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Résumé. La maitrise de la phase pré-analytique est indispensable pour assurer
la qualité des examens biologiques. Certains facteurs de la coagulation sont
labiles. I1 est donc particulierement important de fixer des conditions de traite-
ment et de conservation des échantillons sanguins au laboratoire en fonction des
connaissances disponibles a ce sujet. Nous présentons la revue de la littérature,
des recommandations des sociétés savantes et de données fournisseurs, que
nous avons effectuée pour nous aider a prendre, au laboratoire d’hémostase,
des décisions documentées sur les conditions optimales de conservation des
échantillons sanguins a adopter selon I’analyse a réaliser.

Mots clés : phase pré-analytique, stabilité, hémostase, facteur de la coagula-
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Abstract. Samples for hemostasis testing are vulnerable to the effects of prea-
nalytical variables and quality standards for sample processing and storage
must be defined to insure accurate results. This article presents the available
informations on these preanalytical issues.
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La prise en charge d’un échantillon biologique comporte
trois phases : les phases pré-, per- et post-analytiques. La
phase pré-analytique comprend la réalisation du préleve-
ment, I’acheminement, le prétraitement et la conservation
des échantillons avant analyse. La maitrise de cette phase est
indispensable pour assurer la qualité des analyses. La norme
ISO 15189 demande que les conditions d’acheminement
des prélevements soient spécifiées dans le manuel de pré-
levement, et que des criteres d’acceptation des échantillons
biologiques soient fixés, notamment en termes de délai
avant analyse et de conditions de conservation des échan-
tillons. La phase pré-analytique est tout particulierement
importante en hémostase. En effet, on étudie I’activité
de protéines dont certaines ne sont pas stables. D’autre
part, I’activation de la coagulation doit impérativement
étre évitée (pas de conservation des échantillons entre 2
et 8 °C). La plupart des examens standards d’hémostase
sont effectués sur plasma citraté (0,105 M-0,109 M) ou sur
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plasma prélevé sur un mélange CTAD (citrate, théophyl-
line, adénosine, dipyridamole), natif ou conservé congelé.
Nous nous sommes intéressés aux problemes de stabi-
lité des facteurs dans le sang total, dans le plasma natif
(maintenu a température ambiante) et a I’influence de la
congélation. Des recommandations sur les conditions de
préparation des plasmas ont été fixées par les sociétés
savantes (GEHT- Groupe d’étude sur I’hémostase et la
thrombose, CLSI- Clinical and laboratory standards ins-
titute) [1, 2]. L’objectif de ce travail était de rassembler
et comparer le maximum de données disponibles sur la
stabilité des parametres d’hémostase afin de déterminer
les conditions optimales de traitement des échantillons en
fonction de I’analyse a réaliser. La recherche des réfé-
rences bibliographiques a été effectuée sur Medline en
utilisant les mots clés « coagulation factor, stability, tes-
ting », jusqu’a septembre 2013 sans limite d’antériorité.
Les résultats de cette recherche et les recommandations
des sociétés savantes (GEHT, CLSI) sont rapportés dans
les tableaux 1 a 4. Les indications fournies par les fabri-
cants des réactifs ont été indiquées lorsque les données de
la littérature étaient insuffisantes.
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Tableau 1. Stabilité des tests de coagulation globale et des D-dimeres.

