Compte-rendu de la 1ère réunion du Club des biologistes en Hémostase

Cette réunion s’est tenue le 4 février 2011 et a rassemblé 26 biologistes.

Un questionnaire avait été préalablement adressé aux biologistes pour les interroger sur leurs pratiques de laboratoire. 

En ouverture de cette journée, les membres fondateurs ont présenté les objectifs du Club, les bases de son fonctionnement ainsi que les résultats d’un travail multicentrique réalisé pour le dosage du FVIII sous ReFactoAF sous l’égide des laboratoires Pfizer (in press dans Haemophilia)

Deux  thématiques dont les points forts sont rapportés ont été abordées en ateliers

1- Dosage du facteur VIII (atelier animé par Claire Pouplard)

Après un rappel des conditions préanalytiques, Claire Pouplard a repris  point par point,  la méthodologie du dosage chronométrique du FVIII et présenté les résultats du questionnaire. Les points forts de cet atelier sont les suivants :

( Choix du réactif pour le TCA. 

Le nombre de  réactifs commercialisés est important. Le choix d’un réactif est donc une étape difficile et qui plus est, coûteuse pour un biologiste. Or, ce choix est déterminant sur le dosage du FVIII, en particulier pour la détection des hémophiles sévères. Au vu des études publiées, en particulier celle de Verbruggen et al, Haemophilia 2008, l’Actin FS (Siemens) et le Cephascreen (Stago) sont à déconseiller. 

Au sein du groupe il pourrait être intéressant de quantifier le coût (temps technicien et temps biologiste) lié à l’évaluation d’un nouveau réactif afin de le faire valoir auprès de nos institutions lors des choix  des nouveaux marchés de réactifs

( Choix du plasma déficitaire en FVIII

Les plasmas déficitaires en FVIII commercialisés ne sont pas tous identiques tant au niveau de leur procédure de fabrication (immunodéplétion, inactivation) que de leurs caractéristiques. Ainsi, il est important de vérifier que le plasma déficitaire en FVIII contienne moins de 1 % de FVIII et tout lot présentant un titre supérieur doit être refusé. La question du « comment » faire cette vérification a été soulevée : réaliser la mesure du temps tampon et/ou tester des hémophiles A sévères connus ? La présence résiduelle d’antigène FVIII ou d’antiVIII peut aussi être retrouvée dans certains plasmas déficitaires avec un impact plus particulier sur la recherche d’inhibiteur anti FVIII.

Les autres facteurs de la coagulation doivent être présents « en excès » dans le plasma déficitaire  mais leur taux n’est que rarement mentionné par le fournisseur. Ce point devrait pouvoir être exigé par notre groupe de biologistes auprès des fournisseurs. Par ailleurs, un travail multicentrique doit être lancé par Claire Pouplard afin d’évaluer l’importance de la présence ou de l’absence de facteur Willebrand dans les plasmas déficitaires en facteur VIII vis-à-vis d’une part du dosage du FVIII et d’autre part de la recherche d’un inhibiteur. En effet,  peu d’éléments de preuve sont retrouvés dans la littérature depuis l’article princeps de Barrowcliffe publié en 1993.

· Calibration

Le choix du calibrant sur le principe « like versus like » (c'est-à-dire un plasma pour un dosage à visée diagnostique ou un concentré pour un dosage en cours de substitution) a été abordé. Lorsque le calibrant est un concentré, une prédilution en plasma déficitaire en  FVIII est nécessaire pour le ramener à 100%, puis les dilutions à proprement dit de la gamme sont faites en tampon. 

Il est conseillé de vérifier que le calibrant est titré par rapport aux étalons internationaux ; Pour certains utilisateurs,  il est préférable que le titre du calibrant soit compris dans une fourchette estimée entre  90%  et 105%. Il est conseillé de reconstituer le calibrant par le volume préconisé par le fabricant plutôt que d’ajuster celui-ci afin d’avoir un taux à 100% de FVIII.

L’établissement  de la courbe de calibration (une ou 2 gammes) est dépendant de l’automate.

La nécessité de  calibrer ou non à chaque dosage doit être évaluée pour chaque couple automate-réactifs. Une calibration gamme unique pour un même lot donné de déficient facteur VIII a été rapportée par Pierre Toulon sur automate ACL top  avec le réactif Synthasil ; de même, pour certains, un recalibration n’est pas nécessaire après maintenance sous réserve de l’acceptabilité des CIQ.  

