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RESUME

Ce texte constitue une mise a jour des propositions relatives a la réalisation pratique des analyses de laboratoire
de la thrombophilie chez l'adulte et U'enfant, validée par les membres du GFHT.

Apres une mise au point sur les conditions pré-analytiques, une analyse des caractéristiques des méthodes
d’études des inhibiteurs physiologiques de la coagulation est présentée et des algorithmes de conduite
diagnostique sont proposés. Les causes d’anomalies acquises et d'interférences sont détaillées. En premiére
intention, l'activité cofacteur de Uhéparine de l'antithrombine et U'activité de la protéine C seront mesurées ainsi
que lactivité de la protéine S ou sa mesure par méthode immunologique (mesure de lantigéne). La place de
'étude des genes de antithrombine et des protéines C et S est discutée. Des propositions sont émises pour la
mesure des inhibiteurs quand un traitement anticoagulant est en cours, notamment AOD.

Le FV Leiden et le variant G20210A (c.*97G>A) du géne F2 peuvent étre recherchés par différentes méthodes,
commerciales ou « maison », et un résultat positif sera confirmé avec un nouveau prélévement. Il est recommandé
de ne pas rechercher une résistance a la protéine C activée pour détecter un facteur V Leiden. La recherche
d’anomalies constitutionnelles du fibrinogene est parfois indiquée, et les méthodes a utiliser sont discutées.
Concernant la thrombophilie acquise, les tests nécessaires au diagnostic du syndrome des anticorps
antiphospholipides sont présentés. La démarche diagnostique d’un anticoagulant circulant de type lupique chez
un patient traité par anticoagulant et notamment par AOD, est décrite.

La mesure des D-dimeéres n’est proposée que pour participer a U'évaluation du risque de récidive de thrombose
veineuse.

Le texte aborde enfin des questions pratiques essentielles, relatives au moment optimal du prélevement pour
les analyses de laboratoire de la thrombophilie.

Mots clés : thrombophilie biologique, maladie thromboembolique veineuse, inhibiteurs physiologiques de la
coagulation, analyse des génes, FV Leiden, variant G20210A du gene F2, dysfibrinogénémie, syndrome des an-
tiphospholipides, anticoagulant lupique, D-diméres.

ABSTRACT

This article is an update, validated by the members of the GFHT, of the practical recommendations for perfor-
ming thrombophilia screening in adults and children.

After a review of the preanalytical conditions, features of the testing methods for the physiological coagulation
inhibitors are presented and diagnostic strategy algorithms are proposed.

Causes of interferences and of acquired abnormalities are detailed. In first intention, heparin cofactor activity of
antithrombin and activity of protein C will be measured as well as the activity of protein S or free protein S anti-
gen assay. The role of genotyping for antithrombin and protein C and S genes is discussed. Proposals are made
for the measurement of inhibitors in patients treated with anticoagulants, in particular with DOAC.

FV Leiden and the F2 gene variant G20210A (c.*97G>A] can be investigated by different methods, commercial or
“in-house”, and any positive result should be confirmed on a new sample. It is recommended not to test for acti-
vated protein C resistance to detect Factor V Leiden. Testing for fibrinogen abnormalities is sometimes indicated
and the methods that can be used are discussed.

Regarding acquired thrombophilia, the tests necessary for the diagnosis of antiphospholipid antibody syndrome
are presented. The diagnostic approach of a lupus anticoagulant in a patient treated with an anticoagulant es-
pecially with DOAC, is described.
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The measurement of D-dimer plasma levels is proposed only to contribute to the assessment of the risk of

recurrence of venous thromboembolism.

Finally, the article addresses practical issues related to the optimal timing of thrombophilia testing.
Keywords: biological thrombophilia, venous thromboembolic disease, physiological coagulation inhibitors,
gene analysis, FV Leiden, F2 gene variant G20210A, dysfibrinogenemia, antiphospholipid syndrome, lupus anti-

coagulant, D-dimers.

Rev Francoph Hémost Thromb 2022 ; 4 (2) : 61-102.

QUEL PRELEVEMENT ? COMMENT LE TRAITER ?

La préparation d'un plasma de qualité optimale pour la réa-
lisation du bilan de thrombose doit prendre en compte les
points suivants : 1) certaines protéines de la coagulation sont
labiles, 2) la recherche d'anticoagulant lupique est extréme-
ment influencée par la présence de plaquettes résiduelles
dans le plasma, et particulierement lorsqu’elle est réalisée
sur des échantillons plasmatiques qui ont été congelés. En
effet, la congélation induit une extériorisation des phospho-
lipides plaquettaires procoagulants qui réduisent la sensibi-
lité des tests.

Le prélévement et son traitement doivent donc étre effec-
tués en respectant scrupuleusement les recommandations
nationales et internationales. Les recommandations que
nous résumons ci-dessous sont celles du Groupe Frangais
d'étude sur 'Hémostase et la Thrombose (GFHT) 1-4, du Clin-
ical and Laboratory Standard Institute (CLSI) 5,6, complétées
en ce qui concerne de la recherche d'anticoagulant lupique,
par celles de I'international Society of Thrombosis and Haemo-
stasis (ISTH) 7.

Tubes de préléevement et nature de U'anticoagulant

Les prélevements d’hémostase doivent étre réalisés sur
des tubes contenant comme anticoagulant du citrate 0,105-
0,709 M (3,2 %) (1 vol pour 9 vol de sang). Les tubes avec du
citrate a 0,129 M (3,8 %) sont acceptables. Un prélevement
en 17 position est acceptable si réalisé en ponction veineuse
franche sinon un tube de purge neutre est nécessaire. Les
tubes d’hémostase en matiere plastique peuvent étre en
PET (polyéthyléne téréphtalate) ou en polypropylene. Un
remplissage = 90 % est recommandé ; il est acceptable
jusqu'a 80 %.

Conditions de température (transport, traitement du
préléevement)

Le transport de I'échantillon du site de prélévement au la-
boratoire doit se faire préférentiellement a température
ambiante, soit entre 15° et 25 °C (préférence pharmacopée
européenne). Les conditions réfrigérées (2-8 °C) ne sont pas

recommandées car il y a un risque d'activation du FVII, de
modification du facteur Willebrand et d'activation plaquet-
taire. Idéalement, le transport doit se faire dans I'heure qui
suit le prélévement.

Préparation du plasma

Les tests spécialisés d'hémostase doivent étre réalisés sur
du plasma contenant < 10 G/L de plaquettes résiduelles.
Les conditions de centrifugation sont donc les suivantes : au
moins 15 min a 1500-2000 g, ou au moins 10 minutes a 2000-
2500 g. Un frein activé a la puissance maximale n'a pas d'im-
pact sur le chiffre résiduel de plaquettes (< 10 G/L) et sur les
résultats de plusieurs tests d'hémostase (INR, TCA, fibrino-
géne, facteurs Il, V, X, anti-Xa héparine et antithrombine) 8.
Ainsi, par extrapolation, le frein peut étre réglé a la puissance
maximale (avis d'expert). Si le chiffre de plaquettes n'est pas
<10 G/L aprés la premiére centrifugation, une double centri-
fugation doit étre réalisée avec une étape intermédiaire de
décantation du plasma, en veillant a ne pas prélever les pla-
quettes résiduelles présentes au fond du tube. Il ne faut pas
filtrer le plasma. Pour la recherche d'anticoagulant circulant
de type lupique avec du plasma congelé, la double centrifu-
gation est recommandée 9. La centrifugeuse doit avoir une
température controlée entre 15 et 25 °C.

Congélation des plasmas

Lorsque les examens ne peuvent pas étre effectués dans un
intervalle de temps acceptable, les plasmas déplaquettés
doivent étre congelés en aliquotes dans des tubes en maté-
riau non mouillable avec bouchons a vis dont la capacité est
adaptée au volume de I'échantillon (volume mort minimal).
La congélation sera la plus rapide possible. La température
de conservation recommandée est inférieure ou égale a
-70 °C. Une congélation rapide a température inférieure ou
égale a -20 °C est acceptable.
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Transport du plasma congelé

Le transport en carboglace en quantité suffisante, dans un
emballage approprié, en suivant les recommandations de
transport des échantillons de sang humain est a privilégier.

Décongélation

La décongélation doit étre effectuée rapidement (quelques
minutes - a adapter au volume de plasma) a une tempéra-
ture de 37 °C. Les plasmas doivent ensuite étre homogénéi-
sés et les tests effectués sans délai. Le temps de décongéla-
tion est a adapter au volume de I'échantillon (par exemple
pour une aliquote de 500 ulL, 2 a 4 min maximum). Le GFHT
et le CLSl insistent sur I'importance de 'homogénéisation du
plasma qui ne doit pas étre réalisée a I'aide d'un vortex, mais
par retournements (six allers retours) 10.

Stabilité

DEFICITS EN INHIBITEURS PHYSIOLOGIQUES DE
LA COAGULATION

Antithrombine (AT)

Généralités

L'AT est une glycoprotéine monocaténaire de 464 acides
aminés (AA) synthétisée par I'hépatocyte. L'AT circulante
comporte 432 AA - masse moléculaire (MM) de 58 kDa ;
sa concentration plasmatique moyenne est de l'ordre
de 200 mg/L ; sa demi-vie plasmatique moyenne est de
60 heures. Le gene codant I'AT, SERPINCT, est situé sur
le chromosome 1, il comporte sept exons et s'étend sur
13 480 paires de bases (pb). L'AT appartient a la famille des
inhibiteurs de sérine protéase (serpines). Elle inhibe irré-
versiblement des facteurs activés de la coagulation (surtout
FXa et Flla). L'action est dite progressive dans les conditions

Tableau 1: Stabilité des paramétres (sang total et plasma), d'aprés les propositions du GFHT.

Table 1: Stability of parameters (whole blood and plasma), based on GFHT proposals.

Sang total a T°C ambiante Plasma frais a T°C ambiante Plasma frais a T°C réfrigérée

Fibrinogene au moins 24 h

D-dimeres au moins 24 h
Antithrombine (activité et antigéne) au moins 24 h
Protéine C (activité et antigéne) au moins 24 h
Protéine S (activité) au moins 4 h
Protéine S libre antigene au moins 24 h

Résistance a la protéine C activée <48h

Recherche d’anticoagulant circulant de type lupique au moins 4 h

au moins 24 h au moins 24 h

DI DI
<24h au moins 24 h
au moins 4 h au moins 4 h
<24h DI
aumoins 4 h DA
<48h DA

< 4 h et double centrifugation
ou DA
simple centrifugation si plaquettes < 10 G/L

Légende : DI : données insuffisantes ; DA : données absentes ; T°C ambiante : 15-25°C selon la Pharmacopée Européenne ; T°C réfrigérée : 2-8°C selon la Pharmacopée
Européenne ; « Au moins » correspond aux durées maximales étudiées et sans effet (pas de données au-dela de ces durées).

Tableau 2: Stabilité des paramétres congelés, d'aprés les propositions du GFHT.

Table 2: Stability of frozen parameters, based on GFHT proposals.

Plasmas congelés a au moins -20°C | Plasmas congelés a au moins -70°C Cycle de congélation/décongélation

Fibrinogéne au moins 24 mois

D-dimeres au moins 24 mois

Antithrombine (activité et antigéne) au moins 24 mois

Protéine C (activité et antigéne) au moins 24 mois
Protéine S (activité) <12 mois
Protéine S libre antigene au moins 3 mois
Résistance a la protéine C activée au moins 2 semaines

Recherche d’anticoagulant circulant de type lupique au moins 2 semaines

au moins 24 mois

Pas d’'impact de plusieurs cycles aprés

au moins 36 mois iyt R X 5 X
congélation 1 a 2 semaines a au moins -60°C

au moins 24 mois DA
au moins 24 mois DA
< 18 mois Pas de recongélation apres décongélation

au moins 3 mois Pas de recongélation apres décongélation

au moins 1 mois Pas de recongélation aprés décongélation

Au moins 1 semaine Pas de recongélation aprés décongélation

Légende : DA : données absentes ; « Au moins » correspond aux durées maximales étudiées et sans effet (pas de données au-dela de ces durées).
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17¢ QUESTION : Avec quels tubes réaliser le bilan de thrombophilie ? Quel traitement pré-analytique ?

Proposition # 54 : /| est recommandé que les prélévements sanguins soient réalisés dans des tubes contenant une solution
citratée a la concentration de 0,105-0,709 M (1 vol pour 9 vol de sang) et collectés apreés un tube de purge ou en 17 position
si ponction veineuse franche. (Accord fort)

Proposition # 55 : // est recommandé que le transport des tubes d’hémostase du site de prélévement au laboratoire soit
effectué le plus rapidement possible et a température ambiante (entre 15 et 25 °C). Idéalement, le transport doit se faire
dans I'heure qui suit le préléevement. Pour les plasmas congelés, le transport en carboglace en quantité suffisante, dans
un emballage approprié, en suivant les recommandations de transport des échantillons de sang humain est a privilégier.
(Accord fort)

Proposition # 56 : I/ est recommandé de réaliser les tests avec du plasma contenant moins de 10 G/L de plaquettes. Les
conditions de centrifugation sont : 1500-2000 g au moins 15 minutes ou 2000-2500 g au moins 10 minutes, a température
contrélée et comprise entre 15 et 25 °C; le frein peut étre réglé a la puissance maximale. Pour la recherche d’anticoagulant
circulant de type lupique avec du plasma congelé, la double centrifugation systématique est recommandée. (Accord fort)

Proposition # 57 : Lorsque les examens ne peuvent pas étre effectués dans un intervalle de temps acceptable, il est recom-
mandé que le plasma déplaquetté soit congelé en aliquotes de petit volume dans des tubes en matériau non mouillable,
avec une température de congélation de préférence inférieure ou égale a -70 °C, (une température inférieure ou égale a
-20 °C est acceptable). (Accord fort)

Proposition # 58 : /| est recommandé que la décongélation du plasma déplaquetté soit effectuée rapidement (quelques
minutes - a adapter au volume de plasma) a une température de 37 °C. Les plasmas doivent ensuite étre homogénéisés par

retournements, sans utilisation d’un vortex. (Accord fort)

physiologiques et elle est qualifiée d'immédiate lorsque I'AT
se lie a certains glycosaminoglycanes dont I'héparine (ac-
célération d'un facteur de 2000). Elle comprend deux sites
fonctionnels fondamentaux : le site actif (Reactive Site, RS)
d'inhibition des protéases qui comporte l'arginine 425 (no-
menclature Human Genome Variation Society, HGVS) et la
sérine 426, et le domaine de liaison a I'héparine (Heparin
Binding Site, HBS) qui comporte la région des AAs 73 a 81 et
139 a 188 11.

La prévalence du déficit constitutionnel en AT dans la po-
pulation générale serait de l'ordre de 1/5 000 12. Il est mis
en évidence chez 1 a 2 % des patients atteints de maladie
thromboembolique veineuse (MTEV). D'apres la méta-ana-
lyse des études observationnelles réalisée par Di Minno
et al., le risque relatif de 1 thrombose veineuse associé au
déficit en AT serait de I'ordre de 15 et le risque de récidive de
I'ordre de 4 13. Ces données ne sont pas obtenues a partir
d'études tenant compte des génotypes.

Le déficit constitutionnel en AT est de transmission autoso-
male dominante. La pénétrance est variable. Les manifesta-

tions cliniques les plus fréquentes sont des thromboses vei-
neuses profondes et des embolies pulmonaires survenant
spontanément mais aussi dans des situations a risque de
thrombose (alitement, chirurgie, prise de contraceptifs ces-
troprogestatifs, grossesse et post-partum...), le plus souvent
apres I'age de la puberté.

