase des patients.

Il serait souhaitable de réaliser de nouvelles études sur un effectif plus conséquent, en particulier
pour augmenter la présence de patient nécessitant une reprise chirurgicale pour saignement. 1l serait
intéressant de déterminer si le test permet de définir des critéres dans le choix de la décision de

transfuser ou de réopérer.

Les dosages des D-Dimeéres ainsi que le test a 1’éthanol ne seront plus utilisés systématiquement
dans les bilans du jour de I’intervention apres circulation extracoporelle. L’ensemble des autres

analyses des différents bilans est conservé.
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Les dosages des D-dimeres et des monomére de fibrine restent utiles en cas de suspicion de

coagulation intravasculaire disséminée dans les bilans a partir du jour suivant I’intervention.
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ANNEXES

Annexe 1 : Score de CIVD du Ministére de la Santé japonais (1) et de la conférence de consensus

de la Société de Rénimation de Langue Frangaise (2)

1. Score de CIVD du Ministére de la Santé japonais

SCORE (points) 0 1 2 3
Cause de CIVD Absente  Présente

Signes cliniques

Hémorragies Absents  Présents

Défaillance d’organe Absenle  Présente

TP (rapport M/T) <1,25 1,251,66 »1,67
Fibrinogéne (g/L) > 1,50 1,00.1,50 < 1,00

PDF {pg/mL) <10 10-20 20-40
Plaquettes (G/L) >120 80120 5080 <50
Score

Score total = 7 : CIVD
Score total = 4 : CIVD si leucémie ou chimiothérapie

2. Critéres diagnostiques biolagiques proposés par la
conférence de consensus francaise SRLF

Le diagnosfic de CIVD biologique doit &fre retenu si les D-diméres
sont augmentés (> 500 pg/L) et s'il existe un crilére majeur ou
deux criléres mineurs de consommalion.

Critéres de consommation chez I'adulte

Paramétre (unité) Maijeur Mineur
Numération plaguettaire (G /L) < 50 50< - =100
Taux de prothrombine (%) < 50 50< - <65
Concentration en fibrinogéne (g/1) <1
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Annexe 2 : Scores de CIVD de I’ISTH

1. CIVD décompensée

Etape 1 : Evaluation du risque : Existe-+il une maladie connue pour élre associée & une CIVD décompensée 2 Sioui : passer & I'élape
2 ; sinon : ne pas uliliser I'algorithme

Etape 2 : Réclisation des tests de coagulation [décomple des plaqueltes, TP, fibrinogéne, monomeéres de fibrine soluble (CSMF) ou PDF
ou D-diméres)

Etape 3 : Résultats des tests de coagulation et score

Test et Score o 1 2
Plaquettes > 100 G/L < 100 G/L < 50 G/L
Augmentation CSMF - PDF - D-diméres Absente Modérée Forte
Temps de Quick (par rapport au témaein) <3 >3et<é > 6
Taux du fibrinagéne >1g/L <1g/L

Etape 4 : Calcul du score
* Score = 5 : compatible avec une CIVD décompensée.
e Score < 5 : compatible avec une CIVD latente ([débutante), répéter les examens.

2. Diagnostic de CIVD débutante : score évolutif

Etape 1 : Evaluation initiale : existe-+il une maladie connue pour élre associée & une CIVD 2 QUI = 2 NON = 0

Test - Score o 1 -1 0 + 1
Plaquettes (G/1) :

« Taux initial > 100 < 100

« Evolution Augmente Stable Diminue
TP (%)en correspondance du TQ > 64 < 64 Augmente Stable Diminue
D-diméres ou PDF ou fibrine soluble Normal Augmenté Diminue Stable Augmente

Critéres spécifiques

Antithrombine Normale Basse
Protéine C Normale Basse
Complexes TAT Normaux Augmentés
Score total

Etape 2 : Caleuler le score total chaque jour (le diagnostic de CIVD est retenu lorsque le score atteint 5)
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M. Belabed!, D. Bienvenu!, ML. Destain', S.Dupuy?, J. Feuillard!, M. Donnard'
Laboratoire d'’hématologie!, Bureau qualité? - Pole de Biologie-hygiéne - CHU Dupuytren, Limoges.

‘ LE DOSAGE DES MONOMERES DE FIBRINE = av-

e fcHU

smmscieie  PAR LA TECHNIQUE STA-LIATEST®FM =
VERIFICATION DE METHODE SELON LA NORME NF EN ISO 15189

Introduction
Les monomeres de fibrine {FM) sont issus du clivage du fibrinogéne par la thrombine. lls circulent libres ou associés au
fibrinogéne et/ou aux produits de dégradation du fibrinogéne/fibrine sous forme de complexes solubles.
Le kit STA-Liatest®M permettant le dosage des FM, a été validé dans le diagnostic de la coagulation intravasculaire
disséminée {CIVD)'2. Avant de I'utiliser en pratique courante, nous avons vérifié ce nouveau réactif selon la norme NF EN
1ISO 15189.

Matériel et Méthodes
Le STA-Liatest®FM (Stago) permet le dosage quantitatif des FM par méthode immuno-turbidimétrique sur les automates de
la gamme STA® (données fournisseur : valeur usuelle < 6 pg/ml - zone de linéarité : 5 pg/ml - 150 pg/ml).
Ce réactif bénéficiant d'un marquage CE, nous avons suivi les recommandations du guide SH GTA 04 édité par le COFRAC
pour la vérification des méthodes selon la portée de type A. La vérification sur site a été réalisée sur les trois STA-R®
{automate 1 de référence et automates 2 et 3) du laboratoire et comprend la définition des limites d'acceptabilité, une étude
de fidélité, une contamination inter-€chantillon et une comparaison des trois automates.

Résultats-Discussion

Limites d'acceptabilité :
Elles ont été définies en fonction de I'état de I'art!2 et de la pertinence clinique concernant le diagnostic biologique de la CIVD qui
se base notamment sur lutilisation du score de I'ISTH (International Society on Thrombosis and Haemostasis).

Etude de fidélité (répétabilité et reproductibilité) :

> Les reSU”atS de I etude valeur basse labricant valeur haute labncan valeur basse laaricanl valeur haute laaricanl
(tableau 1} monm_en_t des - = = = = = - = —
valeurs de CV {coefficient de moyenne

B Ja bles il [ imL) 427 173 101,98 100,10 16,35 16,10 99,20 8890
varlatlon) PONEEl : Ecart-type 0s0 i az3 210 089 130 261 230
données de la fiche du {ugimL) : £ : ! i : :
fabricant. CV (%) 7,25 800 367 310 548 8,00 264 2,60

Tableau 1 : Eluda de |1331ils |mayanna das lais aubmalas)

» Pour les valeurs hautes : bien que nos CV soient |égérement supérieurs aux données de la fiche du fabricant, les
variations sont acceptables. Elles n'entrainent pas de modification dans l'interprétation du résultat.

» _Pour les valeurs basses : les CV sont conformes. Les variations sont plus importantes dans ce niveau de valeur mais les
écarts-types sont faibles. Quand la valeur de I'analyte est basse, I'écart-type est plus pertinent que le CV.

> Les critéres de fidélité sont acceptables ; en sachant que l'interprétation d'un bilan de CIVD nécessite de tenir compte des
autres paramétres biologiques, de leur évolution et du contexte clinique sous-jacent.

Etude de contamination : Testde contamination - seuil < +- 3%
o . 7 3 % 1 2 sutomate 3
La contamination inter-échantillon pour les trois [ 158% [ 045 % I 0,81 % |
automates est acceptable. (tableau 2). Tableau 2 : Eluda da la conlamisalian
Comparaison entre les trois automates : Saganra e drdanes I
- automates 1t 2 g
A A A - £ e El
»L'étude présentée sur les figures 1 et 2w a5 :%‘ws 2
3 . o e e Il
2 montre une bonne corrélation entre = am FEER F — i 3
e 5 ¢ m@-ms
l'automate 1 et les automates 2 et 3. g 200 50 100 %’a §
»Les différences sont plus importantes 370 ~ i o
. 1 =12, g s
sur les valeurs hautes mais n'auront pas L i adbomel iy R —
diincidence sur linterprétation des
résultats Flgures 1 et 2 : Comparaisons entre les trois automates du laboratoire

Justesse et estimation de lincertitude de mesure :

Ces deux paramétres ne peuvent pas étre réalisés en I'absence d'externalisation des CIQ et en I'absence de contrble de
qualité externe {EEQ). La mise en place d’'un échange d'échantillon avec d'autres laboratoires utilisateurs du STA-Liatest®
FM pourrait permettre de compléter la vérification du kit.

1- Poster GEHT2006 - G.Lawgne-Lissaide 4 All. Exdeprogpectve \alidant hotént &y dosage des monaméves de ibnne arcylants queyrdactvaion et de dans le e sspaue
2- Poster CHBH 2010 - A Touroows & Al Dosae des FM en peataue quoidenns.

Conclusion
Le STA-Liatest® FM a été vérifié selon les recommandations du SH GTA 04 en portée A et accepté dans le cadre de
I'utilisation au laboratoire. Une phase de vérification continue va étre mise en place. De plus, une évaluation externe de la
qualité, permettant le calcul de lincertitude de mesure, est & développer soit par un programme appropri€, soit par un
échange volontaire inter-laboratoire.