· Evaluation externe de la qualité pour le dosage du Facteur VIII dans le programme ProBioQual (présentation de Roland MELEY)

Une ré-analyse des résultats de l’enquête ponctuelle d’avril 2010 a été réalisée à partir des réponses à un questionnaire adressé aux participants (132 réponses)

- Calcul du CV « toutes techniques » en fonction du taux du Facteur VIII du contrôle : entre 9 et 11 % pour des taux normaux, et entre 8 et 10 % pour les taux pathologiques. 

- Contrôle du codage utilisé (Technique, Plasma déficitaire et Céphaline) et demande d’informations supplémentaires : automate, calibrant, calibration systématique ou non

Au niveau des techniques, sur 132 réponses : 130 réponses en technique chronométrique, 1 réponse en technique colorimétrique, 1 réponse en technique antigène ELISA.

L’analyse des 130 réponses obtenues en technique chronométrique montre une grande hétérogénéité de mode opératoire :

· 22 codages différents si on utilise le couple plasma déficitaire – Céphaline

· 32 codages différents si on ajoute l’automate et la nature du calibrant

· 38 codages différents si on ajoute la calibration systématique ou non.

- Calibration
· Quatre calibrants différents sont utilisés (Stago, Siemens, IL, Trinity Biotech). Au sein des groupes homogènes (n>10), aucune différence significative n’est trouvée au niveau de la valeur cible entre les 3 groupes de pairs avec les étalons Stago, Siemens et IL.  

· 63% des laboratoires réalisent une calibration systématique, avec un CV inter technique de 8.3 % (taux normal) et 9.1 % (taux pathologique), alors que pour les 37 % de laboratoires qui ne calibrent pas systématiquement, le CV inter technique est de 13,3 % (taux normal) et 10.3 % (taux pathologique).

· Exemple de comparaison de résultats entre groupes de pairs en tenant compte du plasma déficitaire, de la céphaline utilisée et de la calibration (nature et calibration systématique ou non) : 3 groupes de pairs individualisés pour le plasma déficitaire Stago et 3 céphalines Stago 

	
	Calibration
	CV (%) sur taux normal (#85%)
	CV (%) sur taux pathologique (#35%)

	CK Prest
	- systématique (41)
	6,5%
	8,5%

	
	- non systématique (11)
	8,9%
	7,6%

	PTT-A
	- systématique (11)
	7,4%
	12%

	
	- non systématique (5)
	X
	X

	Cephascreen
	- systématique (11) 
	10,6%
	5,8%

	
	- non systématique (1)
	X
	X

	Toutes techniques
	- systématique (63%)
	8,3%
	9,1%

	
	- non systématique (37%)
	13,3%
	10,3%



En conclusion, la calibration systématique semble améliorer les CV intra techniques de 1 à 2% pour les trois groupes de pairs représentatifs, sans sembler être un élément majeur d’amélioration  de la technique du dosage chronométrique.

- ProBioQual a proposé aux laboratoires inscrits en 2011 de réaliser, si possible, le dosage du Facteur VIII à la fois en technique chronométrique et en technique colorimétrique pour pouvoir évaluer de la même manière les performances des deux techniques.

- Enfin, l’association ProBioQual étant également concernée par l’accréditation mais selon la norme ISO 17043, les calculs statistiques devront désormais utiliser la technique dite « robuste de détermination de la moyenne et de l’écart type, sans retrait des valeurs aberrantes ».  Ainsi, si la moyenne des groupes de pairs ne semble que peu modifiée, les CV des CEQ 2011 seront logiquement et à priori plus élevés qu’en 2010.

2- Critères d’acceptabilité des méthodes : application au dosage du facteur VIII chronométrique  (Frédéric Sobas et Marie-Françoise Aillaud)
Divers critères d’acceptabilité sont listés dans la littérature. La dernière conférence internationale de consensus (Stockholm en 1999) met en avant l’importance de replacer au centre de la réflexion l’impact des performances analytiques sur la prise en charge du patient. De ce point de vue, le critère « Recherche de la meilleure performance analytique pour le dosage du facteur VIII » est un critère pertinent en regard notamment des applications très contestables des considérations de Ricos sur la variabilité biologique du facteur VIII. Les discussions collégiales ont rapidement mis en évidence qu’il n’est pas aisé pour tous les laboratoires de disposer de ressources au sens large pour effectuer un choix éclairé des réactifs les plus performants. Dans ce contexte contraint d’un point de vue économique, même si il est difficile d’en percevoir l’impact sur la prise en charge du patient, l’état de l’art sur la performance analytique restitué par les programmes d’évaluation externe de la qualité donne des repères pour les biologistes. Dans l’attente d’une réévaluation des CV inter essai acceptables par le groupe, il peut être préconisé que le CV inter essai sur un contrôle normal et un contrôle pathologique ne doive pas excéder 7 % (sources GEHT). Les biologistes doivent eux-mêmes définir les critères d’acceptabilité de leurs méthodes même s’ils ont besoin de s’appuyer sur les recommandations des industriels.  La réévaluation se fera en regard des différences de pratique à type « calibration systématique vs calibration non systématique ». La réponse à la question concernant la recommandation de l’ISTH de calibration systématique trouvera peut être une réponse si les biologistes se rapprochent de la pertinence clinique du dosage. MF Aillaud a montré le dossier de validation du dosage chronométrique du facteur VIII avec l’analyse de risque associée pour présenter au chorum le travail à faire dans le cadre de la démarche d’accréditation.