Les déficits sont de plusieurs types : quantitatifs (type I)
- 80 % des cas environ - ou qualitatifs (type Il). Pour les
déficits quantitatifs, la concentration plasmatique de la
protéine est diminuée, mais elle fonctionne normalement.
Pour les déficits qualitatifs de type IIRS ou HBS, la fonction
du site RS pour le premier ou du site HBS pour le second,
est anormale ; la concentration de la protéine est normale
(ou moins diminuée que l'activité). Pour les déficits de type
IIPE (pléiotropiques), la stabilité de la protéine est modifiée
ce qui explique que l'activité et la concentration d’AT sont
peu diminuées ou a la limite inférieure des valeurs de réfé-
rence. Les bases moléculaires ont été établies et de nom-
breux variants de SERPINCT ont été identifiés (http://www.
hgmd.cf.ac.uk).
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Le phénotype clinique associé au déficit en AT est hétéro-
gene. Il est habituellement grave pour le déficit de type |,
lorsqu'il y a réduction importante de la concentration plas-
matique de I'AT. Pour les types Il, 'hétérogénéité est impor-
tante. En effet, il existe d'une part, des variants de SERPINC1
qui entrainent des phénotypes cliniques plus graves que les
déficits de type | par effet dominant négatif (par exemple
variant lIRS, p.Arg425del, ou certains variants conformation-
nels) et d'autre part, des variants qui ont un effet modéré sur
le plan fonctionnel et qui sont des facteurs de risque moins
importants de thrombose comme le variant Cambridge |
(p.Ala416Ser). Au sein du groupe HBS, certains variants ap-
paraissent peu thrombogenes, mais le variant Budapest llI
(p.Leu131Phe) s'accompagne d'une augmentation du risque
thrombotique équivalente a celui d'un type |, y compris en
cas d'hétérozygotie 11,14.

Les déficits homozygotes sont extrémement rares, car pro-
bablement le plus souvent létaux avant la naissance, et
ne sont rencontrés que pour des anomalies de type [IHBS
(Budapestlll, p.Arg79Cys...) ou d'autres variants relativement
peu délétéres (Cambridge I, Dublin (p.Val30Glu)...) 15-17.
Le génotypage de SERPINCT (séquencage des régions co-
dantes et recherche de grand remaniement génique) ne
permet pas d'expliquer la totalité des anomalies constitu-
tionnelles de I'AT. Certains déficits constitutionnels en AT
sont dus a des anomalies de glycosylation dans le cadre du
syndrome « Congenital Disorder of Glycosylation (CDG) » 11.
En cas de CDG, d'autres protéines peuvent aussi étre tou-
chées (PC, PS, FXI, transferrine...) et le déficit en AT se pré-
sente plutdt comme un déficit de type |, de profondeur va-
riable selon 'anomalie génique. Le risque thrombotique lié
a ces anomalies est mal évalué et semble hétérogéne 18.

Diagnostic biologique des déficits constitutionnels en AT

Mesure de |'activité cofacteur de I'héparine

La mesure de l'activité « cofacteur de I'héparine » évalue
les capacités des sites fonctionnels RS et HBS. La méthode
repose sur l'inhibition par I'AT de la thrombine ou du FXa
ajoutés en quantité déterminée et en excés, en présence
d’'une forte concentration d’héparine. La quantité résiduelle
d’enzyme est mesurée par son activité amidolytique sur un
substrat chromogéne spécifique. Pour que la mesure soit
spécifique de I'AT et éviter l'interférence du cofacteur Il de
I'néparine, la thrombine est d'origine bovine. Il existe de
nombreux coffrets commerciaux. Des différences dans leur
composition concernent le substrat, la nature du tampon,
la concentration d'héparine, la dilution de I'échantillon, le
temps d'incubation du mélange de plasma dilué avec I'en-
zyme.

En Europe, d'aprés les données 2021 de I'External qua-
lity Control of diagnostic Assays and Tests (ECAT) impliquant
400 laboratoires, les réactifs les plus utilisés étaient :

* méthode reposant sur linhibition du FXa (n = 234) :
Werfen HemoslL liquid Antithrombin®, Siemens Innovance
antithrombi®;

* méthode reposant sur linhibition de la thrombine
(n=166) : Stago Stachrom ATIII®, Siemens AntithrombinllI®.
Le biologiste doit connaitre les performances et limites
des réactifs qu'il utilise car elles ne sont pas équivalentes
quant a la détection de certains variants thrombogenes
(Tableau 3). Les déficits de type | sont détectés quel que soit
le coffret. Pour les déficits de type Il, certains variants (non
HBS) thrombogénes peuvent ne pas étre détectés parce
gu'ils ont des effets mineurs ou transitoires sur le phéno-
type plasmatique. Cest le cas par exemple des variants
Cambridge 2 et Dublin, et de variants conformationnels tels
que p.Thr117Met ou p.Asp219Asn.

En ce qui concerne le type IIHBS, les variants sont mal détec-
tés par certains coffrets. Les informations issues d'études
réalisées pour sept coffrets commerciaux sont rapportées
dans le tableau 3 17,19-25. Les valeurs de références utili-
sées sont celles proposées par le fabricant et non les valeurs
de références usuelles de 80 a 120 %. Les performances
du réactif Innovance® qui sont les plus décrites dans la
littérature sont trés satisfaisantes.

Mesure de l'activité progressive de 'AT

Cette méthode étudie la capacité de I'AT a neutraliser de la
thrombine ou du FXa ajouté en excés, en l'absence d’hépa-
rine et pendant une incubation plus longue que celle de la
méthode avec addition d’héparine. Elle permet en principe
de classer les déficits de type Il en types IIHBS (activité pro-
gressive normale) ou RS (activité progressive basse) en éva-
luant la capacité fonctionnelle du site d'inhibition des pro-
téases sans étre sensible aux anomalies du site de liaison a
I'héparine. Il n'existe cependant pas a notre connaissance de
coffret commercial ayant des performances satisfaisantes.
L'intérét de la méthode est limité par sa spécificité impar-
faite (interférence de I'alpha 2 macroglobuline, trypsine in-
hibiteur...) et son manque de sensibilité 26.

Par ailleurs, au sein du groupe HBS, l'estimation du risque
thrombotique du déficit nécessite l'identification du variant
sous-jacent 14.

Mesures immunologiques

La mesure immunologique estime la concentration plasma-
tique de I'AT, sans préjuger de son activité. Elle est réalisée
en seconde intention, en cas de diminution de l'activité co-
facteur de I'héparine, afin de typer le déficit.
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Tableau 3: Performances des réactifs de mesure de l'antithrombine : pourcentage de variants type Il hétérozygotes détectés (nombre total de

patients étudiés).

Table 3: Performance of antithrombin reagents: percentage of heterozygous type Il variants detected (total number of patients studied).

Stachrom AT®
Stago
(80-120 %)

Hemos IL®
Werfen
(83-128 %)

Coffrets
(valeurs de références
proposées par le fabricant)

HemoslL liquid AT®
Werfen
(83-128 %)

0
p.Arg56Cy (HBS) 100 A

Innovance AT®
Siemens
(83-118 %)

Coamatic AT LR® Références
Werfen

(81-123 %)

Berichrom AT®
Siemens
(79,4-112 %)

Biophen AT (lla)
Hyphen®
(80-120 %)

100 % 100 %

0%

p.Asn77His (HBS) (n=1)

100 %
(n=1)

100 % 0%
(n=1) (n=1)

p.Arg79His (HBS)

p.Ser148Pro (HBS) (n=1)

100 % 0% 75 %
(n=4) (n=5) (n=4)

100 % 0%

(n=1) (n=1) (n=1)

100 %
(n=1)

p.Arg425His (RS)

En juin 2021, d'aprés les données de 'ECAT impliquant 51 la-
boratoires, les méthodes utilisées sont pour la plupart im-
munoturbidimétriques automatisées (n = 47). Les coffrets
les plus utilisés étaient Liatest AT (Stago)® et Liaphen ATIII
(Hyphen Biomed)®.

Les autres méthodes sont I'ELISA, Il'immunoélectrophorése
ou l'immunodiffusion radiale.

Place du génotypage
En cas de déficit de type I, il est proposé de réaliser un gé-

notypage de SERPINCT, plus informatif qu'une mesure de
I'activité AT progressive pour évaluer le risque associé de
thrombose.

Afin de ne pas méconnaitre des variants thrombogénes a
effet faible sur le phénotype plasmatique, le génotypage est
également nécessaire devant des concentrations d’AT a la
limite inférieure des valeurs de référence, ou méme en |'ab-
sence d’'anomalie plasmatique chez des sujets présentant

100 %
(n=1)

100 %
(n=1)

100 %
(n=1)

une histoire thrombotique majeure, dans des situations
exceptionnelles et aprés concertation multidisciplinaire 27.
Devant une forte suspicion de déficit constitutionnel de
type |, avec génotypage de SERPINCT négatif, l'intérét d'une
recherche d'anomalie de glycosylation est a discuter.

Valeurs usuelles ; variations physiologiques
La concentration plasmatique de I'AT est basse a la nais-

sance. Les valeurs de référence de I'adulte sont comprises
entre 80 et 120 %. Le vieillissement n'entraine pas d'évolu-
tion significative de cette concentration 28 (Tableau 4).

Stratégie diagnostique du déficit en antithrombine
Les résultats des mesures doivent étre interprétés en tenant

compte des valeurs de référence (Tableau 4), de la sensibi-
lit¢ des coffrets (Tableau 3), des causes d'anomalies
acquises (Tableau 5), des causes d'interférences (Tableau 6).
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Tableau 5: Causes de déficit acquis de I'antithrombine.
Table 5: Causes of acquired antithrombin deficiency.

Consommation
(chirurgie, thrombose étendue, CIVD, LAM3, pré-éclampsie)

L'AT est consommée lors de la formation de caillots

Dénutrition Défaut de synthése hépatique

Alcoolisme marqué Défaut de glycosylation

Chylothorax Perte d’AT dans le chylothorax aprés chirurgie cardiaque pédiatrique

Anticoagulation a dose curative par HNF et HBPM Diminution modérée (de l'ordre de 20 %) de la concentration d’AT aprés quelques jours de traitement
comportant un pourcentage important de chaines longues A controler 5 a 10 j aprés arrét du traitement

Traitement par L-asparaginase Probable diminution de synthése hépatique de I'AT

Abréviations : AT : antithrombine ; CIVD : coagulation intravasculaire disséminée ; LAM3 : leucémie aigué myéloide de type 3 ; CEC : circulation extra-corporelle ;
HNF : héparine non fractionnée ; HBPM : héparine de bas poids moléculaire.

_ (Valeur subnormale ou normale avec

Antithrombine activité : concentration Oui histoire thrombotique majeure,
normale ? génotypage envisageable apres

concertation multidisciplinaire

Non

y

Oui Controle en ’absence de cause de

e BN
Cause de déficit acquis® * déficit acquis, si possible

Non
v

AT immunologique : concentration normale ?

Non Oui
Déficit Type I quantitatif Déficit Type II qualitatif
\ 4 v
Controle Controle
Enquéte familiale a envisager Enquéte familiale a envisager
Génotypage a discuter** Génotypage / activité progressive

Légende : *Causes de déficit acquis : Tableau 5 ; **Génotypage de SERPINCT : lorsque les résultats des tests plasmatiques sont d'interprétation difficile, ou lorsque l'enquéte
familiale est impossible ou non-informative.
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Protéine C

Généralités

La protéine C (PC) est une glycoprotéine de 461 AAs ;
sa forme circulante comporte 419 AAs. Elle a une MM de
62 kDa. La PC est synthétisée par I'népatocyte de maniere
vitamine K dépendante. Sa concentration plasmatique est
de l'ordre de 4 mg/L, sa demi-vie moyenne est de 7 heures.
Le géne de la PC (PROC), situé sur le chromosome 2, s'étend
sur 11,6 kb et comprend 9 exons. L'extrémité N-terminale
de la protéine comporte 9 résidus dacide gamma
carboxyglutamique (GLA). Il existe un site de clivage par la
thrombine (Arg211-Leu212, nomenclature HGVS) et un do-
maine serine protéase du c6té C-terminal (AAs 227 a 461).
La PC est un zymogene qui est activé en sérine protéase
par la thrombine fixée sur la thrombomoduline présente
a la surface luminale de I'endothélium vasculaire. L'EPCR
(endothelial protein C receptor) lie la PC par son domaine GLA
etla présente au complexe thrombine-thrombomoduline. Le
clivage par la thrombine transforme la PC en PC activée (PCa)
capable d'inactiver ses substrats, les facteurs Va et Vllla, par
protéolyse. Cette activité s'exerce pleinement a la surface de
phospholipides chargés négativement, en présence d'ions
calcium, de protéine S (PS) et de facteur V. Le systéme de
la PC joue un rble majeur dans la régulation du processus
thrombogéne, tout particulierement au niveau de la micro-
circulation ot le contact entre les protéines et la surface endo-
théliale estimportant 42. La prévalence du déficit en PC dans
la population générale serait de I'ordre de 0,2 % 12. Il existe
des déficits constitutionnels quantitatifs (type I) et qualitatifs
(type 1) plus rares (moins de 20 %), qui sont la conséquence
d'anomalies du site actif (type lla ou [IAM (amidolytique))
ou d'autres régions de la protéine qui sont impliquées dans
le fonctionnement du systéme de la PC (interactions PC/
phospholipides, /PS, /FVa, /FVIiia) [type lIb ou IIAC (anticoa-
gulant)]. Les méthodes commerciales de mesure de l'activité
ne permettent pas de détecter les anomalies d'interaction de
la PC avec le complexe thrombine-thrombomoduline.

Deux formes de déficit constitutionnel quantitatif en PC ont
été distinguées :

» une forme dominante, mise en évidence chez environ 3 %
des patients atteints de MTEV, de transmission autosomale
dominante, a pénétrance variable, avec des manifestations
cliniques chez les hétérozygotes similaires a celles qui sont
observées en cas de déficit en AT. D'apres la méta-analyse
des études observationnelles réalisée par Di Minno et al., le
risque relatif de 1 thrombose associée au déficit en PC se-
rait de I'ordre de 7 et le risque de récidive de 'ordre de 3 13.
Ces données ne sont pas obtenues a partir d'études tenant
compte des génotypes ;

« une forme récessive, dont la prévalence estimée par
Tait et al. dans une population de donneurs de sang sains
écossais était de I'ordre de 1/200 a 1/700 43. Les enfants
porteurs a I'état homozygote de cette forme de déficit pré-
sentent une absence totale de PC fonctionnelle circulante.
lls sont symptomatiques et peuvent présenter une patho-
logie thrombotique gravissime telle que purpura fulminans
ou syndrome thrombotique grave dés la naissance. lls sont
issus de familles asymptomatiques. Les variants du géne
PROC présents chez ces enfants ne sont pas différents de
ceux mises en évidence dans la forme dominante, ce qui a
conduit a suggérer il y a plus de 20 ans que le déficit en PC
pouvait étre un facteur de risque relativement faible, n'en-
trainant de manifestations cliniques qu’en présence d'autres
variants génétiques déléteres. Cette hypothése ne tient pas
compte d'une possible hétérogénéité dans la thrombogéni-
cité des différents variants.

Les bases moléculaires du déficit en PC ont été établies et
de nombreux variants de PROC ont été identifiés (http://
www.hgmd.cf.ac.uk). Il existe deux polymorphismes fré-
quents du promoteur -228C>T et -215G>A (nomenclature
HGVS) qui sont associés significativement a la concentra-
tion de PC circulante. Les homozygotes pour l'alléle CG ont
des concentrations de PC légerement plus basses que les
porteurs d'autres génotypes. Le risque relatif de thrombose
associé a la présence de cet alléle est significatif mais tres
modeste (homozygotie pour CG comparée a 'lhomozygotie
pour TA : RR 1,4) 44 et la recherche systématique de ce
polymorphisme chez les sujets qui présentent une MTEV
n'est pas recommandée. Peu de données sont disponibles
concernant l'influence de la concentration de PC ou du type
de déficit sur le risque thrombotique. Selon une étude ré-
cente, le type de déficit ne semble pas avoir d'influence sur
le risque 45. Mais ces résultats doivent étre vérifiés avec une
plus large cohorte, certains déficits qualitatifs étant faible-
ment représentés.