Annexe 3 : Vérification de méthode du test STA® Liatest® FM (poster présenté au congrés du
GEHT d’octobre 2011)
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Annexe 4 : Document d’information aux patients (étude observationnelle)

DOCUMENT D’INFORMATION

Etude de Pintérét du dosage des monomeéres de fibrine dans I’évaluation
des complications hémorragiques apres circulation extracorporelle

PROTOCOLE FM

Version n°(.1
Personne qui dirige et surveille la recherche : Docteur DONNARD Magali

Madame, Monsieur,

Votre médecin vous propose de participer a une recherche observationnelle. Avant de prendre une
décision, il est important que vous lisiez attentivement ces pages qui vous apporteront les informations
nécessaires concernant les différents aspects de cette recherche. N’hésitez pas a poser toutes les questions que
vous jugerez utiles a votre médecin.

Votre participation a cette recherche est entierement volontaire et vous avez le droit de vous opposer a y
participer, sans avoir a vous justifier. Dans ce cas-la, vous continuerez a bénéficier de la meilleure prise en
charge médicale possible, conformément aux connaissances actuelles et votre relation avec votre médecin ne
sera pas affectée.

Pourquoi cette recherche?

Une intervention cardiaque avec circulation extracorporelle vous est nécessaire. Pendant 1’opération, la
procédure chirurgicale et la circulation extracorporelle induisent une perturbation des parametres de la
coagulation pouvant entrainer des saignements importants apres I’opération. Un suivi biologique est donc réalisé
sur les paramétres d’hémostase avant, pendant et aprés I'intervention pour diagnostiquer des troubles de la
coagulation et ainsi prévenir ou corriger d’éventuels saignements.

Le dosage des monomeres de fibrine par la technique STA Liatest® FM est d’apparition récente. Cest un
marqueur de dégradation du fibrinogéne, témoin d’une activation de la coagulation et de la fibrinolyse. Il a été
démontré une relation entre le taux de monomeres de fibrine et les pertes sanguines apres circulation
extracorporelle.

Le but de cette étude est d’évaluer 'intérét du parametre dans la prévision et le diagnostic du saignement apres
circulation extracorporelle pour ensuite intégrer le dosage dans la surveillance systématique de I’hémostase.

Quel est I’objectif de cette recherche?

L’objectif premier de cette étude est donc de déterminer si le dosage des monomeres de fibrine présente un
intérét dans la prévision et le diagnostic du saignement apres circulation extracorporelle.

Nous étudierons également la pertinence clinique des différents parametres des bilans d’hémostase
systématiques pour les adapter et intégrer le dosage des monomeres de fibrine.

Comment va se dérouler cette recherche?

Vous participerez a cette étude au moment de votre hospitalisation pour intervention cardiaque avec circulation
extracorporelle : de la consultation pré anesthésique au premier jour de surveillance postopératoire.

Nous inclurons une centaine de personnes. Il s’agit d’une étude monocentrique sur le CHU de Limoges.

Qui peut participer ?
Votre médecin vous a proposé de participer a cette étude car vous &étes agé de plus de 18 ans, et une intervention
cardiaque avec circulation extracorporelle vous est nécessaire. Vous serez hospitalisé au CHU Dupuytren.

Votre inclusion dans cette étude observationnelle ne vous empéchera pas de participer a un autre projet de
recherche.
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Vous ne pourrez pas participer a cette étude si vous &tes sous tutelle ou curatelle, si votre intervention est réalisée
en urgence, ou si votre opération programmée est une reprise chirurgicale précoce, greffe cardiaque, assistance
implantable

Que vous demandera-t-on ?

Aucun prélevement supplémentaire n’est nécessaire : pour votre suivi, un tube de sang est prélevé pour réaliser
les bilans d’hémostase. Le dosage des monomeres de fibrine est simplement réalisé en plus des examens
habituellement demandés.

Cette analyse supplémentaire aura lieu lors de vos bilans :

- T-1:laveille de I'intervention

- TO: pendant I'intervention (avant sortie de CEC), une partie du prélevement pour suivi de
I’Activated Clotting Time (ACT) et des gaz du sang sera mise dans un tube d’hémostase
pédiatrique (1,8mL)

- TI : en postopératoire le jour de I’intervention

- T2 :en postopératoire le lendemain de I’intervention

Un traitement informatique de vos données personnelles et médicales va étre mis en ceuvre pour permettre
d’analyser les résultats de larecherche. Ces données seront identifiées par les deux premieres lettres de votre
nom et la premiére lettre de votre prénom.

Votre participation a cette étude ne modifiera pas votre prise en charge, il ne vous sera pas demandé de consulter
votre médecin lors de visites supplémentaires ni de prendre des médicaments expérimentaux.

A compléter uniquement si la recherche inclut une collection biologique

Les prélevements effectués ne seront pas conservés, ils seront détruits selon la procédure habituelle du
laboratoire.

Conformément aux dispositions de la loi relative a I'informatique, aux fichiers et aux libertés, vous disposez a
tout moment d’un droit d’accés et de rectification des données informatisées vous concernant (loi n°® 2004-801
du 6 aofit 2004 modifiant la loi n° 78-17 du 6 janvier 1978 relative a I’ informatique, aux fichiers et aux libertés).
Vous disposez également d’un droit d’opposition a la transmission des données couvertes par le secret
professionnel susceptibles d’étre utilisées dans le cadre de cette recherche et d’étre traitées. Vous pouvez
également accéder directement ou par I’intermédiaire du médecin de votre choix a ’ensemble de vos données
médicales en application des dispositions de I’article L1111-7 du code de la santé publique. Ces droits s’exercent
aupres du médecin qui vous suit dans le cadre de la recherche et qui connait votre identité.

Conformément a la loi Politique de Santé Publique :

- lorsque cette recherche sera terminée, vous serez tenus informés personnellement des résultats globaux par
votre médecin deés que ceux-ci seront disponibles, si vous le souhaitez.

S’agissant d’une recherche observationnelle, un accord oral vous sera demandé pour votre participation mais

votre consentement écrit ne sera pas recueilli. Apres avoir lu ce document d’information, n’hésitez pas a poser a
votre médecin toutes les questions que vous désirez.

Merci pour votre participation.

Signature du médecin :
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Annexe 5 : Formulaire de validation de la méthode STA® Liatest® FM

PBH E1 P QUA 001 A
a? Date d'application
SeHy o .
e biclogie - hygiene 1 décembre 2011
Secteur : COAGULATION
Parameétre : FM (monomeére de fibrine)
Type de portée d'accréditation | A
| DESCRIPTION DE LA METHODE 1
Analyte / Mesurande I Monomeéres de Fibrine

METHODE DE LA MESURE

PRINCIPE :

Dosage quantitatif des monomeéres de fibrine plasmatique par méthode immunoturbidimetrique sur les automates
de la gamme STA®.0On met en contact des monomeres de fibrine du plasma a tester avec des microspheres de latex
sur lesquelles sont fixés des anticorps spécifiques des monomeres de fibrine. L'augmentation de la turbidité du
mélange, mesurée par photométrie, est fonction de la quantité de monomeéres de fibrine contenue dans le plasma.

Matrice PLASMA
Type de récipient TUBE CITRATE
Prétraitement de I'échantillon | centrifugation
Unités: | ug/mL
Domaine de mesure : entre 5 et 150 pug/mL
Intervalle de référence : <6 pg/mL

Lecture et interprétation :

C’est une technique rapide automatisée, utilisée uniquement dans le cadre des CIVD (bilan CIVD, CEC, polytrauma..)
Valeurs normales : <6 pug/mL

Une élevation du taux de monomeres de fibrine est observée en cas de situations pré-thrombotiques :

- de coagulations intravasculaires disséminées (CIVD)

- suivi post-opératoire des chirurgies a haut rique de thrombose.

L'interprétation se fait en fonction du contexte clinico-biologique : pathologie compatible avec un état de CIVD,
plaquettes, fibrinogene, facteurs de la coagulation, D-dimeres.

Action corrective : les dosages sont réalisés en double détermination suite a une lettre information qualité du
fournisseur.

Marquage CE Oui

Codage CNQ (s'il existe): NON
CclQ STAGO : STA-Liatest® FM CONTROL

CQE NON

STA-R 3503, 2671 et 2719
STA-R® 3503 : Appareil dédié a la réalisation des tests spécialisés du lundi au jeudi. Du
vendredi au dimanche, I'appareil est utilisé pour les tests de routine.
Automate(s) : STA-R® 2671 et 2719 : Automates utilisés tous les 2 jours en alternance pour les tests de
routine du lundi au jeudi.
Le dosage desmonomeres de fibrine s'effectue en priorité sur le STA-R 3503. Les STA-R®
2719 et 2671 servent de back-up en cas de panne.
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a9 Date d'application
*{cHU e

¥ BHoloBlE = Hvtsie 1 décembre 2011

Principe des automates:

Module photométrie :

Le principe des tests colorimétriques ou immunologiques est basé sur I'absorbance (densité optique, DO) d'une
lumiére monochromatique (405 ou 540 nm) passant au travers d'une cuvette au moment ou une réaction
chromogénique a lieu. La lumiére incidente (10) est partiellement absorbée par le milieu réactionnel lors de son
passage. La lumiére transmise (li) est mesurée et convertie en absorbance par I'équation suivante : A=-Log(li/10).
La concentration du chromogene recherché est directement proportionnelle a I'absorbance (A=&LC avec A
I'absorbance, ¢ le coefficient d'extinction moléculaire, L la longueur du trajet optique et C la concentration).