Stabilité sur sang Stabilité sur plasma Stabilité sur plasma
TWpe total  TA TWpe itraté a TA . itraté congelé
Paramatre 4 6chan- otala d’échan- citrate a Température  Citrate congele
tillon CLSI H25- Autres tillon CLSIH25-  Autres de stockage cLs| H25- Autres
A5 [2] références A5 [2] références A5 [2] références
San total AU MoiNS Plasma citraté AU MoINS <-20°C 2 semaines E1625110|s
s o4 24 h[3] et CTAD/non  ,, 24h
TP 0.109 mM Au moins décanté/ [5,9,10] <-70°C 12 mois Au moins
’ 48 h [5] rebouché 8 h (Stago) 24 mois
[12]
Au moins <-20°C 2 semaines 12 mois
Sang total 6 h[6] Plasma citraté Au moins 12]
TCA citraté 4h Aumoins et CTAD/non 4h 6h[9]
0,109 mM 8 h[5] décanté/ Au moins <-70°C 6 a 12 mois Au moins
Au moins rebouché 8h[5, 10] 24 mois
24 h [3] [12]
Plasma citraté . <-20°C Au moins 10 mois [12]
T S_angltotal 4h rebouché 4h Au moins . : :
citraté 0109 M 24h[10,11] <-70°C Au moins 24 mois [12]
Sang total AU moins Plasma citraté AU moins <-20°C Au moins 24 mois [12]
DD citraté rebouché ; ;
0,109 mM 4h 24 h[3, 6] 0,109 M 4h 24h[10,11] <-70°C Au moins 24 mois [12]

Stabilité des parameétres dans le sang
total conservé a température ambiante

La stabilité des parametres en sang total conditionne les
délais optimaux et tolérables d’acheminement des échan-
tillons au laboratoire. Des délais courts sont une limite
a la prise en charge des prélevements provenant de sites
extérieurs, voire de prélevements sur site.

Dans les recommandations du CLSI, les délais maximaux
de conservation en sang total a température ambiante sont
de 4 h pour de nombreux tests, mesure du taux de prothrom-
bine (TP) exceptée (tableaux 1 a 3) [2]. Plusieurs études
démontrent une stabilité plus longue que celle indiquée
par le CLSI pour de nombreux parametres : fibrinogene,
facteurs extrinseques et intrinseques, facteur Willebrand
(VWF) inhibiteurs de la coagulation et D-dimeres (DD)
[3, 4]. Concernant le temps de céphaline plus activateur
(TCA), les études de Adcock et al. [5] Salvagno et al. [6],
et Zurcher et al. [3] démontrent la stabilité du parametre
pendant 6 a 8 h de conservation mais ne permettent pas de
conclure pour un délai de 24 h. Concernant la surveillance
des traitements par héparines, I’héparine non fractionnée
(HNF) est peu stable dans le sang total car les plaquettes sont
susceptibles de relarguer du facteur 4 qui entraine la neutra-
lisation des chaines a activité antithrombine qu’elle contient
[5]. Les héparines de bas poids moléculaire (HBPM) qui
comportent plus de chaines a activité anti-Xa que de chaines
a activité antithrombine sont moins neutralisées que I’HNF.
Ce phénomene explique la stabilité de I’HNF limitée a 2 h
en sang total citraté observée par Kitchen et al. [7] et la
meilleure stabilité des HBPM [8]. Lorsque des tubes citratés
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sont utilisés, il est donc impératif de réaliser la centrifuga-
tion dans ce délai maximal de 2 h. L’utilisation du CTAD
améliore tres significativement la stabilité de ’HNF dans le
sang total, avec un délai maximal de 6 h entre le prélevement
et la réalisation de I’analyse [7]. Cela permet de limiter le
risque important de sous-estimation des héparinémies li€ au
dépassement du délai, qui concerne de nombreux établis-
sements hospitaliers et les laboratoires exécutants prenant
en charge les échantillons de laboratoires correspondants
extérieurs.

Stabilité des parameétres en plasma
citraté conservé a température
ambiante

La stabilité des parametres en plasma citraté conservé a
température ambiante conditionne le délai de réalisation
de I’analyse apres centrifugation du sang total, ainsi que
la possibilité de vérification ou de rajout d’analyse complé-
mentaire. Dans les recommandations du CLSI, les délais de
conservation du plasma a température ambiante sont limités
a4 h apres le prélevement pour de nombreux parametres de
la coagulation, sauf le TP. Quelques études rapportent une
stabilité supérieure a 4 h pour le TCA, le temps de throm-
bine (TT), les DD, le fibrinogene, les facteurs extrinseques
et I’antithrombine (tableaux 1 a 3) [5, 9-11]. Aucune infor-
mation n’est disponible dans la littérature pour les facteurs
intrinseques et les protéines C et S. Nous avons donc indiqué
pour ces parametres les stabilités indiquées par les fournis-
seurs de réactifs. D’apres Adcock ef al., en plasma citraté,
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Tableau 2. Stabilité des facteurs de la coagulation.