Le génotypage de PROC (séquencage des régions codantes
etrecherche de grand remaniement génique) ne permet pas
d'expliquer la totalité des anomalies constitutionnelles de la
PC. Des déficits en PC liés a des anomalies constitutionnelles
de la glycosylation peuvent étre associés a des évenements
thrombotiques comme décrits dans le CDG syndrome 46.

Diagnostic biologique des déficits constitutionnels en
protéine C

Mesure de l'activité anticoagulante

De nombreux coffrets commerciaux permettent de réaliser
cette mesure chronométrique. D'apres I'ECAT impliquant
75 laboratoires en juin 2021, les réactifs les plus utilisés
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étaient : Stago Staclot Protein C® (n = 27), Siemens Protein C
reagent® (n = 19), Werfen Hemosil IL Proclot C® (n = 15),
Hyphen Hemoclot Protein C® (n = 13).

Le tableau 7 reprend quelques caractéristiques de coffrets
avec les interférences possibles. Toutes les méthodes com-
portent une premiére étape de transformation de la PC en
PCa a l'aide du Protac, qui est une enzyme spécifique ex-
traite du venin d'Agkistrodon contortrix. Toutes mesurent en-
suite l'activité anticoagulante de la PCa, dans un mélange
du plasma du patient et d'un plasma commercial spécifique-
ment déplété en PC, mais elles different par le niveau de
déclenchement de la coagulation (test de type TCA ou temps
de coagulation secondaire a l'activation du FX par le venin
de vipere Russel (RVV)). Quel que soit le test, I'activité du site
protéasique de la PCa intervient. Dans les tests de type TCA,
les interactions avec les cofacteurs Va, Vllla, la PS, les phos-
pholipides et le calcium sont prises en compte. Ces réactifs
ne sont pas tous équivalents en termes de sensibilité aux
variants thrombogénes 47. Cette méthode est soumise a
des interférences plus nombreuses et a une incertitude plus
grande qu'avec la méthode amidolytique (Tableau 8).

Le génotypage réalisé dans le cadre d'enquéte familiale
a démontré les limites des tests plasmatiques. En effet,
des valeurs subnormales, voire normales, ne permettent
pas d'exclure avec certitude la présence de variants délé-
téres 48. De plus, les mesures d'activité sont réalisées dans
des conditions non physiologiques (activation de la PC par
le Protac) qui peuvent conduire a une interprétation erro-
née en présence de certains variants de type Il. C'est le cas
pour le variant p.Thr357Ala dont l'activation est anormale
lorsqu’elle est réalisée a l'aide du Protac, mais plutdt aug-
mentée lorsqu’elle est réalisée a 'aide du complexe throm-
bine-thromboduline. Ce variant pourrait ne pas étre throm-
bogéne 49. A l'inverse, compte tenu du mode d'activation de

la PC, aucun coffret disponible n'évalue les capacités de la
PC a interagir avec le complexe thrombine-thrombomodu-
line ou avec son récepteur endothélial.

Mesure de 'activité amidolytique

La mesure de I'activité amidolytique évalue la capacité fonc-
tionnelle du site catalytique. Il existe de nombreux coffrets
commerciaux aux performances équivalentes. D’apres
I'ECAT impliquant 335 laboratoires en juin 2021, les réac-
tifs les plus utilisés étaient : Berichrom Protein C® (n = 144),
IL Hemosil Protein C® (n = 104), Stago Stachrom Protein C®
(n=53).

Les méthodes utilisent toutes le Protac pour activer la PC
en PCa et étudient la capacité de la PCa a cliver un subs-
trat chromogeéne. Il y a peu de causes dinterférences
(Tableau 6).

A noter que le substrat contenu dans le kit Chromogenix
Coamatic Protein C® peut étre clivé par d'autres enzymes
que la PCa comme le facteur Xlla, la kallicréine, la throm-
bine, la plasmine et le tPA, lié a un prélévement difficile, la
présence d'une CIVD ou apres fibrinolyse thérapeutique.
Ainsi, en cas de PC > 200 Ul/dL ou de suspicion d'activation
du prélévement, I'activité amidolytique non spécifique peut
étre mise en évidence en répétant le test avec remplace-
ment du Protac par du sérum physiologique 50.

Mesure immunologique

L'antigéne de la PC peut étre évalué a l'aide de méthodes
ELISA ou ELFA (sur Vidas® bioMérieux). D'aprés I'ECAT impli-
quant 67 laboratoires en juin 2021, les réactifs les plus uti-
lisés étaient : Stago Asserachrom Protein C® (Stago) (n = 26)
et Vidas Protein C® Biomerieux (n = 14). Il y a peu de causes
d'interférences (Tableau 6).

Tableau 7: Caractéristiques des principaux réactifs de mesure de l'activité anticoagulante de la protéine C.

Table 7: Characteristics of the main reagents for measuring protein C anticoagulant activity.

Interférences signalées par le fabricant
Dilution plasma Nb utilisateurs ECAT

Type d’activation N A
o (fournisseur) FVII (%) F Anticoagulant circulant FV Leiden (juin 2021)
4 (Ul/mL) type lupique hétérozygote

Cryocheck Clot C® Venin vipére Russell (RVV-X) 1/10 > 600
Werfen TCA ur 5250
Hemosil IL Proclot® (silice + PL synthétiques) P

Hyphen Hemoclot

Protein C® R LT *
Siemens Protein C . . .

e TCA (acide ellagique + PL soja) 1/10 +
Stago Staclot PC® TCA 1/10 > 250

Abréviation : PL : phospholipides.

>1,2 - - 1
>1,5 + + 15
>1 + ? 13
>2 + + 19
>1 ? ° 27
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Tableau 8: CV moyen de la mesure de la protéine C par méthode
chromogénique et chronométrique des évaluations externes de la
qualité ECAT en 2020 et 2021.

Table 8: Average CV of protein C measurement by chromogenic
and chronometric method of ECAT external quality assessments
in 2020 and 2021.

Taux de Protéine C

CV moyen des méthodes
chromogéniques
(340 laboratoires)

CV moyen des méthodes
chronométriques
(80 laboratoires)

90-110 % 5% 8%
40-60% 6% 11%
<20% 16 % 26 %

Place du génotypage

Le génotypage de PROC est nécessaire pour permettre le
conseil génétique et des diagnostics anténataux précoces
dans la forme récessive du déficit. Il peut étre utile pour affir-
mer l'origine constitutionnelle d'un déficit, devant des phéno-
types plasmatiques d'interprétation difficile, pour le conseil
thérapeutique dans le cadre d'enquétes familiales ou méme

Protéine C activité
Méthode anticoagulante ou amidolytique*
Concentration normale ?

Non

\ 4

Cause de déficit acquis™* ?

Mesure FVII, FV, Fll ou FX £ PS, AT a envisager

Non

v
Controle
+ PC antigene
Enquéte familiale a envisager
Génotypage a discuter™**

en I'absence d'anomalie plasmatique chez des sujets présen-
tant une histoire thrombotique majeure, aprés concertation
multidisciplinaire. La place d'une recherche génétique d'ano-
malie constitutionnelle de glycosylation n'est pas établie.
Il est recommandé de discuter la réalisation d'une étude du
géne de la protéine C (PROC) avec un centre expert.

Valeurs usuelles et variations physiologiques

La concentration de PC est basse a la naissance. A partir de
16 ans, et quelle que soit la méthode utilisée, les valeurs de
référence sont comprises entre 70 et 140 % 30. La concentra-
tion de PC est indépendante de I'age et du sexe (Tableau 4).

Stratégie diagnostique du déficit en PC

Les résultats des mesures doivent étre interprétés en tenant
compte des valeurs de référence (Tableau 4), des caractéris-
tiques des coffrets (Tableau 7), des causes d'interférences
(Tableau 6), des causes d'anomalies acquises (Tableau 9).
Les recommandations de I'lSTH préconisent d'utiliser la mé-
thode amidolytique en premiere intention et de compléter
les investigations par une mesure d'activité chronométrique
en cas de résultat normal si une thrombophilie constitution-
nelle est fortement suspectée 50.

Valeur subnormale ou normale avec

Oui . . .
histoire thrombotique majeure,
génotypage envisageable apres
concertation multidisciplinaire

Oui

Contrdle en I’absence de cause
acquise, si possible

Légende : *La méthode amidolytique expose a un défaut de diagnostic des déficits de type IIb (Type Il anticoagulant] ; ** Causes de déficit acquis : Tableau 9 ; *** Le génotypage
de PROC est nécessaire pour permettre le conseil génétique et les diagnostics anténataux précoces dans la forme récessive du déficit. Il peut étre utile pour affirmer l'origine
constitutionnelle d’'un déficit, devant des phénotypes plasmatiques d'interprétation difficile.
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En effet, la mesure de l'activité anticoagulante est sujette
a des interférences plus nombreuses et a une incertitude
plus grande qu'avec la méthode amidolytique (Tableau 8).
Cependant, cette attitude peut conduire a un défaut de
diagnostic des déficits de type Ilb. Dans le cas ou l'activité
anticoagulante n'a pas pu étre réalisée et que le résultat
de l'activité amidolytique est dans les valeurs de référence,
il est important de mentionner que ce résultat ne permet
pas d'exclure tous les types de déficits en PC.

Protéine S

Généralités

La PS est une glycoprotéine vitamine K dépendante de
676AAs.Saforme circulante de MM 70 kDa comporte 635AAs.
Sa concentration plasmatique est d’environ 25 mg/L et sa
demi-vie est de I'ordre de 48 heures. Le géne codant la PS
(PROST) est situé sur le chromosome 3. Il comporte 15 exons
s'étendant sur plus de 80 kb. Il existe un pseudogéne
(PROS2P) non codant qui a 97 % d’homologie avec le gene
codant. La synthése de la PS n'est pas exclusivement hépa-
tocytaire ; elle est aussi produite par les cellules endothé-
liales, les mégacaryocytes, les cellules de Leydig et le cer-
veau. La partie N terminale de la protéine mature contient
un domaine GLA qui lie les ions calcium et dont la présence
conditionne l'affinité de la PS pour les phospholipides anio-
niques. Elle est suivie par une boucle sensible a la throm-
bine. La partie C-terminale comporte un domaine de liaison
a la C4b binding protein (C4bBP). Dans le plasma, la PS cir-
cule principalement sous deux formes, une forme libre (PSL)
(40 %) et une forme liée (60 %) a la C4bBP. La PSL est un
cofacteur non enzymatique de la PCa pour la protéolyse des

Tableau 9: Causes de déficit acquis de la protéine C.
Table 9: Causes of acquired protein C deficiency.

Insuffisance hépato-cellulaire
Hypovitaminose K

Consommation
(chirurgie, thrombose étendue, CIVD, LAM3, pré-éclampsie)

Grossesse

Alcoolisme marqué
Plasmaphéréese ; CEC
Drépanocytose homozygote
Auto-anticorps anti-protéine C Trés rare

Traitement par AVK

Traitement par L-asparaginase

facteurs Va et Vllla 42. Le clivage par la thrombine entraine
la perte de cette fonction. De plus, la PS possede des acti-
vités anticoagulantes indépendantes de la PCa en agissant
comme cofacteur du TFPI pour inhiber le FXa, et en inhibant
directement les FXa et FVa au sein du complexe prothrom-
binase 53,54.

Le déficit constitutionnel en PS, facteur de risque de MTEV,
est de transmission autosomale dominante, a pénétrance
variable. Sa prévalence dans la population générale pour-
rait étre comprise entre 0,03 et 0,13 % 12. Des déficits en
PS hétérozygotes seraient détectés chez 2 a 3 % des pa-
tients thrombophiliques. D'aprés la méta-analyse des don-
nées observationnelles de Di Minno et al., le risque relatif
de 1" thrombose associé au déficit en PS serait de l'ordre
de 5 et le risque relatif de récidive de I'ordre de 2,5 mais non
statistiquement significatif 13. Ces données sont probable-
ment relativement inexactes car elles ne sont pas obtenues
a partir d'études tenant compte des génotypes. Des déficits
homozygotes en PS avec absence de protéine circulante ont
été rapportés ; la symptomatologie est identique a celle du
déficit homozygote en PC 55,56.

Plusieurs études ont montré que les déficits constitution-
nels thrombogénes sont ceux pour lesquels la concentra-
tion en PSL plasmatique est fortement diminuée, avec un
seuil de risque (30-40 %) plus bas que la limite inférieure des
valeurs de référence 57,58.

Les déficits héréditaires sont de types quantitatifs (I et )
ou qualitatifs (plus rares). Les déficits qualitatifs de type Il
associent une concentration de PSL normale et une activité
cofacteur de la PCa diminuée. Dans le type |, la PST et la PSL
sont diminuées de facon proche ; dans le type Ill, seule la
PSL est basse. Les déficits de types | et lll peuvent étre des

Diminution de synthése des protéines de la coagulation

Diminution de la synthése de PC pleinement carboxylée
La PC est consommée lors de la formation de caillots

Selon certains auteurs, PC inchangée ou augmentation modérée (de 20 % maximum, entre la 6° et
la 20° semaine), persistant quelques jours en post-partum 51

Défaut de glycosylation

Hémodilution et consommation

La PC est diminuée chez les patients souffrant d’une drépanocytose homozygote 52

Diminution de la synthése de protéine C pleinement carboxylée

Probable diminution de synthése hépatique de la protéine C

Abréviations : AbAVK : antagonistes de la vitamine K ; CIVD : coagulation intravasculaire disséminée ; LAM3 : leucémie aigué myéloide type 3 ; CEC : circulation extra-

corporelle.
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phénotypes différents d'un méme variant. La mesure de PSL
apparait plus pertinente que la mesure de PS totale pour le
diagnostic de déficit en PS et I'évaluation de la thrombogé-
nicité 59,60.

Les bases moléculaires du déficit en PS ont été établies et
de nombreux variants de PROST ont été identifiés (http://
www.hgmd.cf.ac.uk). Le génotypage de PROST (séquencage
des régions codantes et recherche de grands remaniements
géniques) ne permet pas d’expliquer la totalité des anoma-
lies constitutionnelles de la PS.

Des déficits en PS liés a des anomalies constitutionnelles
de la glycosylation peuvent étre associés a des évenements
thrombotiques comme décrits dans le CDG syndrome 46.
Quelques données concernant les relations génotype-phé-
notype clinique sont disponibles 58,61. Tous les variants ne
semblent pas équivalents en termes de thrombogénicité.
Ainsi, les variants de type Il pourraient étre moins throm-
bogénes que les variants de type quantitatif. La présence
d’'un variant délétére de type quantitatif et la concentration
de PSL circulante ont une influence conjointe sur le risque
d'évenements thrombotiques 62.

Le variant Heerlen (p.Ser501Pro, nomenclature HGVS) mo-
difie un site de glycosylation de la PS ce qui entraine une
réduction de sa durée de vie dans la circulation et une di-
minution modeste de sa concentration plasmatique de PS.
Les données de la littérature concernant ses conséquences
cliniques sont a ce jour contradictoires 58,63,64.

Diagnostic biologique des déficits constitutionnels en protéine S

Mesure de |'activité (cofacteur de |a PCa) de la PS

La mesure de I'activité de la PS présente I'intérét de détec-
ter les déficits qualitatifs (type Il) et quantitatifs (types | et 1)
avec une sensibilité supérieure a 90 % mais avec une spé-
cificité de 40 a 70 % (risque de faux-positifs liés a de nom-
breuses interférences) 62.

D’aprés I'ECAT impliquant 170 laboratoires en juin 2021, les
réactifs les plus utilisés étaient : Staclot PS® Stago (n = 69),
HemosIL PS activity® Werfen (n = 50) et Protein S AC®
Siemens (n = 39).

Le tableau 10 reprend quelques caractéristiques des coffrets
avec leurs interférences. Les tests mesurent I'allongement
du temps de coagulation d'un mélange de plasma a étudier
et d'un plasma commercial déplété en PS, en présence de
PCa. La coagulation est déclenchée par du facteur tissulaire,
ou du FIXa, ou par activation endogene du FX par du RVV en
présence de calcium et de phospholipides. D'apres I'ECAT
impliquant 170 laboratoires sur 'année 2021, le CV de la mé-
thode était de 12 % pour les concentrations de PS > 60 % et
22 % pour les concentrations de PS < 60 %.