N° de série: 3503 2719 2671
N° DTB: 5502827 5502777 5502776
Fournisseur : STAGO
Référence réactif / lot STA Liatest® FM : Réactif 1 (buffer) et 2 (latex) Réf. lot : 107141
Matériau d'étalonnage 5 points dont zéro lot 106998
Raccordement métrologique : Non raccordé
Type d'étalonnage, nombre de niveaux et valeurs : 5 points dont zéro
| MISE EN CEUVRE
Opérateurs habilités ayant réalisé la vérification de la méthode
Biologistes responsables de la valldation: Magali DONNARD
Techniciens, Internes BD Bienvenu Delphine
responsables de la valldation: BM Belabed Marc
Période d'évaluation : I 01/03/2011-30/11/2011
Date de mise en service : 12/12/2011
Autorisation de mise en service par : l Magali DONNARD

Vérifications bibliographiques

* DIAGNOSTICA STAGO — Groupe d’aide a I'accréditation des laboratoires (GRAAL) - Critéres de Fidélité — Corrélations
de systeme / Precision limits — version 1 janvier 2010 — QUAL 4001 — Anx 06/A

e Fiche fournisseur (cf. derniére page)

¢ Guide COFRAC LAB GTA 06 (Les controles de la qualité analytique en biologie médicale) révision 00 — juillet 2005

* Guide COFRAC SH GTA 04 (Guide technique d'accréditation de vérification (portée A) / validation (portée B) des
méthodes de biologie médicale ) révision 00 — avril 2011

* Guide COFRAC SH GTA 14 (Guide technique d'accréditation pour I'évaluation des incertitudes de mesure en
biologie médicale) révision 00 —octobre 2011

e GEHT (Groupe d’étude sur I’'Hémostase et la Thrombose) mai 2007-
http://www.geht.org/fr/pages/hemostase_tab.html

¢ (1) Poster GEHT 2009 - G.Lavigne-Lissalde et al. Etude prospective validant l'intérét du dosage des monomeres de
fibrine circulants comme marqueur d'activation et de fibrinoformation dans le choc septique.

 (2) Poster CNBH 2010 - A.Tournoys et al. Dosage des FM en pratique quotidienne.
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Date d'application

1décembre 2011

Veérifications bibliographiques (suite)

* (3) Taylor FB Jr, Toh CH, Hoots WK, Wada H, Levi M. Towards definition, clinical and laboratory criteria, and a
scoring system for disseminated intravascular coagulation. Thromb Haemost. 2001;86(5):1327-1330

* (4) ANNANE D., AUBE H., BEDOS J., CARIOU A., DU CHEYRON D., GAIGNIER M., GUILLOIS B., HILBERT G., LECOMPTE
T. « XXlle Conférence de consensus en réanimation et médecine d’urgence organisée par la Société de réanimation

de langue frangaise ».

Matériel: |Centrifugueuse thermostatée a 20°C (N° DTB: 0010297 ou 0910140 ou 1010322)
I MAITRISE DES RISQUES
Points critiques a maitriser .Nl\.leau Modalités de maitrise
= d'incidence | Total
Facteurs d'influence Couverts par EEQ, CIQ ou autres
1/2/3
Préanalytique
Main d'ceuvre Préleveurs : Infirmiéres, 2 Prélevement :
techniciens Enseignement en IFSI par le
Méthode de Garrot<lmin 2 Biologiste responsable su secteur
prélevement Ordre des tubes 3 d'Hemostase
Remplissage>90% 3 Manuel de prélevement sur
Milieu Délai avant le test <4H 2 intranet
(conditions de transport, R i 3 ’
et oo ARt Centnfugat‘lon 2900? 2500 2 Plaquette sur I'ordre des tubes
g15min 18 a 22°C dans les services et sur intranet
Tube S0U> vide ou PET, 3 Réception au laboratoire
Materiel utilisé hapdin siliconé ) Procédure d’accueil des
Ar?tlcoagulant Citrate 3 27 prélevements
trisodique 0,109/0,129M Procédure de gestion des non-
— - - conformités en préanalytique
ualité de I'échantillon : 3 Centrifugeuse thermostatée
Plasma non hémolysé Prescription
Plésma hon coe?gfjle Enseignement aux étudiants en
Matiere Renseignements cliniques : 1 médecine sur le « bien prescrire »
(type d'échantillon primaire...) Pathologie par un biologiste du pole
Médicaments
Facteurs personnels
Analytique
Main d'ceuvre % s
Techniciens habilités 3 clQ
Mode opératoire de 2
Méthode I"analyse LHEM M23 AHEMO 001 A
Manipulation de I'automate 3 cQ
29
Milieu Conditions amtlnantes 1 ' clQ ‘
Stockage des réactifs... 3 relevé des températures
Materiel utilisé Automate 3 cQ
Informatigue 2 relevé des températures
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Date d'application

1 décembre 2011

Matiere

Réactifs

Calibrateurs
Controle qualité
Echantillons patients

o W W w

aaQ

Postanalytique

Main d'ceuvre Techniciens, Biologistes 1
Méthode Mode opératoire des
rendus des résultats 1
Milieu Archivage des résultats 3
Materiel utilisé Systeme informatique de
laboratoire, paramétrage... 3

Rendu des résultats

Le rendu des résultats (Procédure)
se fait par des techniciens habilités
sous couvert du Biologiste
responsable du secteur

Procédure de mode dégradé en cas
de panne informatique

Archivage des résultats : DSIT et
laboratoire

Matiere
Incidence faible 1
Incidence moyenne 2|
Incidence forte 3]
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Date d'application

*cHy OLE
i biologic - hvaitne 1 décembre 2011
REPETABILITE
Automate | STA-R 3503 | STA-R 2671 | STA-R 2719
NOMBRE N° TRAVAIL VALEUR UNITE
1 11029150 125,82
2 11029270 106,66
3 11029487 56,75
4 11031275 179,37 pg/mL Niveau haut
5 11031283 164,44
6 11031290 166,08
7 11031317 188,68
NOMBRE N° TRAVAIL VALEUR UNITE
1 1107202 6,95
2 11072117 5,41 pg/mL Niveau bas 3503
3 11072113 10,12
NOMBRE N° TRAVAIL VALEUR UNITE
1 11327185 9,7
2 11327189 5,79
3 11327198 6,18
4 11327184 5,79
5 11029197 6,95
6 11029261 6,56 Niveau bas
7 11029262 5,79 He/ml
8 11029462 8,91
9 11327951 7,34
10 11029982 5,41
11 11031402 6,18
12 11329345 Tl
I CONTAMINATION
Automate | STA-R 3503 | STA-R 2671 | STA-R 2719
NOMBRE N° TRAVAIL VALEUR UNITE
1 11327951 7,34 Niveau Bas
2 11029462 8,91 pg/mL
3 11327185 9,71
NOMBRE N° TRAVAIL VALEUR UNITE
i 11031283 164,44 Niveau Haut
2 11029270 106,66 pg/mL
3 11029487 56,75
NOMBRE N° TRAVAIL VALEUR UNITE
1 11031283 164,44 Niveau Haut 3503
2 11029270 106,66 pg/mL
3 11029487 56,75
NOMBRE N° TRAVAIL VALEUR UNITE
1 11030682 16,44 Niveau bas 3503
2 11030704 11,76 g/t
I REPRODUCTIBILITE (FIDELITE INTERMEDIAIRE)
Automate | STA-R 3503 | STA-R 2671 | STA-R 2719
CQI STA FM CONTROL Niveau 1
lot 107141 (10-22pg/mL) valeur cible : 16 pg/ml
CQl STA FM CONTROL Niveau 2
lot 107141 (75-113pg/ml) valeur cible : 94 pg/ml
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QY . —
:‘Q_t‘llm.{ ‘ " Date d'application
ooy biologie - hygitne 1 décembre 2011
CORRELATION
Automate | STA-R 3503 | STA-R 2671 STA-R 2719
NOMBRE N° TRAVAIL VALEUR UNITE
1 11333809 6,18
2 11333849 24,19
3 11336767 27,56
4 11336975 115,38
5 11029146 = CORRFM1 23,72
6 11029150 = CORRFM2 125,82
7 11327199=CORRFM3 56,16
8 11327185=CORRFM4 9,71
9 11327198=CORRFM5 6,18
10 11029197=CORRFM6 6,95
11 11029262=CORRFM7 5,79
12 11029270=CORRFM8 106,66
13 11029503=CORRFM9 42,54
14 11029462=CORRFM10 8,91
15 11029487=CORRFM11 56,75
16 11029732=CORRFM12 42,54
17 11327951=CORRFM13 7,34 ve/ml
18 11029946=CORRFM 14 16,88
19 11029982=CORRFM15 5,41
20 11029984=CORRFM16 18,66
21 11030704=CORRFM17 11,76
22 11031407=CORRFM18 52,66
23 11031402=CORRFM19 6,18
24 11329345=CORRFM?20 7,73
25 11040854 96,06
26 11040946 74,01
27 11049293 25,62
28 11345241 8,91
29 11050710 11,35
30 11050562 17,32
31 11050565 1/4 56,75
32 11050171 7,73
VALEURS DE REFRENCES
N° travail Valeur N° travail Valeur N° travail Valeur
11055174 5 11080005 5 | 11078241 6,01
11055926 5 11080006 5 11071933 6,56
11071930 5 11080135 5 11056055 6,95
11071931 5 11080137 5 11078090 15,77
11078126 5 11080389 5 11080146 16,27
11078127 5 11080417 5 11055927 20,93
11078130 5 11055913 5,04
11078233 5 11055911 5,04
11078295 5 11078154 514
11078296 5 11055934 5,41
11078297 5 11071932 5,41
11078464 5 11078269 5,57
11080003 5 11055279 5,79
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a¥e» Date d'application