Stabilité pré-analytique des parametres de la coagulation

Type Stabilité sur sang Type Stabilité sur plasma Stabilité sur plasma
Paramistre d_’échan- total a TA c!’échan- citraté a TA Température citraté congelé
tillon CLSI H25- Autres tillon CLSI H25- Autres de stockage c|g| H25- Autres
A5 [2] références A5 [2] références A5 [2] références
AU Moins <-20°C Au moins 24 mois
o R Sang total 24 h [6] Plasma citraté Au moins [12]
Fibrinogene cirals 241 Aumoins  [ebouche 4 h [Zg‘f 1h1] <-70°C  Aumoins 24 mois
: 48 h [3] ’ [12]
AU moins Plasma citraté AU moins <-20°C Guz]moms 12 mois
= Sang total , 24 h [4] et CTAD/non  , 241 [9]
citraté Au moins décanté/ 3 h Siemens <-70°C Au moins 24 mois
48 h [3] rebouché 4 h Stago [12]
AU moins <-20°C Guz]moms 24 mois
FV Sang total ah Au moins Plasma CTAD ah 24 h [9]
citraté 8 h[3] non décanté 3 h (Siemens) < - 70 °C Au moins 24 mois
4 h (Stago) [12]
<-20°C Au moins 6 mois
. . [12]
Fvil Sang total Au moins N 3 h (Siemens)
citraté 4h 24 h[3, 4] Plasma citraté 4 h 4h(Stago) <-70°C Au moins 24 mois
[12]
Au moins Au moins <-20°C Guz]moms 4 mois
FX Sang total , 24 h[4] Plasma CTAD , 24 h 9]
citraté Au moins non décanté 3 h (Siemens) < - 70 °C Au moins 24 mois
48 h [3] 4 h (Stago) [12]
<-20°C Au moins 6 mois
. [12]
EVII Sang total Au moins N 8 h
citraté 4h 4h 3] Plasma citraté 4 h (Siemens) <-70°C Au moins 18 mois
[12]
) <-20°C Au moins 8 mois
Au moins [12]
FIX Sang total 24 h [4.] o 8 h
citraté 4h Au moins Plasma citraté 4 h (Siemens) <-70°C Au moins 24 mois
48 h [3] [12]
<-20°C Au moins 6 mois
) [12]
EXI Sang total Au moins o 8 h
citraté 4h 48 h [3] Plasma citraté 4 h (Siemens) <-70°C Au moins 18 mois
[12]
<-20°C Au moins 18 mois
Sang total 8h [12]
FXII itrat :
citraté 4h Plasma citraté 4 h (Siemens) <-70°C Au moins 24 mois
[12]
<-20°C Au moins 24 mois
VWF:Ag  Sangtotal , Aumoins iraté 4h oh [12] (VWF : Ag)
et Rco citraté 48 h[3] asma citrate <-70°C  Aumoins 24 mois
[12] (VWF : Ag)

I’activité de ’'HNF évaluée d’apres le TCA est inchangée
pendant les 6 h qui suivent le prélévement, centrifugé immé-
diatement sans décantation [5] ; ces données demandent a
étre confirmées dans d’autres études compte tenu du fait
que, dans ces conditions, les plaquettes restent en contact
avec le plasma et sont susceptibles de libérer le facteur 4
qu’elles contiennent. Pour les HBPM, aucune variation de
I’activité anti-Xa n’est observée apres 24 h de conservation
[8] (tableau 4).
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Influence de la congélation
sur la stabilité des parameétres

La stabilité des parametres sur plasma congelé conditionne
le délai de réalisation des analyses non urgentes faites en
série (étude des inhibiteurs de la coagulation, par exemple).
Les recommandations du CLSI sont basées sur un travail
réalisé par Woodhams et al., qui ont testé deux tempéra-
tures de conservation : - 20 °C et - 70 °C [12]. Les délais
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Tableau 3. Stabilité des inhibiteurs de la coagulation.