Mesures immunologiques de la PS

Les mesures immunologiques comprennent : la mesure de
la PS libre (PSL) et la protéine S totale (PST). La PSL peut étre
mesurée avec une méthode immunoturbidimétrique auto-
matisée ou avec une méthode ELISA classique de type sand-
wich.

D'apres I'ECAT impliquant 321 laboratoires en juin 2021, les
réactifs les plus utilisés étaient : Coamatic free PS®/HemosIL
free Protein S® (n = 120), Siemens Innovance free PS anti-
gen® (n = 112) et Stago Liatest free Protein S® (n = 62) et
Stago Asserachrom free PS® (n = 15). Tous emploient des
anticorps monoclonaux pour la capture de la protéine et
sa révélation, excepté les méthodes IL® pour lesquelles la
capture se fait a 'aide de particules de latex recouvertes de
C4bBP et Asserachrom?®, pour laquelle elle se fait a I'aide de
fragments F(ab’), d'un anticorps monoclonal. D'aprés 'ECAT
impliquant 320 laboratoires durant 'année 2021, le CV de la
méthode était de 7,5 %, indépendamment de la concentra-
tion de PS.

Pour la mesure de la PST, d'aprés I'ECAT impliquant 54 labo-
ratoires en juin 2021, les réactifs les plus utilisés étaient Sta-
go Asserachrom total PS® (n = 23) et Stago Liatest Protein S®
(n=11).

Place du génotypage

Le génotypage de PROST est nécessaire pour permettre le
conseil génétique et des diagnostics anténataux précoces.
Il peut étre utile pour affirmer l'origine constitutionnelle
d'un déficit ou lorsque les résultats des mesures sont d'in-
terprétation difficile et pour le conseil thérapeutique dans
le cadre d’enquétes familiales. La place d'une recherche gé-
nétique d'anomalie constitutionnelle de glycosylation n'est
pas établie. Il est recommandé de discuter la pertinence de
la réalisation d’'une étude du géne de la protéine S (PROST)
avec un centre expert.

Valeurs usuelles et variations physiologiques

La concentration de la PS est basse a la naissance. Chez
I'adulte, les valeurs de référence different en fonction du
sexe, et de I'age chez les femmes (Tableau 4) 34-36.

Stratégie diagnostique du déficit en PS

Les résultats des mesures doivent étre interprétés en te-
nant compte des valeurs de référence (Tableau 4), des
caractéristiques des coffrets (Tableau 10), des causes d'in-
terférences (Tableau 6), des causes d’anomalies acquises
(Tableau 11).

Les recommandations de I'lSTH préconisent d'utiliser la mé-
thode immunologique de mesure de la PSL en premiére in-
tention a cause des nombreuses causes d'interférence lors
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de la mesure de l'activité. Si la PSL est normale et la suspi-
cion clinique de thrombophilie est forte, une mesure de la
PS activité doit étre associée pour ne pas méconnaitre un
déficit de type Il 62. Dans le cas ou l'activité anticoagulante
n'a pas pu étre mesurée et que le résultat de la PSL se situe
dans les valeurs de référence, il est important de mention-
ner que ce résultat ne permet pas d'exclure tous les types de
déficits en PS. Il n'y a pas lieu de mesurer systématiquement
la C4bBP ou la PS totale. En effet, ces mesures n'apportent
pas a ce jour d'information susceptible d'avoir une influence
sur I'évaluation de la thrombogénicité.

FV LEIDEN ET VARIANT G20210A (C.*97G>A) DU GENE F2
Texte de référence : Middeldorp et van Hylckama Vlieg,
2008 67.

Généralités

Le variant Leiden du facteur V (FV), qui résulte du remplace-
ment du nucléotide G par un A en position 1601 (ancienne
nomenclature 1691) du geéne du FV, affecte I'Arg 534 (an-
cienne nomenclature 506) du FV de la coagulation. Le FV
possede des fonctions pro- et anti-coagulantes. En effet,
il est procoagulant en tant que cofacteur (sous sa forme ac-

Tableau 10: Caractéristiques des principaux réactifs de mesure de l'activité anticoagulante de la protéine S.
Table 10: Characteristics of the main reagents for measuring protein S anticoagulant activity.

Dilution du plasma
(fournisseur)

Type d’activation

gzg;*;?k Clots® PCa/RVV/PL/Ca 1/10
;i:s;:::: Hemoclot PS® PCa/FIXa/PL/Ca 1/10
Cferl'f‘;i“ PS activity® PCa/rhTF/PL/Ca pur
g::g':t Ps® PCa/FVa/PL/Ca 1/10
Protein S AC® PCa/RVV/PL/Ca 1/10

Siemens

Interférences signalées par le fabricant

FVIII (%) HNF (UI/mL) Anncoagulant. circulant type FV Leiden
lupique hétérozygote
>1 + +

> 600

> 200 >1 + +
? >1,6 ? ?

> 150 >1 + ?

> 400 >3 s +

Abréviations : Ca : calcium ; PCa : protéine C activée ; PL : phospholipides ; RVV : venin de Vipére Russell ; rhTF : facteur tissulaire recombinant humain.

Tableau 11 : Causes d'anomalies acquises de la protéine S.
Table 11: Causes of acquired protein S defects.

Dysfonction hépatique
Hypovitaminose K

Consommation
(chirurgie, thrombose étendue, CIVD, LAM3, pré-éclampsie)

Diminution de synthése des protéines de la coagulation

Diminution de la synthése de PS pleinement carboxylée

La PS est consommeée lors de la formation de caillots

Des 13 a 20 semaines de grossesse, la PS est diminuée chez 50 % des femmes enceintes

Grossesse

La recherche d’un déficit constitutionnel en PS n’est pas recommandée pendant la grossesse et jusqu’a 3 mois

en post-partum, car I'interprétation des résultats des dosages est trés délicate 37

Alcoolisme marqué

Protéinurie
(syndrome néphrotique)

Drépanocytose homozygote
Auto-anticorps anti-protéine S Trés rare
Syndrome inflammatoire
Traitement par AVK

Traitement oestrogénique (contraceptifs oraux, hormono-
substitution de la ménopause)

Traitement par L-asparaginase

Défaut de glycosylation

Perte urinaire imparfaitement compensée

La PS est diminuée chez les patients souffrant d’une drépanocytose homozygote 52

Risque de faux diagnostic (positif ou négatif, en fonction des médiateurs de I'inflammation mis en jeu) 65, 66

Diminution de la synthése de PS pleinement carboxylée
Diminution moyenne de l'ordre de 20 %, en fonction de la classe de I'cestrogéne

Probable diminution de synthése hépatique de la PS

Abréviations : AVK : antagonistes de la vitamine K ; CIVD : coagulation intravasculaire disséminée ; LAM3 : leucémie aigué myéloide type 3 ; PS : protéine S.
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PS antigene libre
Concentration normale ?

7

PS activité cofacteur de la PCa
Concentration normale ?

N(/\

Deflclt Type I non exclu Deﬁc1t Type I ou IH Deﬁ01t Type I, T ou III Absence de déficit
A 4 Y
PS activité : PS antigéne libre :
Concentration normale ? Concentration normale ?
Oui Non* Non* Oui
\ 4 A 4
( Absence de déficit ) ( Déficit Type II ) ( Déficit Type I ou III ) ( Déficit Type I )
Y y A A
Controle sur un nouveau prélévement
+ PS antigéne totale pour différencier types I et II1
Enquéte familiale & envisager
Génotypage a discuter**
Légende : *Apreés exclusion des causes de déficit acquis (Tableau 11) et des interférences (Tableau 6] ; **Le génotypage de PROST est nécessaire pour permettre le

conseil génétique et les diagnostics anténataux précoces. Il peut étre utile pour affirmer l'origine constitutionnelle d'un déficit franc, devant des phénotypes plasmatiques

d'interprétation difficile.

tivé par la thrombine) de I'action du FXa sur la prothrombine
et anticoagulant en tant que cofacteur de la PCa pour l'inac-
tivation du FVllla. La PCa inactive le FVa par clivage au niveau
des Arg 334 (306), 534 (506), 707 (679). Le clivage en 534
intervient en premier et il est prépondérant lorsque le FVa
et la PCa sont présents en faible concentration mais l'inacti-
vation n'est totale qu'apres clivage en 334. L'activité du FV en
tant que cofacteur de la PCa pour l'inactivation du FVllla né-
cessite le clivage en 534. En cas de variant Leiden, I'Arg 534
est remplacée par une glutamine, ce qui entraine un gain
de fonction du FV. Ce variant engendre une « résistance a
I'action de la PCa » (RPCA) qui peut étre mise en évidence par
des tests de coagulation. L'importance du réle anticoagu-
lant du FV est bien démontrée par le phénotype RPCa pseu-

do-homozygote des patients hétérozygotes composites por-
teurs du variant Leiden du FV sur un alléle et d'une mutation
« null » sur l'autre alléle qui abolit complétement l'activité
du gene. La répartition géographique du variant Leiden du
FV est hétérogéne. Dans le nord de I'Europe et aux Etats-
Unis, le variant a I'état hétérozygote est présent avec une
fréquence moyenne de 5 % dans la population générale ;
la fréquence diminue du Nord au Sud de I'Europe, avec des
fréquences de l'ordre de 2 % chez les hispaniques ; elle est
plus faible chez les noirs américains et africains (1 %) et chez
les asiatiques (0,5 %). La fréquence des homozygotes a été
évaluée a 0,02 % chez les caucasiens. Les porteurs du FV Lei-
den ont un risque accru de présenter des épisodes throm-
boemboliques veineux (risque relatif (RR) de 1 thrombose
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18°QUESTION : Quelles méthodes et quelle stratégie pour explorer les inhibiteurs AT, PC et PS ?

Proposition # 59 : I/ est recommandé d'interpréter les résultats en tenant compte des valeurs de référence, des pathologies
sous-jacentes, du contexte hormonal chez la femme (grossesse, COC, THS) et des médicaments associés (notamment les
anticoagulants. (Accord fort)

Antithrombine (cf. algorithme) (Accord fort)

Proposition # 60 : Pour la détection d’un déficit en AT, il est recommandé, en premiére intention, de mesurer l'activité
cofacteur de I'héparine de I'AT a I'aide d'un réactif de sensibilité optimale. (Accord fort)

Proposition # 61 : Si l'activité cofacteur de I'héparine est diminuée, il est proposé, dans un second temps, de réaliser la
mesure immunologique pour distinguer les déficits en AT de type | de ceux de type II. (Accord fort)

Proposition # 62 : En cas de déficit de type I, il est proposé de réaliser un génotypage de SERPINCT, plus informatif qu’une
mesure de l'activité AT progressive pour évaluer le risque associé de thrombose. (Accord fort)

Protéine C et Protéine S (cf. algorithmes) (Accord fort)

Proposition # 63 : Pour la détection d'un déficit en PC, il est recommandé en premiére intention de mesurer l'activité de
la PC (anticoagulante ou amidolytique). La méthode amidolytique peut conduire a un défaut de diagnostic des déficits de
type llb (type Il anticoagulant). (Accord fort)

Proposition # 64 : Pour le dépistage d'un déficit en PS, en cas de diminution de l'activité, la mesure immunologique de la
PS libre est a réaliser pour caractériser le déficit (anomalie quantitative ou qualitative). La mesure immunologique de la PS
libre seule ne permet pas de dépister les déficits qualitatifs. La mesure de l'activité anticoagulante permet de dépister les
déficits quantitatifs et qualitatifs. (Accord fort)

Proposition # 65 : En cas de déficit en PC ou PS, ou de phénotypes plasmatiques d'interprétation difficile, il est recomman-
dé d'évaluer avec un centre expert la pertinence de réaliser un génotypage de PROC ou PROS1. (Accord fort)

Dépistage des anomalies rares de I'AT, de PC et de PS

Proposition # 66 : £n cas d'histoire personnelle et familiale de thromboses documentées et sévéres associées a des inves-
tigations de thrombophilie négatives, il est proposé d'évaluer avec un centre expert la pertinence de réaliser un génotypage
(SERPINCT, PROC, PROS1). (Accord fort)

Comment rechercher un déficit en AT, PC, PS lorsque le patient est traité par anticoagulant ?

Proposition # 67 : (Accord fort)

* HNF/HBPM : une diminution de I'’AT plasmatique mise en évidence chez un patient traité a dose curative par HNF ou par
une HBPM doit entrainer un contréle aprés 5 a 10 j d’arrét du traitement.

* AVK : la recherche de déficit en PC ou PS chez un patient anticoagulé par AVK n’est pas recommandeée. Les contréles pro-
grammeés apres arrét des AVK doivent étre réalisés a au moins 2 semaines de l'arrét pour la PC et 3 semaines pour la PS.

* AOD : l'activité de I'AT doit étre évaluée a l'aide d’'une méthode basée sur l'inhibition du facteur Xa, en cas de traitement
par dabigatran ou par une méthode basée sur l'inhibition de la thrombine en cas de traitement par un AOD anti-Xa. Les
méthodes chronométriques de mesure de l'activité de PC et PS ne doivent pas étre utilisées, car elles peuvent conduire a
une surestimation de la PC ou PS.

REVUE FRANCOPHONE D'HEMOSTASE ET THROMBOSE 78 Volume 4 - Numéro 2 - Avril-Juin 2022



Prescription et réalisation d'un bilan biologique a la recherche d’une thrombophilie...
Prescribing and performing a biological assessment for thrombophilia...

de l'ordre de 3 a 5 chez les hétérozygotes) ; l'influence du
variant sur le risque de récidive est faible (RR 1,5). Le variant
Leiden du FV est responsable d'au moins 95 % des RPCA FV
dépendantes d'origine génétique.

Le variant c.*97G>A (ancienne nomenclature G20210A) du
géne de la prothrombine (FIl) se situe en aval de la séquence
codante, dans la région 3' non traduite (3'UTR). Elle est située
dans une région fonctionnelle qui conditionne la maturation
des ARN messagers (ARNm). Le variant augmente l'efficacité
du clivage et de la maturation, entraine une accumulation
d’ARNm mature dans le cytoplasme et une augmentation
de la synthése protéique. Ce mécanisme explique 'associa-
tion significative du variant a des concentrations de FIl 30 %
plus élevées chez les hétérozygotes que chez les personnes
non porteuses du variant. Cette augmentation de concen-
tration pourrait, par son impact sur la génération de throm-
bine, expliquer l'influence du variant sur le risque thrombo-
tique. La prévalence du variant en Europe est aux alentours
de 2 %, avec un gradient croissant Sud-Nord. Elle est rare
dans les populations d’Afrique et d'Asie. Le risque relatif de
1rethrombose veineuse chez les hétérozygotes est de l'ordre
de 2 a 3; l'influence du variant sur le risque de récidive est
faible (RR 1,5).

Comment rechercher ces variants ?

La recherche de ces deux mutations ponctuelles est simple
et de nombreuses méthodes d’analyse des genes F5 et F2
peuvent étre employées (PCR-RFLP, PCR spécifique d'al-
lele, flap endonuclease + FRET, analyse de courbes de fu-
sion, PCR en temps réel, discrimination allélique a l'aide de
sondes fluorescentes...). Certains laboratoires ont dévelop-
pé des méthodes « maison ». D'autres travaillent a l'aide de
réactifs commerciaux. En Europe, les méthodes de PCR en
temps réel sont maintenant plus utilisées que les méthodes
RFLP (EEQ DGKL RFP 2017-18). Une enquéte aupres des la-
boratoires francais hospitaliers et privés réalisant ces ana-
lyses a permis d'identifier cinq trousses commerciales em-
ployées en France au 1¢ trimestre 2019. Leurs principales
caractéristiques et performances sont rapportées dans le
tableau 12. De plus, LACAR® et Vienna Lab® commercialisent
des trousses permettant la recherche simultanée des deux
variants ainsi que pour Vienna Lab, un tampon (D2PCR™
Buffer) qui permet d'éviter I'extraction préalable d’ADN 68-
74. D'aprés les données de la littérature, les performances
analytiques (sensibilité, spécificité) des méthodes sont
globalement bonnes, supérieures a 98 % 75. Avec les mé-
thodes commerciales, pour éviter les diagnostics erronés,
il convient de lire attentivement les informations données
par le fabricant et d'examiner systématiquement les don-

nées brutes d'analyse (profil des courbes de fusion, valeur
de Ct...) avant de conclure quant au génotype. De fagon
générale, des variations de séquence proches des variants
recherchés peuvent en effet induire des profils anormaux.
lls sont généralement interprétés comme invalides par les
systéemes de mesure. Cependant, dans certains cas, des dia-
gnostics erronés restent possibles (Tableau 12). Toute dis-
cordance ou ambiguité doit étre levée par l'utilisation d'une
autre méthode de détection voire par le séquencage bidi-
rectionnel de la région d'intérét du gene 76.