FeHy OLE "
imoyee’ biologie - hygiéne 1 déCembre 2011
TEST DE REPETABILITE
Détermination des spécifications ou limites acceptables : | Niveau bas : 8%  Niveau haut : 5%
Fiche fournisseur Stago STA-Liatest® FM

Vérifications bibliographiques 5 Tournoys et al. Dosage des monomeéres de fibrine en pratique quotidienne. CHRU Lille

Répétabilité annoncée par le fournisseur: | niveau bas : CV=8% | niveau haut : CV=3,1%
Etude de la Répétabilité réalisée au laboratoire ? | 0oUl [_INON

Plan d'expérimentation et de mise en oeuvre au laboratoire :
* Nous avons travaillé sur deux niveaux de concentration : un niveau bas proche du seuil de positivité et un niveau
haut a partir de mélanges de plasmas de patients.
* Le dosage des FM est indiqué dans le diagnostic biologique des CIVD. Il n'existe pas de marqueur biologique
spécifique de ce syndrome. Le dosage des FM doit s'interpréter en fonction d'autres marqueurs biologiques, de leurs

évolutions et du contexte clinique (utilisation possible des scores ISTH, SFAR...B)‘”). Les limites acceptables ont donc
été définies en fonction de I'utilisation du parametre dans notre laboratoire et des données bibliographiques.

¢ En raison du colt élévé des réactifs, il a été décidé d'effectuer : 20 mesures pour I'automate STA-R® 3503,
automate de routine et 15 mesures pour les automates back-up STA-R® 2671 et 2719.

| NIVEAU I NIVEAU |
BAS HAUT 120
Date 04/08/11  19/04/11 =115
Automate : STA-R 3503 E 110 L& ® o a_o
5 : . £ D - ®
Type échant.  Patient  Patient 2105 ol = i > rg—
Opérateurs BM BM 2 100 L& ® . ]
BD BD 0 . -
o 5 95
Unité: pg/ml pg/mi @ 90
o
e s
Réactifs/lots 107141 107141 0 5 10 15 20
Nb mesures 20 20 rang de la mesure
Mesure Valeur Valeur
1 9,31 110,27
2 9,31 102,38 =
3 8,91 108,1 ES,S o
- - » L T
4 9,31 106,66 378 B, 8, &, 8,
5 8,91 97,46 E ® @®
6 7,73 100,26 ©6,8 L &
3 »
7 8,91 107,38 2
8 9,31 103,09 35,8
9 8,91 110,99 0 5 10 15
10 891 106,66 Rang de la mesure
11 8,12 109,54
12 8,52 107,38
13 7,73 100,26 Niveau bas Niveau haut
14 8,12 97,46 Ecart Type 0,61 4,25
15 8,12 104,51 Moy - 2SD 7,29 96,78
16 8,91 101,67 Moy +2 SD 9,75 113,80
17 7,73 110,27 Moy - 35D 6,67 92,53
18 7,73 104,51 Moy +3 SD 10,36 118,05
19 7,73 109,54 CV% 7,21 4,04
20 8,12 107,38 CV Stago 8 3,1
Moyenne 8,52 105,29 CV Lille 3,6
Min 7,73 97,46 CV limite (%) 8 5
Max 9,31 110,99 lconcLusion OK OK
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TEST DE REPETABILITE
NIVEAU NIVEAU
BAS HAUT
Date essai 19/04/11 19/04/11
Automate : STA-R 2719
Type échant. Patient Patient
Opérateur(s) BM BM =
BD BD < &8 <
Unité: pg/ml pg/ml = & LA A
Réactifs/lots 107141 107141 2 e [ ry - Y S
Nb mesures 15 15 "5' 6,8 = L ®
Mesure Valeur Valeur % =
1 7,74 106,42 > 58
2 7,74 102,98 0 5 10 15
3 7,34 107,81 Rang de la mesure
4 6,54 104,35
5 6,94 105,04
6 8,15 101,62
7 7,74 101,62
8 7,34 101,62
9 6,94 102,3
10 8,15 105,04
11 8,15 98,24 =110
12 7,74 103,67 % ®
13 8,15 105,73 4 i w
14 7,74 105,04 s 1% e * o
15 8,55 99,58 : e ® @ L
Moyenne 7,66 103,40 ;3: 100 ®
Min 6,54 98,24 S -
Max 8,55 107,81 95
Ecart Type 0,55 2,61 0 5 10 15
Moy - 2 5D 6,56 98,19 Rang de la mesure
Moy + 2 SD 8,77 108,62
Moy - 3 SD 6,00 95,58
Moy + 3 SD 9,32 111,23
CV % 7,22 2,52
CV STAGO 8 3,1
[CV Lille 3,6
CV limite (%) 8 5
CONCLUSION OK OK
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a?s Date d'application
TleHy oLe
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TEST DE REPETABILITE
NIVEAU NIVEAU
BAS HAUT
Date essai 19/04/11 19/04/11
Automate : STA-R 2671
Type échant. Patient Patient
Opérateur(s) BM BM
BD BD
Unité: pg/ml pg/ml
Réactifs/lots 107275 107275
Nb mesures 15 15
Mesure Valeur Valeur 1
1 9,46 94,72 -E‘ 10
2 8,62 93,32 E
3 8,62 94,72 = 9 ®
4 7,79 86,52 2 " = s o
5 9,46 94,72 L4 ® @ ®
6 9,04 95,43 3 7
©
7 8,21 103,49 >
8 9,46 97,58 6
9 8,21 97,58 0 5 10 15
10 8,62 983 Rang de la mesure
11 8,62 97,58
12 8,21 101,24
13 7,79 99,76
14 9,46 101,24 112
15 7,79 102,74 :ET 107
Moyenne 8,62 97,26 < P °
Min 7,79 86,52 o 2 "
Max 9,46 103,49 s o7 0 e 0
s ® _® e ®
Ecart Type 0,63 4,32 g 92
Moy - 2 SD 7,36 88,61 %
Moy + 25D 9,89 105,91 s & ®
Moy - 3 SD 6,73 84,29 82
Moy + 3 SD 10,52 110,23 0 5 10 15
v % 7,31 445 Rang de la mesure
CV Stago 8 3,1
CV Lille 3,6
CV limite (%) 8 5
[CONCLUSION OK OK

COMMENTAIRES ET CONCLUSIONS

Pour le niveau haut : les CV sont conformes

Pour le niveau bas : les CV sont conformes. On remarque que les variations sont plus importantes dans ce niveau de
valeur. Cependant les écarts-types sont faibles, inférieurs a ceux du fabricant. Quand la valeur de I'analyte est basse,
I'écart-type est plus pertinent que le CV.

Les tests de répétabilité sont acceptables
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Date d'application

1 décembre 2011

TEST DE FIDELITE INTERMEDIAIRE

Détermination des spécifications ou limites acceptables : |

Niveau bas : 8%

Niveau haut : 5%

Veérifications bibliographiques :

Fiche fournisseur Stago STA-Liatest® FM
Tournoys et al. Dosage des monomeres de fibrine en pratique quotidienne.

Reproductibilité annoncée par le fournisseur :

niveau bas : CV=8%

niveau haut : CV=2,6%

Etude de la Reproductibilité réalisée au la

boratoire ? | 0Ul

[ TnoN

Plan d'expérimentation et de mise en oeuvre au laboratoire :

Les limites acceptables ont été définies selon les mémes critéres que ceux des tests de répétabilité.
Nous avons utilisé les deux niveaux de CIQ du kit Control Liatest® N et P, passés deux fois par jour.