Stabilité sur sang Stabilité sur plasma Stabilité sur plasma
Type total a TA Type itraté a TA itraté Ié
Paramatre d’échan- otal a dygchan- citraté a Température citraté congelé
tillon CLSI H25- Autres tillon  CLSIH25- Autres de stockage C|S| H25- Autres
A5 [2] références A5 [2] références A5 [2] références
<-20°C Au moins 24 mois
Plasma . [12]
Antithro-  Sang total , Au moins CTADnon , gz rf:‘[%'n?ﬂ 1 mois (Stago)
mbine citrate 48h 3] décante 8h(Stago) <-70°C  Aumoins 24 mois
12]
<-20°C Au moins 24 mois
| 8 (Aot s (Stago et
Protéine  Sang total , Aumoins 48h  Plasma ah (Stago) Biomérieux)
c citraté (AgetAct)[3]  citraté 6 h (Ag)
(Biomérieux) < -70°C Au moins 24 mois
(PC act) [12]
4h Au moins 8 h <-20°C Au moins 12 mois
(PS Ag) [3] 4 h(PS libre) (PS act) [12]
.. 1 mois (PS totale
Protéines Sang total Plasma (Stago) et libre) (Stago)
S citraté citraté 8 h (PS totale)
4h Au moins 48 h (Stago) <-70°C Au moins
(PS libre) [3] 18 mois [12]
Tableau 4. Stabilité pour la surveillance des traitements anticoagulants.
Stabilité sur sang Stabilité sur plasma Stabilité sur plasma
Type 1aTA Type . <3 TA . . 16
Paramtre d’échan- total a d’échan- citrateé a Température citraté congelé
tillon CLSI H25- Autres tillon CLSIH25- Autres de stockage CLs| H25- Autres
A5 [2] références A5 [2] références A5 [2] références
TP-INR Sangtotal 24 h Au moins
citraté 24 h [6]
0,109 mM Au moins
48 h [4]
Sangtotal 1h 2h[7]
citraté Plasma n AU MoiNS
HNF Sangtotal 4h 6h[7] citraté 6 h[5]
CTAD
HBPM Sangtotal 1h Au moins Plasma 4h Au moins <-20°C Au moins
citraté 4-6 h [8] citraté 24 h[8] 24 h[8]
décanté,
rebouché

indiqués sont compatibles avec les exigences des labora-
toires en termes de délai de rendu de résultats. Les données
de la littérature sont pauvres ; nous n’avons trouvé qu’une
seule autre étude qui s’intéresse uniquement aux D-dimeres
et au FVII et qui montre une stabilité de 9 ans de ces para-
metres pour des échantillons de plasma citraté conservés a
-80°C[13].

Conclusion

La littérature apparait relativement pauvre et les quelques
études dont nous avons rapporté les résultats manquent
d’homogénéité tout a la fois dans leur conception et dans
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les modalités d’analyse des résultats. Les conclusions
apparaissent cependant assez concordantes et permettent
de progresser dans les connaissances concernant la sta-
bilit¢ de certains parametres de 1’hémostase. Certaines
études publiées récemment permettent de remettre en
cause les recommandations du CLSI éditées en 2008.
Des études complémentaires bien conduites restent néces-
saires, en particulier pour les parametres pour lesquels
I’incertitude subsiste par manque de données, ou parce
que les résultats des études réalisées ne permettent pas de
conclure.

Liens d’intéréts : Les auteurs déclarent ne pas avoir de
lien d’intérét en rapport avec cet article.
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