En tant qu’examen a des fins médicales touchant les ca-
ractéristiques génétiques d'une personne a des fins médi-
cales, la recherche des variants thrombogenes de F2 et F5
est régie en France par le code de la santé publique (titre llI,
partie législative - articles L1131-1 a 3 et réglementaire -
articles R 1131-1 a 21) que ce soit pour les conditions de
prescription, de réalisation de I'analyse, de communication
et d'archivage des résultats. De plus, devant I'importance
d'établir un diagnostic fiable a 100 % et d'aprés le rapport
d'évaluation technologique de 2011 de I'HAS concernant les
recherches de ces variants, « tout au moins lorsque le résultat
d’une recherche est positif, un contréle sur un deuxiéme préle-
vement parait devoir étre conseillé ».

RESISTANCE A LA PROTEINE C ACTIVEE (RPCA)
L'observation d'une résistance a la protéine C activée (RPCa)
est, dans au moins 95 % des cas, la conséquence de la pré-
sence du FV Leiden. Le résultat de ce test ne permet pas
d'affirmer la présence du variant et de déterminer le sta-
tut génétique (hétérozygotie/homozygotie). De plus, il n'est
pas totalement sensible et spécifique vis-a-vis de ce variant.
Compte tenu de ces éléments, 'HAS a recommandé en 2006
de rechercher directement le FV Leiden par génotypage et
I'analyse RPCA n'est plus inscrite a la NABM.

Dans un nombre restreint de situations cliniques (transplan-
tation hépatique, greffe de cellules souches hématopoié-
tiques), la recherche du FV Leiden réalisée avec 'ADN ex-
trait des leucocytes n'est pas pertinente ; la recherche d'une
RPCA reste alors indiquée 78,79.

Le test de recherche de RPCA développé initialement re-
posait sur la mesure d'un TCA réalisé en présence et en
absence de PCa (Chromogenix Coatest-APCR®) 77. Pour
améliorer la spécificité, il a ensuite évolué vers une version
dans laquelle le plasma du patient a étudier est dilué dans
du plasma déficient en FV (Coatest APCR-V®). D'autres tests
de principes un peu différents ont ensuite été développés
(Tableau 13). lls différent par :

* le mode de déclenchement de la coagulation : en aval de la
tenase, ou dans un systeme de protéines purifiées ;
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+ I'état de la PC dans le systeme : certaines méthodes sont
réalisées en présence ou en l'absence de PCa d'origine exo-
géne ; dans d'autres coffrets, 'ajout d'un extrait de venin de
serpent, le Protac, génére la PCa a partir de la PC endogene ;
« la présence ou I'absence d'ajout de plasma normal ou de
protéines purifiées susceptibles de compenser les anoma-
lies plasmatiques de I'échantillon testé (anomalies du FV ex-
ceptées).

Une méthode permet la quantification du FV Leiden
(Hemoclot Quanti V-L®, Hyphen Biomed). Le résultat d'une
méthode en deux temps (+ PCa) peut étre exprimé soit a
I'aide du ratio des deux temps, soit a I'aide d’'un ratio nor-
malisé. Chaque laboratoire doit déterminer localement et
pour chaque lot de réactif la zone de normalité et la zone
de résistance. Certaines de ces méthodes restent sensibles
a des variations de concentrations de facteurs. La sensibili-
té a la présence des anticoagulants lupiques est diminuée
lorsque l'activation de la coagulation a lieu en aval de la te-
nase (activation des facteurs V, X ou ll), et par optimisation
de la concentration en phospholipides. Il convient de tenir
compte des limites des méthodes indiquées par les fabri-
cants. Les mesures de RPCA sont pour la majorité des tests
possibles chez les patients traités par héparine a dose thé-
rapeutique en l'absence de surdosage, compte tenu de la
présence d'inhibiteur d’héparine dans les réactifs. Les tests
pour la plupart sont insensibles aux AVK, en particulier lors-
qu'ils sont réalisés avec un mélange du plasma du patient et
d’'un plasma commercial déficient en FV.

Quelques données sont disponibles concernant l'effet du
dabigatran et du rivaroxaban sur les tests de RPCa réalisées
a l'aide des réactifs Coatest APCR V® et Pefakit®. Le dabiga-
tran est susceptible d'engendrer de faux-négatifs avec ces
2 tests ; Pefakit® est moins influencé par le rivaroxaban que
Coatest® 80. Il n'est pas conseillé de rechercher une RPCa
chez un patient anticoagulé par AOD.

ANOMALIES CONSTITUTIONNELLES DU
FIBRINOGENE : DYSFIBRINOGENEMIES ET
HYPODYSFIBRINOGENEMIES

Textes de référence : Casini et al., 2015, 2017, 2018 81-83.

Aspects moléculaires

Le fibrinogéne est une glycoprotéine de grande taille
(340 kD), composée de trois chaines polypeptidiques a,
et y en double (six chalnes au total) unies par des ponts
disulfures inter- et intra-chaines et formant une structure
trinodulaire, avec un nodule central E (région aminotermi-
nale) et deux nodules latéraux D (région carboxyterminale).
Les genes codant pour les trois chaines sont situés sur le

chromosome 4. La synthése des chaines est effectuée dans
I'hépatocyte et leur assemblage s'effectue dans le réticulum
endoplasmique ; de nombreuses modifications post-traduc-
tionnelles ont lieu dans l'appareil de Golgi. La synthése du
fibrinogéne est augmentée dans les contextes inflamma-
toires. Le fibrinogéne est le substrat de la thrombine, avec
formation de monomeéres de fibrine apres clivage par la
thrombine de I'extrémité aminoterminale des chaines o et
(libération des fibrinopeptides A et B). Les monomeres de
fibrine vont s'assembler pour former le réseau de fibrine,
qui sera stabilisé par I'action du facteur Xllla (liaisons cova-
lentes). Le réseau de fibrine est dégradé par le systéme de
la fibrinolyse (forte affinité du plasminogene et de son acti-
vateur, le tPA, pour la fibrine), avec libération de produits de
dégradation de la fibrine (D-diméres).

La recherche d'une (hypo)dysfibrinogénémie aprés un éve-
nement thrombotique inexpliqué fait tout particulierement
suite aux travaux sur le fibrinogéne Paris V (Dusart), mis
en évidence dans une famille avec une symptomatologie
thrombotique veineuse et artérielle grave débutant a un
age jeune 84. La mutation p.Cys554Arg de la chaine Aa du
fibrinogéne induit un trouble de la polymérisation de la
fibrine responsable d'une anomalie structurale du cail-
lot de fibrine, dense et résistant a la fibrinolyse 85. Un
certain nombre de cas ont depuis été rapportés dans la
littérature et leurs bases moléculaires ont été établies. Les
dysfibrinogénémies sont la plupart du temps la consé-
guence de la présence de mutations faux-sens de l'un des
genes qui codent pour les chaines du fibrinogene. Dans les
hypodysfibrinogénémies, différents mécanismes molécu-
laires ont été rapportés. Il existe des variants qui affectent
la formation et/ou la sécrétion d'une chaine, d'autres qui
induisent une augmentation de clairance de la protéine
variante ; des hétérozygoties composites pour des variants
responsables d'un déficit d'une part, et d'autre part d'une
anomalie de fonction ont été décrites.

Tous les variants publiés et les phénotypes cliniques asso-
ciés sont recensés dans une base de données francaise, en
acces libre sur le site du GFHT (https://site.geht.org/base-
fibrinogene/), tenue a jour régulierement 86.

Le phénotype clinique des dysfibrinogénémies est trés hété-
rogéne. Il peut n'y avoir aucun signe clinique au moment du
diagnostic (55 %), en particulier lors d'une découverte for-
tuite (investigations de laboratoire sans point d’appel ou en
pré-opératoire), mais des manifestations cliniques peuvent
survenir ultérieurement. La symptomatologie peut étre hé-
morragique (25 %) avec un tableau clinique souvent modé-
ré (signes cutanéo-muqueux). L'incidence annuelle de sai-
gnements majeurs est estimée a 2,5/1000 patients-années.
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Tableau 13: Résistance a la protéine C activée. Caractéristiques des méthodes les plus utilisées fin 2018 en Europe d'aprées I'ECAT.

Table 13: Activated protein C resistance. Characteristics of the most commonly used methods at the end of 2018 in Europe according to

ECAT.

Méthodes Milieu réactionnel Interférences signalées par le fabricant

TCA en présence de :

Chromogenix/Hemosil APC™Resistance -V
(Werfen)

- Plasma déficient en FV
-PCa

Anticorps anti- PL

- Inhibiteur d’héparine

- Plasma déficient en FV
-PCa

Pefakit APC-R Factor V Leiden®

- Activateur de la prothrombine FV dépendant PL indépendant (noscarine)

FV <50 %

(Pentapharm) ~ Activateur du FV (RVV-V de Daboia russelli) Inhibiteurs directs de la thrombine
- Inhibiteur d’héparine
- Plasma déficient en FV
® -
PR.OC global/FV' PRQTAC Au moins 24 h
(Siemens) - Calcium++
- Inhibiteur d’héparine
- Plasma déficient en FV+PL
Staclot APC-R(r) - Venin de crotale FV <50 %

(Stago)

-PCa

Inhibiteurs directs de la thrombine

- Calcium++

19¢ QUESTION : Comment détecter les variants thrombogénes fréquents FV Leiden et F2 c.*97G>A (ancienne-

ment 20210A) ?

Proposition # 68 : Pour la recherche des variants thrombogénes, un consentement signé par le patient (apres information
préalable) et par le prescripteur est indispensable, conformément aux articles R.1131-4 et R.1131-5 du code de la santé

publique en France. (Accord fort)

Proposition # 69 : La recherche des deux variants thrombogeénes de F2 et F5 peut étre effectuée a l'aide de différentes
méthodes commerciales ou « maison » (PCR-RFLP, PCR spécifique d'alléle, flap endonucléase + FRET, analyse de courbes
de fusion, PCR en temps réel, discrimination allélique a l'aide de sondes fluorescentes...). En dehors de rares situations cli-
niques (transplantation hépatique, transplantation de cellules souches hématopoiétiques), la recherche de résistance a la
Protéine C Activée (RPCa) dans le but de détecter la présence d'un FV Leiden n’est pas recommandée. (Accord fort)

La symptomatologie peut aussi étre thrombotique (20 %),
avec des épisodes veineux, mais aussi artériels. L'incidence
annuelle des thromboses est estimée a 18,7/1000 pa-
tients-années. Des tableaux obstétricaux sont rapportés
avec en particulier la survenue d'arréts de grossesse pré-
coces, mais pour des génotypes rares. Enfin, des signes hé-
morragiques et thrombotiques peuvent étre observés au
sein d'une méme famille et chez un méme patient.

Les hypodysfibrinogénémies sont souvent symptoma-
tiques avec, d'une part, des phénotypes hémorragiques
qui peuvent étre sévéres (principalement dépendant de
la concentration de fibrinogéne coagulable circulant), et
d'autre part, des manifestations thrombotiques plus fré-
quentes que pour les dysfibrinogénémies.

La recherche d'une anomalie du fibrinogéne est a envisager
aprés un épisode thrombotique veineux ou artériel, surve-
nu chez un sujet jeune, avec une histoire thrombotique fa-
miliale au premier degré, sans autre facteur de risque biolo-
gique identifié 83.

Aspect pratique

Une anomalie qualitative du fibrinogeéne ou (hypo)dysfibri-
nogénémie est suspectée par 'observation d'une différence
entre l'activité du fibrinogéne et sa concentration (méthode
immunologique), avec un ratio activité/antigéne < 0,7, mais
ni la sensibilité, ni la spécificité de ce seuil n'ont été validées
par une étude prospective 81. Le terme de dysfibrinogéné-
mie est utilisé lorsque la concentration du fibrinogéne (anti-
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génique) est dans les valeurs de référence 1,5a 3,5 g/l 87, et
hypodysfibrinogénémie lorsqu’elle est diminuée. Dans cer-
tains cas d’hypodysfibrinogénémie, le ratio n'est probable-
ment pas pertinent, en particulier lorsque la concentration
de fibrinogéne est trés basse.

La détection d'une anomalie constitutionnelle du fibrino-
geéne repose sur la mesure de son activité coagulante et de
sa concentration. Le sous-comité (SSC) fibrinogéne de I'lSTH
a recommandé de réaliser la mesure d'activité par la mé-
thode chronométrique de von Clauss qui évalue la concen-
tration du fibrinogéne coagulable par la thrombine 83. Les
méthodes d’estimation indirecte du fibrinogéne a partir
du temps de Quick proposées avec certains appareils ne
sont pas appropriées, car l'activité du fibrinogene peut étre
surestimée 81. Le retentissement d'une anomalie qualita-
tive du fibrinogene sur les tests de coagulation de premiére
intention (temps de Quick, TCA) est variable selon les réac-
tifs utilisés et fonction de la mutation sous-jacente 88,89. Le
temps de Quick est souvent peu voire pas allongé (fonction
de la concentration de fibrinogéne coagulable).

Un allongement du temps de thrombine est observé dans
88 % des cas et un allongement du temps de reptilase dans
90 % des cas d'(hypo)dysfibrinogénémie 81. Ces deux tests
peuvent étre utiles au diagnostic, mais ils ne sont plus ins-
crits ala NABM. L'interprétation de ces temps de coagulation
doit bien sOr tenir compte d'un éventuel traitement anticoa-
gulant prescrit : anticoagulants oraux et antagonistes de la
vitamine K (temps de Quick, TCA), héparine (TCA, temps de
thrombine) et anticoagulant oral anti-lla (dabigatran) (temps
de thrombine).

Le diagnostic est a confirmer dans un centre spécialisé
d’hémostase qui peut faire réaliser le génotypage (comme
recommandé par le SSC de I'ISTH), d'éventuelles études
plasmatiques complémentaires, les enquétes familiales, le
conseil thérapeutique.

ANTICORPS ANTIPHOSPHOLIPIDES
(APL) : DIAGNOSTIC DE SYNDROME DES
ANTIPHOSPHOLIPIDES (SAPL)

Le point sur les connaissances

La recherche au laboratoire danticorps antiphospholi-
pides (aPL) s'inscrit dans la démarche diagnostique du syn-
drome des antiphospholipides (SAPL) dans un contexte de
thrombophilie acquise ou de suivi de pathologies auto-im-
munes 90.

Hétérogénéité et signification clinique des anticorps

Il existe une grande hétérogénéité des aPL, en termes de
cible, de signification clinique et de persistance. Les aPL
sont des auto-anticorps dirigés contre des PL anioniques
(comme la cardiolipine) ou contre des protéines a forte af-
finité pour ces PL. Les cibles protéiques sont multiples et
la B,GPI est I'un des principaux antigenes. Les anticorps as-
sociés au risque thrombotique sont dirigés contre un com-
plexe PL-protéine, principalement le complexe PL-2GPI et
pour une moindre part le complexe phosphatidylsérine-pro-
thrombine (PS-PT). La B,GPI est constituée de cinqg domaines
(laV);ledomaine V qui permet sa liaison aux surfaces anio-
niques ; 'épitope du domaine | reconnu par les anticorps as-
sociés a un risque thrombotique est démasqué apres liaison
aux PL et changement de conformation. Seuls, les aPL diri-
gés contre le domaine | sont associés au SAPL ; ceux dirigés
contre d'autres domaines de la p,GPI ne le sont pas, en par-
ticulier ceux qui sont dirigés contre le domaine V. Une fois
formé, le complexe anticorps-p,GPI est capable de se lier a
différents récepteurs cellulaires (récepteurs Toll-Like 2 et 4,
glycoprotéine Iba...). Les mécanismes a l'origine des compli-
cations thrombotiques sont complexes et ne sont pas bien
élucidés. lls comportent l'activation d'un certain nombre de
cellules impliquées dans les processus de régulation de I'hé-

20° QUESTION : Comment détecter une anomalie constitutionnelle du fibrinogéne ?