NIVEAU BAS NIVEAU HAUT
Type échant cQ cQ
Opérateur(s) BD BD
BM BM 20
Automate : STA-R 3503 —é
= 18 w
UNITE : pg/ml pg/ml o
LOTS : 107141 107141 s 16 -" s LA L s
Nb mesures 30 30 Z ® ® & ® ® ® I ®
Mesure Valeur Date Valeur 21 ® el e,
1 16,88 04/04/11 09h49 99,56 g
2 16,01 | os4/04/1115n04 | 103,8 12
3 15,14 0s/04/1100h52 | 105,23 0 10 20 30
4 16,44 05/04/11 15h05 100,97 Rang de la mesure
5 15,14 06/04/11 09h11 | 103,09
6 16,01 06/04/11 15h05 103,09
7 14,28 07/0a/11 09ha8 | 100,26
8 15,14 07/04/11 14h57 | 102,38
9 15,57 08/04/11 08h45 99,56
10 15,14 08/04/11 14h44 98,86 = 110 o
11 18,21 | 11/04/1100n29 | 104,51 £
12 14,71 | wemoem |10666] | 2 105 [3° et
13 1557 12/04/11 08038 | 102,38 ? 100 %
14 16,88 | 12/04/201116h40 | 99,56 2 "'_.‘_"'_.—'._.
15 15,14 | 13/02/2011 09027 | 106,66 S 9% o
16 16,88 13/04/1115h21 | 100,97 90
17 15,57 14/04/11 09h23 108,1
18 15,57 14/04/11 16h4a3 | 100,26 o s - %0
19 14,71 | 15/04/11 ooh3a | 106,66 Rang de la mesure
20 15,57 15/04/11 15h07 99,56
21 15,57 18/04/1109h26 | 104,51
22 15,57 18/01/11 16ha4 | 105,94 Niveau bas Niveau haut
23 16,44 19/04/1110h11 | 103,09 Ecart Type 0,90 3,21
24 15,57 19/04/11 17h16 96,06 Moy -2 SD 13,83 95,46
25 16,44 20/04/1110h59 | 101,67 IMoy +2SD 17,44 108,29
26 14,28 20/04/11 15h43 | 100,26 IMoy -3SD 12,92 92,25
27 13,86 21/04/1108048 | 100,97 Moy + 3 SD 18,35 111,50
28 15,14 21/04/11 16h34 98,16 EV % 5,78 3,15
29 15,57 22/04/11 10h09 96,76 |CV Stago 8 2,6
30 16,01 22/04/11 14h57 96,76 |CV Lille 9,6 4
Moyenne 15,6337 101,88 CV limite 8 5
Min 13,86 96,06 JCONCLUSION OK OK
Max 18,21 108,1 I
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’:‘9':‘&-1 oL Date d'application
o BN 1 décembre 2011
TEST DE FIDELITE INTERMEDIAIRE
NIVEAU BAS NIVEAU HAUT
Type échant  ClQ cQ
Opérateur(s) BD BD
BM BM
Automate : STA-R 2719
UNITE : pg/ml pg/ml
LOTS : 107141 107141 20
Nb mesures 30 30 19
Mesure Valeur Date Valeur = v ®
1 16,11 | swosmoms [ 0162 || 18 | s __os
2 16,98 | o4/04/1116033 | 103,67 217 | e hlld
3 17,42 | osjou/iiomy | 100,94 || £ 16 T —tr— o i
4 16,55 | os/04/1115h41 | 99,58 215 ‘. ’—.—.—.
5 18,3 | oe/os/1108ns5 | 100,94 > 14 L
6 15,25 | oe/04/1116h53 | 101,62
7 14,82 | o7/04/1109n14 | 100,94 B
8 16,11 | or/os/1115mas | 100,94 0 3 D 13 =0 25 30
9 16,48 | os/0s/1100m5 | 99,76 Rang de la mesure
10 16,11 | os/04/1115n11 | 98,91
11 17,86 | 11/04/1109n26 | 101,62
12 16,98 | 11/04/1115h45 | 105,04
13 16,11 12/04/1109n3 | 101,62
14 16,98 | 12/04/1115035 | 100,94
15 17,86 | 13/04/1109m1 | 106,42
16 17,86 | 13/04/1115h46 | 102,98 108
17 16,11 | 14/04/11 o919 | 104,35 106 ®
18 17,42 | woosnsenss | 1023 || = 104 | g " .
19 16,55 | 15/08/1108m6 | 100,94 %, 100 v . L
20 183 | moyusms | 10002]| 2. Mttty wee iy .
21 12,39 | woymomes | 100.04]| £ %° s oy e
L 2 5 98 »
22 15,25 | 18/04/1115n30 | 101,62 ‘2‘ a8 ®
23 15,68 | 19/04/1108n41 | 100,26 >
24 15,25 | 19/04/11 15021 | 102,98 94
25 15,68 | 20/04/1110m58 | 102,3 92
26 16,11 | 20/04/1116h30 | 102,98 0 5 10 15 20 25 30
27 15,25 | 21/04/1108h41 99,58 Rang de la mesure
28 16,11 | 21/04/11 15044 | 100,26
29 14,82 | 22/04/11 09h50 96,9
30 15,68 | 22/04/11 15n4s | 98,24
Moyenne | 16,346 101,40 niveau bas niveau haut
Min 14,39 96,90 Moy - 2 SD 14,21 97,48
Max 18,3 106,42 Moy + 2 SD 18,48 105,33
Ecart Type 1,07 1,96 Moy - 3 SD 13,14 95,52
Moy + 3 SD 19,55 107,29
V% 6,54 1,94
CV Stago 8 2,6
CV Lille 9,6 4
CV limite 8 S
CONCLUSION 0K OK
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Date d'application

Holcgie.: hvaitie 1 décembre 2011
TEST DE FIDELITE INTERMEDIAIRE
NIVEAU BAS NIVEAU HAOT
Type échant clQ cQ
Opérateur(s) BD BD
BM BM
Automate : STA-R 2671 20
UNITE : pg/mi pg/mi T 19
~ - .
LOTS : 107141 107141 % 1 ®
Nb mesures 30 30 E ‘ * o8 .‘H. P
Mesure Valeur Date Valeur o i 66 8 Y
1 18,54 04/04/2011 09h03 94,43 § 16 L] &
2 16,48 04/04/2011 16h09 94,02 w® 15
3 16,48 | osioaoriosnss | 94,02 = i
4 17,71 05/04/2011 15h59 94,02 0 10 20 30
5 17,71 06/04/1109h04 91,93 Rang dé |a mesure
6 16,48 06/04/1115h44 92,62
7 18,13 07/04/2011 08h51 91,93
8 16,07 07/04/2011 16h01 91,24
9 16,48 08/04/1109h40 99,76
10 15,66 08/04/1115h39 93,32 107
11 173 11/04/11 09h09 96,86 -
12 16,14 11/04/2011 16h03 100,50 TE' 102
13 17,3 12/04/1109h32 99,03 = . L
14 16,80 | 1o/oy1115m9 | 91,93 2 97 ® ~—ag—=
15 18,54 13/04/11 09h20 98,3 E w
16 17,3 13/04/2011 15h58 92,62 g 92 ‘—“ - .—"'_“‘
17 17,71 14/04/11 05ho0 | 94,02 2
18 17,71 14/04/11 16h29 96,86 > &
19 16,89 15/04/11 09h13 94,72
20 173 15/04/1114h33 91,93 82
21 17,71 18/04/1109013 96,14 0 10 20 30
22 16,89 18/04/1116h33 94,02 Rang de la mesure
23 17,3 19/04/11 08h59 91,93
24 16,48 19/04/2011 15h43 91,24
25 173 20/04/11 09H34 94,72
26 16,48 20/04/1116h15 97,58 niveau bas | niveau haut
27 16,89 21/04/1109h11 94,02 Moy - 2 SD 15,67 89,00
28 16,89 21/04/11 15h55 91,93 Moy + 2 SD 18,48 99,63
29 16,89 22/04/11 09h28 91,93 Moy - 3 SD 14,96 86,34
30 16,48 22/04/11 15h29 91,93 Moy + 3SD 19,18 102,29
Moyenne 17,071 94,32 CV % 4,11 2,82
Min 15,66 91,24 CV Stago 8 2,6
Max 18,54 100,5 CV Lille 91 4
Ecart Type 0,70 2,66 CV limite 8 5
CONCLUSION OK OK

COMMENTAIRES ET CONCLUSION

Valeurs basses : Les CV sont conformes

Valeurs hautes : Les CV sont conformes.

Les tests de fidélité intermediaire sont acceptables.
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‘:’9{;‘}4 ‘ . Date d'application
1 décembre 2011
Détermination des spécifications ou limites acceptables : | +/-3%
Vérifications bibliographiques : I Absence de bibliographie
Contamination annoncée par le fournisseur : Non communiquée
Etude de la contamination réalisée au laboratoire ? QUI [ Inon

Plan d'expérimentation et de mise en oeuvre au laboratoire :

Les échantillons haut et bas sont obtenus par mélange de plusieurs patients. Pour les trois automates, I'échantillon haut
est passé trois fois suivi de I'échantillon bas trois fois. Afin de se mettre en conformité avec le guide SH GTA 04 paru en
avril 2011, le test de contamination inter-échantillons a été aussi réalisé selon les nouvelles recommandations sur
|'automate principal de routine (3503).