Travail proposé au niveau du Club :

· préciser les spécifications cliniques

· calculer l’incertitude de mesure par paire automate-réactif, selon calibration systématique ou non (fichier Excel transmis par Fréderic Sobas à tous les participants)

3- Méthodes de détection et de titrage des allo-anticorps anti facteur VIII :  neutralisation et immunofixation (atelier animé par Marie Dreyfus)
Les principaux points émergents de notre discussion pour lesquels il semble y avoir consensus sont rapportés.

Technique de neutralisation 

· Quelques centres réalisent dans un premier temps une recherche d’inhibiteur sur un TCA M+T et ne font un titrage que lorsque le résultat est positif.

· La technique Oxford et la variante  Malmö, à visée de prédiction de la réponse spécifique à certains concentrés, ne sont pas utilisées
· Le titrage d’un antiVIII sur sérum plutôt que sur plasma ne semble pas poser de problème dans la pratique courante des participants, même si dans la littérature 5% des participants à des EEQ peuvent rendre des faux positifs (EJ Favoloro, Thromb Haemost 2006 ; 96 :73-78)

· Si le plasma du malade contient du  FVIII (hémophile mineur ou patient substitué), le plasma peut être chauffé 30 minutes à 56°, mais cela semble ne pas suffire pour détruire le FVIII recombinant, auquel cas il faudrait chauffer au moins 1 heure ; ce point mériterait d’être documenté

· La méthode recommandée  par l’ISTH est la méthode Nijmegen, (AR Giles, Thromb Haemost1998 ; 79 :872-5) qui utilise pour les mélanges contrôle et dilutions du plasma à tester, un plasma déficitaire en FVIII contenant du VWF. En effet, un plasma déficitaire en F VIII dépourvu de VWF donne des résultats de 30-50% inférieurs  (MA Kazmi, Blood Coagul Fibrinolysis 1998 ; 9 :623-8). Toutefois, les résultats des contrôles de qualité (ECAT) ne semblent pas meilleurs, sauf pour les titres faibles. 

· Mais une grande majorité de participants (80%) utilisent des variantes techniques des méthodes Bethesda ou Nijmegen. 

Ainsi, 20 centres/23 utilisent du tampon, et non du plasma déficitaire en FVIII pour diluer le plasma du malade, ainsi que dans la réalisation du mélange  contrôle.

La plupart de ces variantes semblent n’avoir aucune conséquence sur les résultats (S. Kitchen Sem Thromb Hemos 2009,35 :778-85). Par contre, du fait du nombre de faux positifs obtenus avec la méthode Bethesda pour les titres faibles (< 2UB/mL), il est conseillé de tamponner le plasma de référence utilisé comme source de FVIII par ajout extemporané de 1 volume de tampon imidazole 4M pour 39 volumes de plasma de référence (Verbruggen, Workshop des techniciens organisé par l’ECAT) pour obtenir un pH de la mixture à 7,4 (entre 7.3 et 7.6).

· Le plasma de référence peut être un plasma commercial titré ou un pool « maison » titré par rapport au standard plasma fourni par le NIBSC. De l’avis de la majorité des participants, il n’est pas nécessaire de vérifier localement le titre du plasma commercial déterminé par le fabricant, mais celui-ci doit toutefois être suffisant pour que le taux de FVIII de la mixture « témoin » soit >40%. 

· Concernant le plasma déficitaire en FVIII, il est conseillé de suivre les recommandations établies pour le dosage du FVIII ;  la question de l’importance de la présence de VWF dans le réactif fera l’objet d’un travail collaboratif coordonné par C. Pouplard
· Le seuil de limite de détection de 0,4UB/mL est adopté par tous les participants. 