Proposition # 70 : Dans un bilan de thrombophilie, il est recommandé de mesurer systématiquement l'activité du fibri-
nogéne par la méthode chronométrique de von Clauss. En cas de déficit, la méthode immunologique peut étre réalisée.

(Accord fort)

Proposition # 71 : La réalisation d'un temps de thrombine et d’'un temps de reptilase peut aussi étre proposée pour le
dépistage d’'une anomalie constitutionnelle du fibrinogéne, mais ces actes sont hors nomenclature. (Accord)
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mostase et de la réponse inflammatoire 91,92. Les anticorps
de signification clinique sont des anticorps persistants. Les
anticorps transitoires, tels que ceux dirigés contre la car-
diolipine seule, qui sont détectés au cours d'infections, de
cancers, de certains traitements (bétabloquants, phénothia-
zines...), de maladies auto-immunes, de maladies inflam-
matoires chroniques de l'intestin ou méme sans pathologie
objectivée, n‘ont pas de signification clinique. Compte tenu
de I'nétérogénéité des anticorps et de I'absence de méthode
de référence pour détecter spécifiquement les anticorps les
plus pertinents sur le plan clinique, leur recherche nécessite
d'associer plusieurs méthodes.

Recherche des anticorps, critéres temporels,
interprétation des résultats

D'aprés les recommandations internationales 90 actualisées
par le sous-comité (SSC) « antiphospholipides » de I'ISTH en
2018 93, le diagnostic de SAPL doit obligatoirement compor-
ter la recherche, a partir un méme prélévement :

+ des anticorps (IgG/IgM) dirigés contre les complexes
cardiolipine-B2GPI (dits « anticardiolipine » aCL) ;

* des anticorps (IgG/IgM) anti-2GPI (ap2GPl) ;

« d'un « anticoagulant circulant de type lupique » (LA) par
tests de coagulation mettant en évidence un effet inhibiteur
PL-dépendant des anticorps.

La recherche d'autres anticorps n'est actuellement pas
recommandée méme si des données de la littérature
montrent que la présence d’anticorps spécifiques anti-PS-PT
serait bien corrélée a la présence de LA 94,95. Les anticorps
dirigés contre le domaine | de la 2GPI sont les plus associés
au risque thrombotique, mais leur recherche n'est a ce jour
pas conseillée car la valeur ajoutée de leur détermination
dans la classification des SAPL n’est pas clairement démon-
trée 96.

Un diagnostic biologique positif de SAPL ne peut étre établi
que si la persistance des anticorps a été démontrée. Ainsi,
un résultat positif lors d'une premiére recherche doit obli-
gatoirement entrainer un ou plusieurs contréles ultérieurs
espacés d'au moins 12 semaines avec systématiquement
la réalisation des trois tests (anticardiolipine, ap2GPI et LA).
L'intervalle entre les premiéres manifestations cliniques et
la démonstration de la présence d'anticorps ne doit pas étre
supérieur a 5 ans. Si la premiere recherche positive a été
réalisée a moins de 3 mois de la premiére manifestation cli-
nique, deux contréles ultérieurs espacés d’au moins 3 mois
sont indiqués.

Il existe différents profils de risque thrombotique en fonc-
tion du type d'anomalie, du nombre de tests positifs et du
degré de positivité. D'aprés Chaouya et al., le risque throm-

botique associé a la présence d'un LA apparait similaire au
risque associé a la présence d’'une IgG aCL ou ap2GPI. La
triple positivité (LA positif + IgG aCL positif + 1IgG aB2GPI po-
sitif) est associée a un risque thrombotique plus fort que la
double ou la simple positivité. L'association aux évenements
thrombotiques est plus significative pour les IgG que pour
les IgM. Les IgM ne sont pas des facteurs de risque indépen-
dants de thrombose, mais leur présence augmente le risque
induit par les IgG de méme isotype ou le LA. Il semble donc
y avoir une place pour la recherche d'IgM, en 2¢ intention,
chez les patients porteurs d'un LA, d'une IgG aCL ou ap2GPI.
Les IgM avec ou sans IgG peuvent étre associées a la morbi-
dité obstétricale et il est donc suggéré de les rechercher en
cas de suspicion de SAPL obstétrical 97,98. Pour I'European
League Against Rhumatism (EULAR), les sujets a haut risque
thrombotique ou de complications obstétricales sont ceux
qui présentent des anomalies persistantes de type LA, ou
une double positivité ou une triple positivité, ou des titres
forts d’APL 99. La place des IgM n’est pas abordée.

Recherche d’anticoagulant circulant de type lupique

Principes des recommandations

Les LA doivent étre recherchés selon les recommandations
du SSC LA de I'ISTH, publiées en 1995 100 puis révisées en
2009 et 2020 7,9,101.

Les grandes lignes de ces recommandations sont les sui-
vantes :

a) Préanalytique : se reporter au paragraphe « préléve-
ment et traitement ».

b) Dépistage (screen): compte tenu de la grande hétérogé-
néité des anticorps, la réalisation de deux tests de dépistage
de principes différents est obligatoire pour conclure a I'ab-
sence de LA : un temps de coagulation initiée par du venin
de vipére Russell dilué (dRVVT) et un TCA réalisé a l'aide d'un
réactif sensible (PL en faible concentration et comme acti-
vateur, silice ou acide ellagique). Par exemple, les réactifs
contenant du kaolin, trop peu sensibles, ne doivent pas étre
utilisés pour cette recherche. Le dépistage est positif si un
résultat anormal est obtenu avec au moins I'un des deux
tests, en I'absence d'interférence (anticoagulants, inflamma-
tion, CRP).

c) Confirmation (confirm): lorsque le dépistage est positif,
le caractere PL-dépendant de l'inhibiteur doit étre démontré
dans un test de méme principe que celui utilisé en dépis-
tage, en vérifiant I'effet neutralisant d’'une forte concentra-
tion de PL. La mise a jour de 2009 évoquait I'intérét des PL
en bi-couches, ou en phase hexagonale.

d) Tests intégrés : les tests « intégrés » correspondent a
deux présentations d'un méme réactif qui ne difféerent que
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par la concentration de PL, 'un de faible concentration « dé-
pistage » et l'autre en forte concentration « confirmation ».
Ces tests sont a privilégier.

e) Epreuves de mélange (mixing) : lorsque le résultat du
test de dépistage est positif, la réalisation du méme test
avec un mélange a parties égales du plasma du patient (PP)
et d'un plasma normal (PN) validé pour la recherche de LA
(voir ci-dessous), sans pré-incubation, vise a montrer I'exis-
tence d'un effet inhibiteur du PP, quelle qu’en soit la cause
(antiphospholipides, anti-facteur, anticoagulant). La place
de I'épreuve de mélange dans la recherche de LA réalisée a
I'aide des tests « intégrés » fait 'objet de débats. Elle est in-
dispensable en cas d'allongement trés important des temps
de coagulation (risque de faux-négatif pour un LA puissant).
En cas de déficit en facteur ou de traitement par AVK, dans
les tests de type dRVVT, le dépistage peut étre réalisé d’'em-
blée avec le mélange mais cela entraine une réduction de
sensibilité qui peut conduire a des faux-négatifs si un LA
« faible » est présent 9,101-103.

f) Expression des résultats : selon ISTH, les résultats
doivent étre exprimés en ratio des temps de coagulation
(TC) du PP et du PN a chacune des étapes. Le ratio doit étre
exprimé avec deux chiffres aprés la virgule. Pour les TCA,
I'index d'anti-coagulant circulant (IAC, connu sous le terme
« d'indice de Rosner ») [TC du mélange - TCPN)/TCPPx100]
est utilisé. Pour certains tests intégrés, le résultat est expri-
mé en différence de TC entre les deux tests. Pour les autres
tests « intégrés », 2 modes d'expression des résultats ont
été proposés : ratio screen/confirm ou pourcentage de cor-
rection [(screen-confirm)/screen] x 100. Une normalisation
par rapport aux résultats obtenus pour le PN peut étre ré-
alisée en utilisant I'un des deux modes de calculs suivants
qui sont équivalents : [(screen PP/screen PN) / (confirm PP/
confirm PN)] ou [(screen PP/confirm PP) / (screen PN/confirm
PN)1. Il n'y a pas d’élément déterminant en faveur de I'un ou
I'autre de ces modes d'expression. Une autre possibilité a
été proposée pour réduire la variabilité inter-lots 104 ; elle
consiste a utiliser en dénominateur la moyenne du TC dé-
terminé pour chaque lot plutét que le TC du PN mesuré a
chaque série.

Aspects pratiques

Informations et examens d’hémostase devant accompagner

- TP, TCA (réactif utilisé en premiére intention en pratique
quotidienne), fibrinogéne avec examens complémentaires
adéquats en cas de résultats anormaux ;

- test anti-Xa et temps de thrombine en cas d'absence d'in-
formation sur le traitement anticoagulant.

Lorsqu'un syndrome inflammatoire est présent, un controle
a distance est nécessaire compte tenu du risque de dia-
gnostics erronés (temps de coagulation raccourcis lorsque
le FVIII est augmenté, ou allongés par interférence de la
CRP) 104,105.

Temps de venin de vipére Russell dilué (dRVVT)

Le dRVVT a pour principe l'activation directe du FX par un
extrait de venin de vipéere Russell ou le venin lui-méme, en
présence de PL et d'ions calcium. Le dRVVT évalue sélective-
ment la conversion par le FXa, en présence de son cofacteur
le FVa, de la prothrombine en thrombine, alors que dans
les tests de type TCA, les étapes de la coagulation en amont
du FX interviennent. Ce test présente donc l'avantage d'étre
indépendant des concentrations des facteurs VII, VIII, IX, XI,
et des facteurs de la phase contact. Dans une étude me-
née en 2000, la sensibilité aux LA était comprise entre 96
et 100 % et la spécificité entre 60 et 73 % 106. Les tests de
confirmation ne doivent étre réalisés que lorsque les tests
de dépistage sont positifs.

TCA sensible

D’aprés Fritsma et al., parmi les réactifs considérés comme
ayant une trés bonne sensibilité aux LA, figurent PTT-
LA® (Stago), Actin FSL® (Siemens) et HemosIL APTT-SP®
(Werfen) ; Hemosil SynthasIL® (Werfen) aurait une sensibili-
té intermédiaire 107. Certains centres utilisent des réactifs
d'un méme fabricant pour réaliser les étapes de détection
et de confirmation, par exemple : Actin FSL/Actin FS®, Actin
FSL/Pathromtin® (Siemens), Cephen/Cephen LS® (Hyphen) ;
PTT-LA (Stago) suivi d'un Staclot LA® (Stago) en cas de positi-
vité ; ou bien directement des tests intégrés [HemosIL SCT®
(Werfen), Staclot LA® (Stago), Cryocheck® Hex LA
(Cryopep)] 108. Le TCA est un test global influencé par de
nombreuses anomalies de la coagulation et est soumis a de
nombreuses interférences, ce qui limite sa spécificité.

Temps de textarine/temps d'écarine, temps de venin de
vipére Taipan/temps d'écarine

la recherche de LA

En pratique, avant de réaliser la recherche de LA, et pour
orienter les tests, il faut :

+ disposer des informations concernant les traitements
anticoagulants ;

* réaliser des examens d'hémostase d'orientation :

L'écarine et la textarine, isolées a partir de venins de ser-
pents, respectivement d'Echis carinatus et de Pseudonaja
textilis, sont des activateurs directs de la prothrombine
carboxylée ou non. Avec I'écarine, l'activation est indépen-
dante de la présence de PL et du FVa, contrairement a celle
induite par la textarine. Le venin de vipére Taipan (Oxyuranus
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scutellatus) contient des sous-unités FXa-like et FVa-like,
capables d'activer la prothrombine carboxylée ou non en
méizothrombine en présence de PL et d'ions calcium.

Le dépistage d'un LA peut étre réalisé a I'aide d'un temps de
textarine ou de venin de vipere Taipan, et la confirmation a
I'aide d'un temps d'écarine. Ces tests ont l'avantage d'étre
insensibles a l'effet d'un traitement par AVK et la présence
d’AOD anti-Xa (rivaroxaban, apixaban), mais ils sont sen-
sibles a celle de dabigatran. Les performances du venin de
vipére Taipan/temps d'écarine ont été étudiées récemment
dans une étude multicentrique de IISTH 109. Les CV de re-
productibilité et de répétabilité étaient < 5,0 %. L'absence
de sensibilité aux AOD anti-Xa a été confirmée. La sensibi-
lité, spécificité, valeur prédictive et négative au LA étaient
de 72 %, 95 %, 88 % et 87 % (par rapport au dRVVT) pour
des patients non traités ou traités par AVK ou AOD anti-Xa.
Fait important, la présence d'HNF ou HBPM a conduit a des
faux-positifs. Pour linstant, ces tests ne sont pas utilisés
couramment.

Plasma normal, plasma normal de référence

Pour déterminer le temps témoin ou réaliser des tests avec
mélange, il faut disposer d'un pool de plasmas normaux
de qualité optimale, c'est-a-dire pauvre en PL et contenant
> 80 % de chaque facteur de la coagulation. Les recom-
mandations de 2009 proposent l'utilisation d'un pool pré-
paré localement, ou d’'un plasma commercial (lyophilisé ou
congelé) préparé dans des conditions adéquates pour la
recherche de LA et validé pour cette utilisation 7. Actuelle-
ment, la préparation locale d'un pool parait difficile en rai-
son de trés nombreuses contraintes en termes de qualité et
de réglementation.

Seuils de positivité

Pour les tests de dépistage et de mélange, les seuils de
positivités retenus sont les 99¢ percentiles des distributions
observées chez les sujets sains. Pour les tests « intégrés »,
il 'y a pas de recommandation pour le ratio screen/confirm ;
pour le mode d'expression [(screen-confirm)/screen] x 100,
il a été proposé d'utiliser la moyenne des % de correction.
L'intérét de ce dernier mode d'expression n'a pas été for-
mellement démontré. Les seuils de positivité doivent étre
vérifiés a chaque changement de lot de réactif. Selon I''STH
2009, les seuils de positivité devaient étre déterminés loca-
lement d'aprés les résultats obtenus avec des plasmas de
40 adultes sains de moins de 50 ans. Le nombre de sujets
sains a étudier a fait 'objet de débats ultérieurs. La plupart
des laboratoires n'ayant pas accés a des populations de
sujets sains de taille suffisante, il a été récemment proposé
de n'étudier que 20 sujets, pour les recherches de LA comme

pour les recherches d'anticorps, et d'accepter les seuils in-
diqués par les fournisseurs pour un lot de réactif donné,
s'il n'y a pas plus de deux valeurs hors de ces limites 104.
L'Expert Committee on Biological Standardization sous I'égide
de 'OMS propose un panel de trois plasmas de référence
lyophilisés (1%t International Reference Plasma Panel for LA
13/172) (LA négatif, LA modérément positif et LA fortement
positif), qui peuvent étre utiles lors de la mise en ceuvre lo-
cale de méthodes.