TEST DE CONTAMINATION (selon LAB GTA 04)

Automates : | STA-R 3503 | STA-R 2719 | STA-R 2671
Date essai 18/04/11
Opérateur BD BM
Type échantillon élevé (H) Patients N° Lot | /
Type échantillon bas (B) Patients
Unité | pg/mL |
Rincage effectué avant test ? | oui |
| STA-R 3503
Niveau Haut (H) Niveau Bas (B
H1 H2 H3 Bl B2 B3
105,23 100,26 103,8 7,73 6,95 7,34
Moyenne
103,0966667
TEST DE CONTAMINATION EN % SEUIL MAXIMUM EN % CONCLUSION
0,378285751 3 OK
TEST VALIDE
| STA-R 2719
Niveau Haut (H) Niveau Bas (B
H1 H2 H3 Bl B2 B3
101,62 100,26 105,04 6,94 5,75 7,34
Moyenne
102,3066667
TEST DE CONTAMINATION EN % SEUIL MAXIMUM EN % CONCLUSION
-0,390981363 3 OK
TEST VALIDE
| STA-R 2671 |
Niveau Haut (H) Niveau Bas (B
H1 H2 H3 Bl B2 B3
101,24 101,99 102,74 9,04 9,46 8,21
101,99
TEST DE CONTAMINATION EN % SEUIL MAXIMUM EN % CONCLUSION
0,813805275 3 OK
TEST VALIDE
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a Date d'application
THuY ‘ o1 F
Hmemes Eialonis ™ Hvaling 1 décembre 2011
TEST DE CONTAMINATION (selon SH GTA 04)
Automate : | STA-R 3503
Date essai 25/08/11
Opérateur BD BM
Type échantillon élevé (H) Patient N° Lot I /
Type échantillon bas (B) Patient
Unité | upg/mL |
Rincage effectué avant test ? |  ou |
[ STA-R 3503 |
Niveau Haut (H) Niveau Bas (B
H1 H2 H3 Bl B2 B3
63,74 62,37 66,53 i K 14,79 15,77 15,28
Moyenne
64,21333333
Niveau Haut (H) Niveau Bas (B
H1 H2 H3 Bl B2 B3
62,37 58,29 65,13 2 13,35 11,92 10,98
Moyenne
61,93
Niveau Haut (H) Niveau Bas (B
H1 H2 H3 Bl B2 B3
64,44 65,13 66,53 3 14,31 12,87 13,35
Moyenne
65,36666667
Niveau Haut (H) Niveau Bas (B
H1 H2 H3 Bl B2 B3
63,74 63,74 64,44 4 13,83 13,83 11,92
Moyenne
63,97333333
Niveau Haut (H) Niveau Bas (B
H1 H2 H3 B1 B2 B3
64,44 63,74 65,13 5 13,35 13,35 13,83
Moyenne
64,43666667

Comparaison des moyennes B1 et B3 (test de Student)

valeur de p seuil Conclusion
0,222644024 <0,05 Pas de différence significative
entre les moyennes B1 et B3
TEST DE CONTAMINATION EN % SEUIL MAXIMUM EN % CONCLUSION
1,677404148 3 OK
TEST VALIDE

COMMENTAIRES ET CONCLUSION

L'ensemble des tests de contamination est conforme a la limité fixée.
On conclue a I'absence de contamination inter-échantillons.
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- Date d'application
Senu @ ae
ogte - hvaglene 1 décembre 2011
INTERVALLE DE REFERENCE

Vérifications bibliographiques :

Fiche fournisseur Stago STA-Liatest® FM
Poster GEHT 2009 - G.Lavigne-Lissalde et al. Etude prospective validant I'intérét du dosage des monomeres de
fibrine circulants comme marqueur d'activation et de fibrinoformation dans le choc septique.

Valeurs de référence du fournisseur :

< 6ug/mL

Etude des valeurs de référence réalisée au laboratoire ? OUI | Inon |

Plan d'expérimentation et de mise en oeuvre au laboratoire :

Vérification des données fournisseur avec dosage d'au moins 30 plasmas humains présumés normaux.

Les critéres de sélection sont : prélevement provenant du service des urgences du CHU, hémostase normale
(TCA,TP,fibrinogéne), absence de pathologie pouvant intérferer avec I'hémostase

Pour les calculs, les taux < 5pug/mL ont été considérés a 5 pg/mL.

Date de recueil des données | 03/08/2011 -

Automate : | STA-R 3503

Calcul de l'intervalle de référence

Valeur Nbre patients Gauss Panel patients 32
5 19 3,20
5,04 pJ 3,21 Vioyenne (VI.] 6,40
5,14 1 3,24
5,41 2 3,31 Variance 13,82
5,57 1 3,35
5,79 1 3,39 Ecart-type (5n) 3,42
6,01 1 3,41
6,56 B 3,43 Mn-25n -1,03
6,95 1 3,40
15,77 1 0,14 Mn+25n 13,84
16,27 i 0,10
20,93 1 0,00
[ Valeurs aberrantes > 1 13,54 1
Apres elimination des valeurs aberrantes
Valeur Nbre patients Gauss Panel patients 29
5 19 21,03 |
5,04 2 21,81 Moyenne tronquee (Mt) 5,24
5,14 1 23,22 |
5,41 2 22,28 Variance 0,24
5,57 i) 18,82 |
5,79 1 12,52 Ecart-type tronque (5t) 0,49
6,01 T 6,30
6,56 1. 0,61
6,95 1 0,05
0,00
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Date d'application

1 décembre 2011

N
o
L

Nombre patients
>

10 -
5 |
0 , 1 — | — — s B
® o 2 &
Valeurs

Valeurs de référence comprises entre
m, - 25n | 4,26
m, +25n | 6,22

COMMENTAIRES ET CONCLUSION

Nous retrouvons la valeur de référence annoncée par le fournisseur : < 6pug/mL
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Storu ‘ - ‘ Date d'application
< 1 décembre 2011

TEST DE CORRELATION DE METHODES

Automate : STA-R 3503
Automate : STA-R 2671
Test entre 2 méthodes différentes ? [ lour | -] non |
Si oui, lister les 2 méthodes / [rreToTe i .
Détermination des spécifications ou limites acceptables : I pente:0,9-1,1
Vérifications bibliographiques : | DIAGNOSTICA STAGO - Groupe d'aide 4 I'accréditation des laboratoires (GRAAL) -
- Critéres de Fidélité — Corrélations de systéme / Precision limits — version 1 janvier 2010 - QUAL 4001 — Anx 06/A
Corrélation annoncée par le(s) fournisseur(s) : NC
Etude de corrélation réalisée au laboratoire ? QUI []noN |

Plan d'expérimentation et de mise en oeuvre au laboratoire :

Il n'existe pas de bibliographie concernant les corrélations; nous nous sommes basés sur les données concernant le dosage des D-Dimeres
effectué sur le méme principe technique de dosage (technique Liatest®).

Les échantillons couvrent I'ensemble du domaine de mesure de la méthode. L' analyse des échantillons frais ou aprés congélation a été
effectuée sur les trois automates dans un délai le plus court possible.

Test entre 2 méthodes identiques ? | [-]out [L_Inon |
Si oui, quelle est cette méthode ? STA Liatest® FM
Fournisseurs différents ? [ Tour NON
Préciser le ou les fournisseurs Méthode 1 : STAGO | Méthode 2 : STAGO
Mode fonctionnement des 2 automates (techniques) ? Back-up
Opérateurs BD | Date des analyses 24/05/2011
BM
Nb mesures 32
Mesures | 3503(x) | 2672(y) | x-v) vi/% B';'S
0
1 6,18 8,21 2,03 1,33 -32,85
2 6,18 6,11 0,07 0,99 1,13
3 6,18 4,37 -1,19 1,19 -19,26
4 6,95 6,53 0,42 0,94 6,04
5 7,73 8,62 -0,89 1,12 -11,51
6 7,73 9,46 -1,73 1,22 22,38
7 7,73 9,46 -1,73 1,22 -22,38
8 8,52 8,21 0,31 0,96 3,64
9 8,91 10,29 -1,38 1,15 -15,49
10 8,91 10,7 -1,79 1,20 -20,09
11 10,12 10,7 0,58 1,06 5,73
12 11;35 13,18 -1,83 1,16 -16,12
13 12,17 13,6 -1,43 1,12 -11,75
14 17,32 19,77 -2,45 1,14 -14,15
15 18,21 18,95 -0,74 1,04 -4,06
16 19,11 20,18 -1,07 1,06 -5,60
17 22,78 21,83 0,95 0,96 4,17
18 24,19 24,73 0,54 1,02 2,23
19 25,62 24,31 1,31 0,95 541
20 27,56 26,81 0,75 0,97 2,72
21 36,14 35,75 0,39 0,99 1,08
22 44,73 41,06 3,67 0,92 8,20
23 54,99 56,36 -1,37 1,02 -2,49
24 54,99 50,4 4,59 0,92 8,35
25 56,16 52,36 3,80 0,93 6,77
26 56,75 55,85 0,90 0,98 1,59
27 74,01 68,73 5,28 0,93 7,13
28 96,06 89,19 6,87 0,93 7,15
29 113,18 109,67 3,51 0,97 3,10
30 115,38 100,5 14,88 0,87 12,90
31 120,56 118,63 1,93 0,98 1,60
32 125,82 135,46 -9,64 1,08 -7,66
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:.(Q_H_Ll ‘ s Date d'application
= el gl L L 1 décembre 2011
TEST DE CORRELATION DE METHODES (SUITE 1
Automate 1 | Automate 2 I I Dﬁérence Rapport
Moyenne 37,9 37,3 Xi -yi yi/xi
Mini 6,18 6,11 Moyenne 0,60 1,04
Max 125,82 135,46 Biais analytique en % -4,16
N 32 32
Moyenne | | I ey e
(xi-yi) Biais moyen| Ecart-type des différences (xi-yi)
x<20 -1,13 -11,91 écart-types 3,94
20<x<150 2,33 3,59 2 x écart-types 7,87
3 x écart-types 11,81
Moyenne 0,60
Limite de suivi Moyenne - 2SD -7,27
niveau bas niveau haut Moyenne + 25D 8,47
ClQ (ug/mL) 16 94 Moyenne - 35D -11,21
Limite 3,42 12,51 Moyenne +3SD 12,41
-3,42 -12,51