· Le titre de l’inhibiteur doit idéalement être déterminé sur au moins 2 dilutions concordantes du plasma du malade, donnant un taux de FVIII résiduel le plus proche de 50%, dans l’intervalle 25-75%. 

· Un mode de calcul mathématique a été proposé par F. Sobas (G Kershaw et al, Sem Thromb Hemos 2009,35 :765-8)

Taux de facteur VIII résiduel (%)

=

(Taux de F VIII mélange test / Taux de F VIII mélange contrôle) x 100

Titre d’Ac (UB/ml)

=

[(log(Taux résiduel) - 2)/-0.301] x inverse de la dilution du plasma patient
· En cas d’inhibiteur de type II, le titre doit être l’inverse de la  dilution la plus faible donnant un FVIII résiduel proche de 50% (Verbruggen Sem Thromb Hemos 2009,35 :752-8). 

· L’interférence éventuelle de concentrés activés (Novoseven, FEIBA) sur le dosage de FVIII et le titrage des inhibiteurs devrait être étudiée dans un travail collaboratif 

· Il est recommandé de systématiquement dépister les anticoagulants circulants de type lupique (LA) associés par des techniques autres que le TCA (de préférence en DVVRT). En cas de LA positif, il est recommandé d’utiliser un réactif  céphaline-activateur insensible aux LA tel que le CK Prest, ou un dosage chromogénique pour le dosage du FVIII résiduel dans le titrage de l’inhibiteur.
Technique d’immunofixation : 

FVIII Antibody Screen® GTI diagnostics

(Sahud, Haemophilia 2007;12:317-22)
Les avantages de cette technique sont :

· Nécessité de 10µl de plasma ou sérum non dilué, non chauffé.

· Résultats indépendants d’éventuelles contaminations (FVIII, Novoseven ou FEIBA)

· Bonne corrélation avec les techniques de neutralisation sauf pour inhibiteurs de type IgM

· Meilleure sensibilité pour la détection précoce des inhibiteurs faibles ? 

Ses inconvénients :

· Coût et nécessité de grouper les dosages pour optimiser le test

· Détection d’allo-anticorps non neutralisants et donc non pertinents.

· Non adaptée à l’urgence

En conclusion, cette technique ne peut remplacer la technique de neutralisation, mais peut être utilisée à d’autres fins : détection précoce des inhibiteurs de titre faible, standardisation, autres ?

Proposition :


Un  protocole multicentrique coordonné par Claudine Caron a été proposé. Son objectif est d’évaluer la précocité du dépistage d’un Ac antiVIII ELISA par rapport à l’apparition d’un inhibiteur en Béthesda, chez de jeunes hémophiles A majeurs suivis à partir des premières expositions au FVIII (PUPS)

Les coffrets seront fournis par GTI ; à ce jour 7 centres sont candidats

Conclusions de la journée

Cet état des lieux fait le constat d’une certaine hétérogénéité des pratiques et soulève un certain nombre d’interrogations qui  invitent à mener des actions

· Calcul du coût de l’évaluation d’un nouveau réactif (TCA, plasma déficitaire en FVIII)

· Invitation de chaque participant à faire son calcul de CV et IM pour le dosage du FVIII sur les résultats des EEQ (fichier Excel transmis par Fréderic Sobas)

· Acceptabilité du dosage : définition des spécifications cliniques pour le dosage du FVIII

· Qualification d’un plasma déficitaire : taux des autres facteurs, contrôle du taux de FVIII et d’anti VIII résiduel ? Qualification d’un plasma calibrant

· Importance de la présence de VWF dans un plasma déficitaire et son impact éventuel sur le dosage de FVIII et la recherche d’anti VIII ?(Claire Pouplard)

· Harmonisation du titrage des inhibiteurs et du seuil de positivité

· Interférence de la présence de facteurs activés dans le titrage de inhibiteurs anti FVIII (Marie Dreyfus)

· Etude multicentrique ELISA anti FVIII menée par Claudine Caron
A l’issue de cette journée les discussions se poursuivent par échange de mail. Le rythme des futures réunions a été fixé à environ 2 par an. Une prochaine réunion est prévue en septembre avec pour ordre du jour les réponses préliminaires ou propositions de protocoles finalisés et figurant dans le dernier paragraphe du compte rendu ainsi que d’autres sujets proposés par les uns ou les autres des participants. 
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