Performances analytiques des tests

Le choix d'un réactif doit tenir compte des performances
analytiques en termes de sensibilité et spécificité. Malheu-
reusement, sur ce sujet, les données de la littérature sont,
a ce jour, insuffisantes et il n‘existe pas de gold-standard
pour la recherche de LA. Les programmes internationaux
d'évaluation externe de la qualité (UK NEQAS, ECAT...) ap-
portent des informations sur les choix des utilisateurs en
termes de tests et sur leurs performances. Ainsi fin 2018,
pour les tests de détection de type TCA, 60 % des adhé-
rents a I'ECAT utilisaient Werfen HemosIL APTTSP®, Siemens
Actin FSL® ou Stago PTTLA® et pour les dRVVT, 70 % utili-
saient Werfen HemoslIL dRVVT®, Siemens LA screen® et 20 %
Stago dRVVT screen®. Les tests « intégrés » a I'aide d'Hémo-
sIL SCT étaient assez fréquemment utilisés. Les enquétes
de I'ECAT réalisées entre 2008 et 2015 montrent 99,5 % de
réponses concordantes pour les échantillons avec LA forte-
ment positifs, entre 90 et 99 % pour les LA positifs, entre 45
et 70 % pour les LA faiblement positifs, et 96 % pour les LA
négatifs 110.

Recherche de LA lorsque le patient est traité par anticoagu-
lant 101.

Patients traités par héparines (HNF,
fondaparinux

Les héparines (HNF et dans une moindre mesure les
HBPMs, et aussi fondaparinux) allongent de maniére va-
riable les temps de coagulation utilisés pour la recherche
d'un LA, et leur présence dans I'échantillon peut engendrer
des faux-positifs. Au cours de ces traitements, seuls les réac-
tifs contenant des agents neutralisant I'héparine (polybréene,
héparinase) peuvent étre utilisés. Il faut prendre connais-
sance des seuils d'interférence indiqués par les fabricants
et/ou les vérifier/déterminer localement. Dans tous les cas,
il est préférable de réaliser le prélevement en résiduel et de
mesurer systématiquement le niveau par test anti-Xa.
Patients traités par AVK

Si I'INR est compris entre 1,5 et 3,0, les tests sont réalisés
directement avec le mélange « Pool plasmas normaux »

HBPM) ou
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+ « plasma patient » mais cette condition méthode induit
une réduction de sensibilité avec un risque de faux-néga-
tif 101, ce qui doit étre mentionné dans le compte-rendu.
Au-dela d'un INR a 3,0, la recherche ne doit pas étre réalisée
méme sur mélange, du fait d'un risque de faux-positif 101.

Patients traités par AOD ou par argatroban

La présence d'inhibiteurs directs du FXa (rivaroxaban,
apixaban...) ou de la thrombine (dabigatran, argatroban)
peut engendrer des faux-positifs dans la recherche de LA,
y compris lorsqu'ils sont présents a des concentrations trés
faibles, inférieures a la limite de quantification des méthodes
de mesure utilisées dans les laboratoires d’hémostase, et/
ou lorsque les tests d’hémostase courants (TP, TCA avec un
réactif peu sensible aux LA) sont normaux 111,112. Il ne
faut donc pas réaliser les tests directement avec les plasmas
des patients recevant ces médicaments. Le sous-comité de
I''STH recommande de ne pas diluer le plasma lors de la re-
cherche d'un LA chez un patient traité par AOD 101.
Plusieurs procédés visent a éliminer l'effet des AODs préa-
lablement a la recherche de LA. Le charbon activé, commer-
cialisé sous différentes formes [DOAC-STOP® (Haematex Re-
search), DOAC-Remove® (5-Diagnostics)], adsorbe les AOD.
Ces procédés permettent d'exclure un LA si la recherche est
négative, a condition de les avoir validés localement 101.
En revanche, en cas de positivité, ils ne permettent pas de
distinguer une vraie positivité d'une interférence liée a des
concentrations résiduelles méme trés faibles dAOD 113. Un
contrdle réalisé aprés 12 semaines, et en I'absence de trai-
tement par AOD est alors nécessaire. Sil'arrét du traitement
anticoagulant n'est pas possible, un relais par HBPM peut
étre envisagé. Des réactifs de TCA et dRVVT qui seraient peu
ou pas sensibles aux AOD (par exemple, Cephen/Cephen
LS® et Hemoclot LAS/LAC® de Hyphen Biomed Sysmex) sont
en cours d'évaluation.

Interprétation
Lorsque la recherche de LA est positive, si les informations

recueillies sontinsuffisantes pour exclure un traitement sus-
ceptible d'engendrer de faux-positifs, le test anti-Xa permet
d'exclure la présence d’AOD anti-Xa, et d'évaluer le niveau
d'anti-Xa d'HNF ou d'HBPM (en cas de présence de neutrali-
sant dans le réactif, vérifier le niveau d'interférence en fonc-
tion des réactifs). Le temps de thrombine permet d'exclure
la présence d'un anticoagulant anti-lla. Pour I'HNF, la me-
sure d’'un temps de thrombine peut ne pas étre informative
car certains réactifs sont peu sensibles a I'héparine 114.

Recherche des anticorps anticardiolipine (aCL) ,GPI
dépendants et des anticorps anti-p,GPI par tests
immunologiques

Des actualisations de IlSTH complétant les recommanda-
tions initiales de 2009 ont été publiées par le SSC de I'ISTH
en 2014 et 2018 93,115. Les tests immunologiques doivent
rechercher les anticorps (IgG/IgM) dirigés contre les com-
plexes cardiolipine-32GPI (aCL) et les anticorps anti-p2GPI
(ap2GPI). Les méthodes de recherche des anticorps dont
la cible est la cardiolipine seule ne sont pas appropriées
car elles détectent des anticorps qui ne sont pas associés
a la survenue de thrombose. Les tests peuvent étre réali-
sés, avec du plasma ou du sérum, a l'aide de méthodes de
type ELISAs (tests de 1 génération), ou de méthodes au-
tomatisées en phase solide. Ces plateformes automatisées
emploient différents supports (particules magnétiques, mi-
crospheres) et différents systémes de détection (chimilu-
minescence, cytométrie en flux, systemes multiplexes). Elles
permettent de rechercher simultanément les quatre types
d'anticorps. Toutes les méthodes souffrent encore a ce jour
d’'un manque de standardisation. Les experts ont identifié a
plusieurs reprises les origines de I'hétérogénéité des perfor-
mances 96,98 :

« hétérogénéité des types de plaques ELISA, des PLs, des
agents bloquants, de la nature et de la conformation de I'an-
tigene B,GPI (qui doit étre d'origine humaine), du coating de
la phase solide, etc. ;

+ absence de calibrants de référence et absence d’homo-
généité dans le mode d'expression des résultats (absence
d'unités internationales) ;

* absence de consensus concernant les seuils de positivité,
qui doivent étre déterminés de la méme fagon que pour la
recherche de LA 104.

Les conditions de travail plus strictes et harmonisées des
plateformes sont favorables a une réduction de la variabilité
inter-laboratoire. Les recommandations de 2014 précisent
que la variabilité inter-essais doit étre inférieure a 20 % en
ELISA et a 10 % en systeme automatisé. De bonnes perfor-
mances analytiques (répétabilité, fidélité intermédiaire intra
et inter laboratoires) ont été rapportées pour le systeme au-
tomatisé HemoslIL AcuStar 116.

COMMUNICATION DES RESULTATS

Les comptes-rendus d'analyses doivent comporter les seuils
de positivité, et l'interprétation intégrée des résultats par
rapport a ces seuils. Il doit étre indiqué que la persistance
des anticorps (conditions temporelles, voir plus haut) néces-
site d'avoir été démontrée pour qu’une signification clinique
puisse étre envisagée.
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AUTRES FACTEURS BIOLOGIQUES DE RISQUE DE
THROMBOSE

Les autres facteurs biologiques de risque de thrombose
seront abordés par le groupe de travail « Propositions du
GFHT sur la thrombophilie - aspects cliniques ».

Une élévation de la concentration plasmatique du FVIII peut
étre recherchée a distance de I'événement thrombotique
(>3 mois). La recherche ne doit pas étre effectuée sous AOD.
En cas de thromboses de localisation atypique (splanch-
nique, cérébrale, etc.), la recherche de la mutation V677F
de JAK2, et d'une mutation de CALR (néoplasie myéloprolifé-
rative ) et la recherche d'hémoglobinurie paroxystique noc-
turne sont a envisager.

LA MESURE DES D-DIMERES A-T-ELLE UNE PLACE
DANS LE BILAN DE THROMBOSE ?

Les D-dimeéres (DDs) sont les produits terminaux de dégrada-
tion par la plasmine de la fibrine stabilisée avec des liaisons
covalentes permises par l'action du FXllla. A I'état physiolo-
gique, 2 a 3 % du fibrinogéne plasmatique sont convertis en
fibrine générant la faible quantité de DDs détectables dans
le plasma de sujets sains. La demi-vie des DDs est d'en-
viron 8 heures ; ils sont éliminés par le rein et le systeme
des phagocytes mononucléés 117. Une augmentation des
DDs plasmatiques témoigne de l'activation systémique de
coagulation et de fibrinolyse ou de la présence d'un throm-
bus constitué. De nombreuses méthodes de mesure de
DDs ont été développées, qualitatives (ex : Clearview®...),
quantitatives manuelles de type ELISA (ex : Asserachrom
DD®, Stago - non adaptés aux tests unitaires), quantitatives
automatisées de type ELFA (Vidas D-Diméres®, Biomérieux)
ou immunoturbidimétriques utilisant des anticorps monoclo-
naux adsorbés sur des particules de latex [Liatest® (Stago),
D-Dimer HS500® (Werfen), Innovance D-Dimer® (Siemens)...],
etc. Touteslesméthodesnesontpaséquivalentesentermesde
performances, compte tenu de différences méthodologiques
(hétérogénéité des antigénes, cibles des anticorps), de 'hété-
rogénéité des calibrants et de 'absence d’harmonisation dans
I'expression des résultats 118. D'apres I'ECAT (n = 670 labora-
toires), les réactifs les plus utilisés en 2021 en Europe étaient :
Siemens Innovance D-Dimer® (n = 363), IL HemoslIL D-Dimer
HS500®(n = 155) et Stago STA Liatest D-Dimer Plus® (n = 96).
Les domaines de mesure de ces méthodes, qui toutes expri-
ment le résultat en FEU), et les interférences signalées par les
fabricants sont rapportées dans le tableau 14.

La mesure des DDs peut étre utilisée pour contribuer a I'éva-
luation du risque de récidive apres un premier éveénement
thrombo-embolique veineux non provoqué dansle cadre d'un
score. Trois scores d'évaluation de ce risque (HERDOO2 pour

les femmes seulement, DASH et Vienne) ont été proposés
(Tableau 15). La concentration plasmatique des DDs est I'un
des éléments pris en compte dans chacun de ces scores 119-
123. Concernant HERDOO?2, dans les études initiales de pro-
position et de validation du score réalisées par Rodger et al.
119,120, les DDs ont été mesurés avec la méthode Vidas®.
Un travail ultérieur de la méme équipe a démontré que I'em-
ploi des réactifs Liatest DDI® (le réactif Liatest DDI® + n'a pas
été étudié), Innovance®, D-Dimer HS® et TinaQuant D-Dimer
Gen. 2% ne sont pas appropriés puisqu'il conduit a une mau-
vaise classification du risque chez 14 % a 19 % des patients en
fonction des réactifs. Cela est probablement dd aux limites
inférieures des domaines de mesure, trop élevées 121. Le
DASH score a été établi par Tosetto et al. 123 a partir de don-
nées issues de sept études qui comportaient des collectifs
de sujets de taille trés variable sans homogénéité dans les
méthodes de mesure (Tableau 16) 124-131. Tosetto et al. ont
ensuite présenté une validation externe du score 131 dont
la seule précision était que les DDs étaient mesurés a l'aide
de « méthodes quantitatives ». L'étude THE-VTE a apporté
des précisions sur les performances des méthodes Vidas® et
D-Dimer HS® 130 et montré la validité de ces deux méthodes
avec des performances similaires mais des seuils différents
(cut-off a 500 ng/mL pour Vidas®, a 230 ng/mL pour D-Dimer
HS®). Aucune information complémentaire n'est disponible
au sujet des performances des autres méthodes mention-
nées dans I'étude initiale de Tosetto et coll. 123. Concernant
le score de Vienne, dans I'étude princeps, les DDs sont utilisés
comme valeur continue. lls ont été mesurés avec le coffret
Asserachrom® 122. Tritschler et al. ont étudié les perfor-
mances de la 2¢ version de ce score chez les sujets agés 132 ;
les DDs ont été mesurés avec Vidas®. Le score n'est pas appli-
cable chez les sujets de plus de 65 ans.

Au total, dans le cadre de I'évaluation des scores de risque
de récidive de thrombose, seules les méthodes de mesure
des DDs validées dans ces scores peuvent étre utilisées :

* HERDOO2 : méthodes Vidas®;

* DASH : les méthodes Vidas® et D-Dimer HS® sont appro-
priées. A ce jour, il n'y a pas d'information claire concernant
les performances des autres méthodes ;

* score de Vienne : il n'y a pas d'information suffisante au
sujet des performances des méthodes automatisées actuel-
lement disponibles.

De plus, en 2019, les néerlandais et les norvégiens ont pro-
posé un autre modele de prédiction du risque de récurrence
[The Leiden Thrombosis Recurrence Risk Prediction model
(L-TRRiP)], incluant un nombre plus important de variables
de laboratoire dont les DDs mesurés a l'aide du réactif
D-dimer HemoslL assay® 133.
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21¢ QUESTION : Comment rechercher des anticorps antiphospholipides ?

Proposition # 72 : Ftant donné I'hétérogénéité des anticorps antiphospholipides, il est recommandé de rechercher sys-
tématiquement, a partir d'un méme prélévement, des anticorps IgG/IgM anti-cardiolipine et IgG/IgM anti-B2GPI par des
méthodes immunologiques, ainsi qu'un anticoagulant circulant de type lupique (LA) par méthodes de coagulation. (Accord

fort)

Proposition # 73 : La recherche d'anticorps (IgG et IgM) anticardiolipine et anti-B2GPI peut étre effectuée dans le plasma
ou le sérum, avec des méthodes immunologiques de type ELISA ou sur des systémes automatisés. Les seuils de positivité
sont les > 99¢ percentiles des distributions observées chez les sujets sains. (Accord fort)

Proposition # 74 : Pour le dépistage d’'un anticoagulant de type lupique, il est recommandé de réaliser systématiquement
un temps de venin de vipére Russell dilué (dRVVT) et un TCA mesuré a l'aide d’un réactif sensible (faible concentration en
phospholipides et activateur de type silice ou acide ellagique). Les seuils de positivité recommandés sont les 99¢ percentiles
des distributions observées chez les sujets sains. (Accord fort)

Proposition # 75 : Si le dépistage d'un anticoagulant circulant de type lupique est positif (au moins un test positif en
l'absence d'interférence), il est recommandé de réaliser un test de confirmation de I'effet neutralisant d'une concentration
élevée en phospholipides sur I'action de l'inhibiteur pour montrer la phospholipo-dépendance de I'anticorps. Si le dépistage
est négatif (dRVVT et TCA avec un réactif sensible négatifs), il est recommandé de ne pas faire de test de confirmation (risque
de faux-positifs). (Accord fort)

Comment rechercher un anticoagulant de type lupique lorsque le patient est traité par anticoagulant ?

Proposition # 76 : (Accord fort)

« HNF/HBPM : Au cours de ces traitements, seuls les réactifs contenant des agents neutralisant I'héparine (polybréne, hépa-
rinase) peuvent étre utilisés. Il faut prendre connaissance des seuils d'interférence indiqués par les fabricants et/ou les
vérifier/déterminer localement. Dans tous les cas, il est préférable de réaliser le prélévement en résiduel et de mesurer
systématiquement le niveau dactivité anti-Xa. Pour I'HNF, la mesure d’un temps de thrombine peut ne pas étre informative
car certains réactifs sont peu sensibles a I'héparine.

* AVK : Si I'INR est compris entre 1,5 et 3,0, les tests sont a réaliser directement avec un mélange a parties égales du plasma
du patient et d'un plasma normal validé pour la recherche de LA, cette condition induit une réduction de sensibilité. Au-dela
d'un INR a 3,0, la recherche ne doit pas étre réalisée, méme sur mélange, du fait d’un risque de faux-positif.