GRAPHIEUE% yi=xi

140
120
100

Valeurs FM (pg/mL)
automate 2671)
r O ©
S © ©

N
o o

y =0,9573x + 1,0168

® valeurs

—Droite de régression

0 50 100 150

Valeurs FM (ug/mL)
automates 3503

SEUIL CONCLUSION

Pente

Origine

0,9573 0,9-1,1
oK
1,017 NC

0,99527

20,00
15,00
10,00

5,00
0,00
-5,00

-10,00

-15,00

-20,00

Xn-Yn

-
&
@®
®
Yn / Xn (ug/ml)

a9

-
50 100 150
Xn Xn (ug/mL)
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Date d'application

= Motosleshvetins 1 décembre 2011
TEST DE CORRELATION DE METHODES
Automate : STA-R 3503
Automate : STA-R 2719
Test entre 2 méthodes différentes ? [ lour | [] noN |
Si oui, lister les 2 méthodes / i
Détermination des spécifications ou limites acceptables : | pente :0,9-1,1

Vérifications bibliographiques : |

- Criteres de Fidélité — Corrélations de systéme / Precision limits — version 1 janvier 2010 ~ QUAL 4001 — Anx 06/A

DIAGNOSTICA STAGO - Groupe d'aide a I'accréditation des laboratoires (GRAAL) -

Corrélation annoncée par le(s) fournisseur(s) :

NC

Etude de corrélation réalisée au laboratoire ?

oul [InoN

Plan d'expérimentation et de mise en oeuvre au laboratoire :

Il n'existe pas de bibliographie concernant les corrélations; nous nous sommes basées sur les données concernant le dosage des D-Dimeres
effectué sur le méme principe technique de dosage (technique Liatest).
Les échantillons couvrent I'ensemble du domaine de mesure de la méthode. L' analyse des échantillons frais ou aprés congélation a été

effectuée sur les trois automates dans le délai le plus court possible.

Test entre 2 méthodes identiques ?

[Flour  IMnown

Si oui, quelle est cette méthode ?

STA Liatest® FM

Fournisseurs différents ? [ four NON
Préciser le ou les fournisseurs Méthode 1:| STAGO | Méthode 2 : STAGO
Mode fonctionnement des 2 automates (techniques) ? Back-up
Opérateurs BD | Date des analyses
BM
Nb mesures 32
. Biais
Mesures 3503 (xi) 2719 (yy) (x-v) vil % 5%
1 6,18 6,54 -0,36 1,06 -5,83
2 6,18 5,75 0,43 0,93 6,96
3 6,18 6,94 -0,76 1,12 -12,30
4 6,95 7,34 -0,39 1,06 -5,61
5 7,73 9,37 -1,64 1521, -21,22
6 7,73 8,15 -0,42 1,05 -5,43
7 7,73 7,74 -0,01 1,00 -0,13
8 8,52 6,94 1,58 0,81 18,54
9 8,91 10,19 -1,28 1,14 -14,37
10 8,91 9,37 -0,46 1,05 -5,16
1l 10,12 9,78 0,34 0,97 3,36
12 11,35 11,85 -0,50 1,04 -4,41
13 12,17 11,85 0,32 0,97 2,63
14 17,32 19,19 -1,87 1,11 -10,80
15 18,21 18,3 -0,09 1,00 -0,49
16 19,11 21,43 -2,32 1,12 -12,14
17 22,78 26,96 -4,18 1,18 -18,35
18 24,19 23,25 0,94 0,96 3,89
19 25,62 26,96 1,34 1,05 5,23
20 27,56 25,56 2,00 0,93 7,26
21 36,14 36,69 -0,55 1,02 -1,52
22 44,73 42,83 1,90 0,96 425
23 54,99 54,67 0,32 0,99 0,58
24 54,99 57,47 -2,48 1,05 -4,51
25 56,16 56,91 -0,75 1,01 -1,34
26 56,75 60,31 -3,56 1,06 -6,27
27 74,01 69,07 4,94 0,93 6,67
28 96,06 89,64 6,42 0,93 6,68
29 113,18 113,43 -0,25 1,00 -0,22
30 115,38 105,73 9,65 0,92 8,36
31 120,56 120,61 -0,05 1,00 -0,04
32 125,82 136,23 -10,41 1,08 -8,27
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! Date d'application
ScHy OLE
noges hiologie - hygiéne 1 décembre 2011
TEST DE CORRELATION DE METHODES (SUITE 1]
Automate 1 | Automate 2 I I Différence Rapport
Moyenne 37,9 38,0 Xi -yi yi/xi
Mini 6,18 5,75 Moyenne -0,15 1,02
Max 125,82 136,23 Biais analytique en % -2,33
N 32 32
Moyenne
(xi-yi) Biais moyen Ecart-type des différences (xi-yi)
x<20 -0,46 -4,15 écart-types 3,27
20<x<150 0,16 -0,50 2 x écart-types 6,54
3 x écart-types 9,81
Moyenne -0,15
Limite de suivi Moyenne - 25D -6,69
niveau bas niveau haut Moyenne + 25D 6,39
CQl (pg/mL) 16 94 Moyenne - 35D -9,96
Limite 4,19 11,28 Moyenne +3SD 9,66
4,19 11,28
GRAPHIQUES yi=xi
140 =
. 120 .
= = y = 0,9894x + 0,5536
> 100
I
&% 80
LEL ®
0 E 60 ® valeurs
‘E‘; E, 40 —Droite de régression
>
20
0
0 50 100 150
Valeurs FM en ug/mL
(automate 3503)
SEUIL CONCLUSION
Pente 0,9894 0,9-1,1
OK
Origine 0,554 NC
R 0,99635
20,00 135
15,00 | =
-é 10,00 | /" é 1,25 a .
}1,, 500 | o 2115 g =
: 0,00 A:W >=< 1’05 —‘:. ' P
z ig’gg 0 . ...,5""". 100 150 <095 . —
= 15,00 - W 0,85
-20,00 0 50 100 150
Xn Xn
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TEST DE JUSTESSE

Détermination des spécifications ou limites acceptables : | NA

Vérifications bibliographiques : | NA

Justesse annoncée par le fournisseur : NA

Etude de Justesse réalisée au laboratoire ? [ lou NON
Automate : | NA
MATERIAU DE REFERENCE [Iour NON
ECHANTILLON EEQ Oou NON
ECHANTILLON CIQ EXTERNALISE [Jour NON
Nb mesures NA

COMMENTAIRES ET CONCLUSION

Il n'existe pas pour l'instant d'EEQ ni de programme d'externalisation des CIQ. Le test de justesse ne peut donc étre
réalisé.

Un échange d'échantillons ou de données avec d'autres laboratoires utilisateurs du kit pourraient permettre de
réaliser le test.

INCERTITUDE DE MESURE
MATERIAU DE REFERENCE our NON
ECHANTILLON EEQ our NON
ECHANTILLON CIQ EXTERNALISE ou NON

Nb mesures NA

COMMENTAIRES ET CONCLUSION

En I'absence d'EEQ, de matériau de référence et de programme d'externalisation des CIQ, I'incertitude de mesure
ne peut étre estimée.

De la méme facon que pour la justesse, un échange d'échantillons ou de données avec d'autres laboratoires
utilisateurs du kit pourraient permettre de calculer I'incertitude de mesure.

Les facteurs de variabilités ont été définis (cf feuille d'information)

Etude de Stabilité des reactifs FM buffer 1 et FM Liatest 2

Détermination des spécifications ou limites acceptables : | NA

Vérifications bibliographiques : |Fiche fournisseur Stago STA-Liatest® FM

Stabilité annoncée par le fournisseur :

¢ 2 jours sur STA Compact® et STA-R® dans leur flacon d'origine avec STA® - mini Reducer et capsule operculée
¢ 15 jours a 2-8°C dans leur flacon d'origine bouché (enlever le STA® - mini Reducer)

Etude de la Stabilité réalisée au laboratoire ? | [ lour NON

COMMENTAIRES ET CONCLUSION

Compte tenu du nombre de tests estimés par jour, les réactifs FM buffer 1 et FM Liatest 2 n'excéderont pas la limite

de stabilitée annoncé par le fabricant. Nous les conservons donc 48 heures maximum apres ouverture sur STA-R®.
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| SPECIFICITE INTERFERENCES 1
Type de lecture : | turbidimétrie |
Vérifications bibliographiques :
Fiche fournisseur Stago STA-Liatest® FM
Specificité annoncée par fournisseur |

¢ Le taux de monomeres de fibrine des plasmas particulierement turbides peut-étre sous-estimé.

e L'interférence du facteur rhumatoide dans le dosage n'a pas été mise en évidence, cependant elle n'est pas
totalement exclue. Aussi, en cas de taux de monomeres de fibrine inexpliqué, il peut étre utile de pratiquer la
recherche du facteur rhumatoide.

e La présence d'anticorps anti-souris chez certains sujets peut entrainer une surestimation du taux de monomeres
de fibrine.

* In vitro, une surcharge en fibrinogéne peut induire une sous-estimation du taux de monomeres de fibrine.

* |l a été montré que I'némoglobine, la bilirubine, les héparines non fractionnées, les héparines de bas poids
moléculaire n'interféraient pas dans le dosage jusqu'a des concentrations respectives de 5g/L, 200mg/L, 1UI/mL et
2 Ul anti-Xa/mL.

| Etude de spécificité réalisée au laboratoire ? | [_|our L-INON

COMMENTAIRES ET CONCLUSION

Ces données sont prises en compte dans l'interprétation du résultat si besoin.

INTERVALLE DE MESURE

LIMITE DE DETECTION ET QUANTIFICATION

Vérifications bibliographiques :

Fiche fournisseur Stago STA-Liatest® FM

Limite de quantification annoncée par le fournisseur :

le seuil de détection de la méthode est 5 pg/mL

Etude réalisée au laboratoire ? [ lour NON |

[ LINEARITE

Vérifications bibliographiques :

Fiche fournisseur Stago STA-Liatest® FM

Tournoys et al. Dosage des monomeéres de fibrine en pratique guotidienne. CHRU Lille
Linéarité annoncée par le fournisseur :

la zone de mesure s'étend de 5 a 150 pg/mL.

Etude de la linéarité réalisée au laboratoire ? [Jour NON |
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Date d'application

1 décembre 2011

RECAPITULATIF DE VALIDATION DE LA METHODE QUANTITATIVE

|Paramétre : | Monomeéres de fibrine
Automate : STA-R 3503 STA-R 2719 STA-R 2671
N° de série : 5502827 5502777 5502776
Matrice : PLASMA
Unité : | ug/mL
Parameétres a vérifier et/ou connaitre | Bibliographie Verllflgatnon Validé ? Commentaires
abo
Fidélité oul
(répétabilité-fidélité intermédiaire)
Contamination oul
Intervalle de référence oul
Justesse(approche de la) O : 2
En attente de CIQ externalisé
Incertitudes/facteurs de variabilité | ou dEEQ
Stabilité réactifs O oul
Intervalle de mesure
(Limite de quantification-Limite de | oul
linéarité)
Interférences EI oul
Spécificité analytique O oul
Comparaison :
Avec méthode de référence 1
D oul
Avec méthode déja utilisée au labo
Entre 2 automates identiques
Analyse des discordances oul
CONCLUSION

VALIDATION INITIALE

oul

[ NON

VALIDE LE

| 01/12/2011]

PAR

Magali Donnard
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Annexe 6 : Caractéristiques cliniques pré et peropératoires des patients (étude observationnelle)

Moy (ET) n (%) N
Sexe (hommes) 61 (70,11) 87
Poids (kg) 77 (14) 86
Age (années) 68 (12) 87
EUROSCORE 1I® 1,96 (2,14) 86
Type de Chirurgie
pathologie coronarienne 20 (22,99) 87
pathologie valvulaire 26 (29,89) 87
complexe 41 (47,13) 87
Durée CEC (min) 110 (51) 86
Débit maximum CEC (L/min) 7,26 (10,24) 86
Dose totale héparine (Ul) 30 224 (7 052) 85
Transfusion peropératoire
(nombre de patients)
CGR 39 (44,83) 87
PFC 23 (26,44) 87
Fibrinogéne 5 (5,75) 87
Plaguettes 2 (2,30) 87
Produits hors CGR 24 (27,59) 87
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Annexe 7 : Caractéristiques cliniques postopératoires des patients (étude observationnelle)

Saignement (mL)

+1H

+24H

Température (°C)

+1H

+3H

+6H

Date d'ablation des drains (jours)

Cell Saver® (mL)

reprise chirurgicale

(nombre de patients)

Premiére sortie des Soins Intensifs

(jours)

Déces

(nombre de patients)

transfusion postopératoire

(nombre de patients)

CGR

PFC

Fibrinogene

Plaquettes

Produits hors CGR

Moy (ET) Med (Q1-Q3) n (%) N
125 (219) 60 (40-120) 81
847 (818) 660 (460-930) 82
36,12 (0,70) 84
36,25 (0,68) 84
36,45 (0,74) 84
3,61 (1,61) 79
877 (543) 84
3 (3,45) 87

5,26 (2,44) 76
3 (3,45) 87

25 (28,74) 87

18 (20,69) 87

9 (10,34) 87

5 (575) 87

19 (21,84) 87
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Annexe 8 : Comparaisons des données cliniques entre les patients avec saignement excessif et

saignement normal (étude observationnelle)

Saignement normal Saignement excessif p
Moy (ET) Moy (ET)
Age (années) 66 (11) n=56 72 (12) n=29 0,011
Sexe (hommes) 41 (73,21) n=56 19 (65,52) n=29 0,106
Transfusions hors CGR
peropératoire 12 (21,43) n=56 11(37,93)  n=29 0,104
postoperatoire 6 (10,71) n=56 13 (44,83) n=29  0,0001
EUROSCORE I1® 1,79 (1,58) n=55 2,24 (2,95)  n=29 0,241
Type de chirurgie
Pathologie coronarienne 16 (28,57) n=56 6(20,69) n=29 0,602
Pathologie valvulaire 18 (32,14) n=56 7(24,14)  n=29 0,467
complexe 21 (37,50) n=56 15 (51,72) n=29 0,250
Durée CEC (min) 105 (44) n=55 119 (64) n=29 0,440
Debit max CEC (L/min) 8,09 (12,76) n=55 5,80 (0,78)  n=29 0,481
Dose totale héparine (Ul) 30 027 (7 281) n=55 30 603 n=29 0,574
Température (°C)
el 36,11 (0,77) n=56 36,15 (0,54) n=28 0,750
H+3 36,29 (0,74) n=56 36,16 (0,55) n=28 0,381
H+6 36,55 (0,77) n=56 36,26 (0,63) n=28 0,062
Date d'ablation des drains (jours) 3,53 (1,68) n=51 3,75(1,51) n=28 0,278
Cell Saver® (mL) 818 (435) n=53 993 (714)  n=29 0,404
Nombre de reprises chirurgicales 0 (0,00) n=56 3(10,34) n=29 0,014
Date de premiére sortie des soins
intensifs (jours) 5,10 (2,68) n=56 554 (1,97) n=17 0,089
Décés 3(0,00) n=42 0 (0,00) n=29 0,507
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Annexe 9 : Comparaisons des données biologiques entre les patients avec saignement excessif et

saignement normal (étude observationnelle)

Bilan Préopératoire

TCA (5)

TQ (s)
Hémoglobine (g/dL)
Hématocrite (%)

Plaquettes (G/L)

Bilans Péropératoire

TCA (5)
TQ (s)

Fibrinogene (g/1)

1*" Bilan Postopératoire JO [0min]

TCA (5)

TQ (s)

Fibrinogene (g/L)
Temps de thrombine (s)
Facteur 11 (%)
Facteur X (%)
Facteur V (%)
D-Dimeére (pug/mL)
Test éthanol
Hémoglobine (g/dL)
Hématocrite (%)

Plaquettes (G/L)

Saignement normal Saignement excessif p
Moy (ET) Moy (ET)
33,67 (4,96) n=55 34,66 (4,10) n=27 0,121
13,87 (3,90) n=54 13,49 (1,64) n=27 0,551
14,35 (1,44) n=55 14,45 (2,05) n=25 0,848
42,81 (4) n=55 43,34 (5,94) n=25 0,640
258 (67) n=54 234 (48) n=25 0,144
53,39 (35,79) n=28 53,05 (30,11) n=13 0,119
20,81 (9,87) n=28 20,87 (2,65) n=13 0,071
2,01 (0,47) n=27 1,71 (0,47) n=13 0,069
35,90 (5,59) n=54 40,55 (5,92) n=28 0,0001
16,86 (1,69) n=54 18,31(2,11) n=28 0,002
2,23 (0,54) n=54 1,96 (0,42) n=27 0,037
19.61 (2.08) n=36 18,47 (2,15) n=24 0.062
59 (12,03) n=54 53 (12) n=27 0,023
57 (15) n=54 48 (15) n=27 0,010
60 (14) n=54 55 (16) n=27 0,062
0,62 (0,30) n=53 0,65 (0,35) n=25 0,236
1(1,85) n=54 0 (0,00) n=25
11,88 (1,25) n=53 10,86 (1,60) n=27 0,006
34,79 (3,85) n=54 31,70 (4,80) n=27 0,003
152 (51,50) n=53 108 (36) n=26 0,0001
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