* AOD : La présence d’AOD peut engendrer des faux-positifs, y compris lorsqu’ils sont présents a des concentrations trés
faibles, inférieures a la limite de quantification des méthodes de mesure utilisées dans les laboratoires d’hémostase. Le
charbon activé peut étre utilisé pour éliminer I'effet des AODs préalablement o la recherche de LA. Ce procédé permet
d'exclure un LA si la recherche est négative. En revanche, en cas de positivité, ils ne permettent pas de distinguer une vraie
positivité d’une interférence liée a des concentrations résiduelles méme tres faibles d’AOD.

* Pour toute recherche d‘anticoagulant de type lupique positive, 'absence d'interférence avec un médicament anticoagulant
doit étre systématiquement recherchée (par exemple, en effectuant un test anti-Xa générique ou un temps de thrombine
pour dépister les héparines et AOD).

Proposition # 77 : Il est recommandé que tout résultat positif soit contrélé aprés un intervalle de temps d’au moins 12 se-
maines avec un nouveau prélévement. La premiére recherche ne doit pas avoir lieu plus de 5 ans apreés les manifestations
cliniques. (Accord fort)
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Tableau 14: Caractéristiques des méthodes de la mesure des D-diméres.
Table 14: Characteristics of the methods for the measurement of D-dimer.

. Facteur Ay e
pomane d.e mesure Hb (g/L) Triglycérides (g/L) | Bilirubine (WM) | Rhumatoide | Anticorps anti-souris [REEEEED G
(cf. fabricant) - (uI/mL) PDF

Liatest DDI+® 0,27-4 ug/mL FEU >3420 > 1000 > 15 ug/mL
HS : 215-7 050
D-Dimer HS et HS500® HS500 : 150-3 680 ng/mL >5 >13,3 >3078 >1400 oui >20 ug/mL
FEU

Abréviations : FEU : fibrinogen equivalent units ; PDF : produits de dégradation du fibrinogéne.

Tableau 15: Scores d'évaluation du risque de récidive d'évéenement thromboembolique veineux.
Table 15: Risk assessment scores for recurrent venous thromboembolic events.

o s “ s

>/< 65 ans >/< 50 ans
HER* Oui/Non

Mesure des DDs par rapport au traitement
anticoagulant

1 TV sous estrogéne Oui/Non

Sous AVK, 5-12 mois aprés TVP/EP Apres arrét Arrét

*HER : Hyperpigmentation, CEdéme, Rougeur d’'un membre inférieur
Abréviations : TVP : thrombose veineuse profonde ; EP : embolie pulmonaire ; IMC : indice de masse corporelle.

Tableau 16: Etudes ayant servi a établir et valider le DASH score.
Table 16: Studies used to establish and validate the DASH score.

Référence Nb sujets W dneo;ui)er:)svi\;eucége Y In;:;)::aolgegjg :ﬁr:tp rsnzr;Lr;al:;'rDét Méthode DD Seuils (ng/mL)
21-37j Vidas®
______
Médian 28 j Stago Liatest®
______
30-37j IL Test®
--———-
131 20-40 ) Quantitative

*: n'est plus commercialisé.
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22¢ QUESTION : Place de la mesure des D-diméres dans le bilan de thrombophilie

Proposition # 78 : Dans le cadre du bilan initial de thrombophilie, la mesure des D-dimeéres n'est pas recommandée.

(Accord fort)

Proposition # 79 : Lors du suivi d'une maladie thromboembolique veineuse, les D-diméres peuvent étre mesurés pour
évaluer le risque de récidive. Il est recommandé d'utiliser une méthode de mesure utilisée dans la conception et la validation

dans ces scores (HERDOO?Z et DASH). (Accord fort)

BILAN DE THROMBOSE DE LENFANT

Aspects pré-analytiques

L'obtention d'un prélévement conforme est difficile chez le
nouveau-né et I'enfant. Le volume sanguin prélevé doit étre
le plus faible possible et il convient d'éviter tout geste invasif
douloureux, en particulier les ponctions veineuses répétées.
Les analyseurs d'hémostase permettent la prise en charge
des prélévements pédiatriques grace a la miniaturisation
des méthodes. Toutefois, le volume de plasma disponible
étant obligatoirement faible, seuls les examens ayant le plus
de pertinence clinique a cet age de la vie doivent étre réa-
lisés.

En période néonatale, les non-conformités pré-analytiques
les plus fréquentes sont le remplissage insuffisant du tube
et le prélevement coagulé. Elles s'expliquent par les diffi-
cultés des méthodes de prélevement veineux, aggravees
par I'hypercoagulabilité physiologique du nouveau-né et
son hématocrite élevé, souvent supérieur a 55 %. Les tubes
d’hémostase doivent faire I'objet d'une observation macros-
copique soigneuse par le personnel du laboratoire (vérifica-
tion du niveau de remplissage, vérification de I'absence de
caillot).

Au niveau analytique, les difficultés de prélevement peuvent
entrainer des perturbations biologiques (diminution du
fibrinogéne, élévation du FV, raccourcissement du TCA).
Ces anomalies peuvent faire évoquer un prélévement non
conforme méme en l'absence de caillots visibles 134. En ac-
cord avec les recommandations pré-analytiques du GFHT,
il faut privilégier le recueil du sang a partir d'un prélévement
veineux, parfois artériel, jamais capillaire ; utiliser des ai-
guilles de prélevement dont le diametre ne doit pas excéder
25 gauge et des microtubes de 1 mL minimum ; éviter I'utili-
sation de tubes « sous vide » chez le nouveau-né (risque de
remplissage insuffisant) ; et enfin acheminer rapidement le
préléevement au laboratoire (Tableau 17).

Hémostase pédiatrique

L'hémostase néonatale est quantitativement et qualitative-
ment différente de celle de I'enfant plus agé ou de l'adulte.
Cest un systéme encore en développement, qui va évoluer
durant le dernier mois de vie intra-utérine, dans les jours
qui suivent I'accouchement, et pendant la premiére année
de vie et méme aprés. Chez le nouveau-né, les concentra-
tions de la plupart des protéines pro et anticoagulantes
sont beaucoup plus basses que chez I'adulte, avec un sys-
téme hémostatique qui est en équilibre mais plus précaire.
Compte tenu de la maturation progressive du systeme hé-
mostatique dans le temps, seuls des déficits séveres peuvent
étre diagnostiqués en période néonatale. La concentration
moyenne des inhibiteurs AT, PC, PS chez le nouveau-né est
beaucoup plus basse que chez I'adulte, et plus basse chez le
prématuré que chez le nouveau-né a terme. Les valeurs de
référence de l'adulte sont atteintes avant I'age de 1 an pour
I'AT, vers 6 mois pour la PS, mais seulement a 'adolescence
pour la PC (16 ans) 135.

Thrombose et bilan de thrombose pédiatrique

La thrombose de I'enfant est une pathologie multifactorielle.
Un facteur biologique de risque thrombotique ne doit pas
étre systématiquement recherché devant une thrombose
veineuse néonatale. La présence d'un cathéter central est le
facteur de risque majeur de thrombose chez le nouveau-né.
Ainsi, seules les thromboses sur cathéter trés étendues, les
thromboses multiples, les thromboses de localisation inha-
bituelle doivent faire discuter la réalisation d'une recherche
de facteur de risque biologique, tout particulierement s'il
existe un antécédent thrombotique familial. L'intérét de la
recherche de thrombophilie biologique est donc a discuter
au cas par cas, en fonction de I'dge du patient, de la nature
de I'évenement thrombotique et de son caractere spontané
ou provoqué et d'une éventuelle histoire familiale 135-137.

En période néonatale, le prélevement et l'interprétation des
résultats des tests plasmatiques sont délicats. En consé-
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Tableau 17: Prélévement dhémostase chez le nouveau-né, d'aprés les
recommandations pré-analytiques en hémostase du GFHT 2015.
Table 17: Hemostasis sampling in neonates, based on the GFHT
2015 preanalytical recommendations in hemostasis.

Aiguille 23 gauge (> 25 gauge : risque élevé d’hémolyse)

Tube Microtube (1 mL, systéme ouvert)

® Veineux ou artériel

* Direct : goutte a goutte, tube ouvert (recommandé) ;
seringue (acceptable)

e Cathéter central

Site de préléevement

* Recommandé : 290 %

RemElssaze * Acceptable : 280 %

Transport Rapide (prévenir I'activation et la coagulation du prélévement)

 Saisie d’'un commentaire qui décrit les conséquences sur

Hématocrite > 55 % Jes resliE
¢ Ajustement de la concentration en citrate : a éviter

(perte de I'intégrité du tube)

quence, seuls les tests qui peuvent influencer la prise en
charge thérapeutique immédiate seront réalisés. La détec-
tion d'un déficit homozygote en PC, PS ou AT Budapest IlI
est indispensable car la découverte de I'une de ces anoma-
lies entraine une substitution spécifique. Des mesures chez
les parents peuvent étre nécessaires. Une situation particu-
liere est l'accident vasculaire ischémique artériel néonatal
(AVCian) qui a fait l'objet de recommandations francaises
en 2017. Méme si certains facteurs de risque (facteur V
Leiden, élévation de la concentration de la lipoprotéine (a)
[Lp(a)]) semblent plus fréquents dans les AVCian, le lien di-
rect avec la survenue de l'accident ischémique n'est pas dé-
montré. Selon ces recommandations, il ne doit pas y avoir
de recherche systématique de facteur biologique de risque
de thrombose. Le FV Leiden ne doit étre recherché qu'en
cas d'antécédent thrombotique veineux familial. Il en est
de méme des déficits hétérozygotes en AT, PC, PS. Il n'est
pas recommandé de mesurer systématiquement la Lp(a)
ou I'homocystéine, en dehors d'une histoire familiale évo-
catrice (accord d'experts). La recherche d’APL peut étre en-
visagée chez le nouveau-né et sa mere, en cas d'anamnése
maternelle évocatrice d'un SAPL - hypothése d'un transfert
materno-foetal des auto-anticorps 1gG de la meére ; elle doit
étre réalisée le plus précocement possible apres l'accou-
chement 138. Dans le cadre du purpura fulminans post-in-
fectieux et en particulier post-varicelle, la mesure d'activité
de la PS est nécessaire pour ne pas méconnaitre un déficit
acquis profond lié au développement d’'un auto-anticorps
dirigé contre cette protéine 139,140.

Valeurs de référence

Selon I'ISTH, pour la pédiatrie, les laboratoires doivent utili-
ser des valeurs de références tenant compte d'une part de
I'age des enfants (post-natal et aussi gestationnel) et d'autre
part des analyseurs et des réactifs 141. Le sous-comité ne
le précise pas, mais il est probable que I'emploi de valeurs
de référence en fonction des analyseurs et des réactifs n'est
pas nécessaire. Pour les inhibiteurs de la coagulation, on
n'‘observe pas d'influence nette du couple analyseur/réactif,
comme le montrent les données rapportées dans le tableau
4, issues de travaux réalisés avec des réactifs différents et
sur des appareils différents 29-33.

BILAN DE THROMBOSE : QUELLES ETAPES ?

Le bilan de thrombose comporte des tests plasmatiques
souvent difficiles a standardiser et le recours a la biologie
moléculaire est indispensable pour la recherche du variant
F2 ¢.*97G > A (anciennement G20210A). Le rdle du biologiste
dans linterprétation des résultats est fondamental et néces-
site une collaboration étroite avec le clinicien pour une prise
en charge optimale des patients thrombophiliques. Ainsi, la
réalisation des bilans de thrombose doit se faire dans des
centres experts qui maftrisent a la fois les aspects méthodes
de laboratoire et cliniques de ces situations.

Investigations de premiére intention

Les tests

Pour les thromboses de localisations « habituelles », le bi-
lan doit comporter la recherche de déficit en inhibiteurs
physiologiques de la coagulation (AT, PC, PS), des variants
thrombogenes du F5 et F2, des anticorps antiphospholi-
pides, et des hypodysfibrinogénémies. La recherche d'hy-
perhomocystéinémie majeure est a discuter dans des cas
particuliers. La mesure des D-diméres peut étre envisagée
dans l'évaluation du risque de récidive a l'aide de scores
validés en utilisant une mesure qui a été utilisée pour la
construction du score choisi. Compte tenu de I'existence de
causes d'anomalies acquises, le biologiste aura besoin d'une
évaluation concomitante des parametres suivants : temps
de Quick pour estimer |'état de la fonction hépatique (voire
mesure des facteurs du TP), et mesure de la concentration
du fibrinogéne dont I'élévation témoigne d'un syndrome
inflammatoire. La connaissance de la concentration de FVII
(ou des facteurs VII+X) peut étre une aide a l'interprétation
des concentrations diminuées de PC car les demi-vies de
la PC et du FVII sont similaires. Si le bilan est réalisé alors
que le patient est traité par héparine ou AVK, la mesure du
niveau d'anticoagulation est nécessaire pour adapter les
modalités pratiques de réalisation des tests (vide supra). La
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23° QUESTION : Particularités du bilan de thrombophilie chez I'enfant

Proposition # 80 : En cas de quantité de plasma limitée (compte tenu des difficultés de prélévement), en urgence, il est
recommandé de rechercher uniquement les déficits sévéeres en AT, PC, PS dont la présence peut influencer la prise en charge
thérapeutique, notamment en cas de purpura fulminans ou de thrombose néo-natale. (Accord fort)

Proposition # 81 : I/ est indispensable d'interpréter les résultats en tenant compte des variations physiologiques liées a
I'dge affectant les concentrations plasmatiques des inhibiteurs AT, PC et PS. (Accord fort)

connaissance de la présence d'un AOD est primordiale car
elle conditionne aussi la possibilité de réalisation et le choix
de certains tests (vide supra).

Dans le cadre d'une enquéte familiale

Il est recommandé de ne rechercher en premiere intention
chez les apparentés que le facteur de risque biologique dia-
gnostiqué chez le cas index, de stopper I'étude en cas de
négativité ou au contraire de la compléter par la recherche
des autres facteurs de risque génétiques de thrombose en
cas de positivité.

Aspect temporel

Jusqu'a présent, il était recommandé de réaliser ces in-
vestigations a distance d'un épisode aigu et de traitement
anticoagulant compte tenu des risques erronés, de faux-
positifs ou faux-négatifs, ou de l'interprétation impossible
de certains tests dans de telles situations. Dans la mesure
ou la mise en évidence de la présence d'un anticorps APL ou
d'un déficit constitutionnel thrombogéne en AT peut modi-
fier la prise en charge thérapeutique, il apparait pertinent
de proposer une recherche précoce de ces anomalies dés
le diagnostic de thrombose et avant la mise sous traitement
anticoagulant. Pour des aspects pratiques, il est plus simple
alors d’envisager de réaliser I'ensemble du bilan au moment
du diagnostic, avant instauration du traitement anticoagu-
lant et ce d'autant plus que des traitements au long cours
sont maintenant envisagés en cas d'embolie pulmonaire
idiopathique. Linterprétation devra alors prendre en
compte la possibilité d'anomalies acquises en inhibiteur
physiologique de la coagulation a la phase aigué de throm-
bose, sous traitement par héparine ou AVK mais aussi le
fait que la présence d'un anticorps APL uniqguement mis en
évidence moins de 12 semaines apreés un épisode thrombo-
tique n'est pas un critére biologique de SAPL. La recherche
des variants thrombogeénes du F2 et F5 par méthode de bio-
logie moléculaire n'est pas influencée par I'état clinique ou
les traitements anticoagulants. Enfin, le bilan de thrombose

pendant la grossesse n'est pas recommandé compte tenu
des anomalies acquises pendant cette période qui touchent
de facon constante la PS et parfois I'AT, voire la PC; de plus,
la sensibilité de la recherche d'anticoagulant lupique peut
étre modifiée suite a 'augmentation physiologique du FVIII
et a 'némodilution.

Contrdles

Si un premier bilan complet a été effectué au moment du
diagnostic de thrombose, il sera proposé systématiquement
adistance de I'événement et des traitements anticoagulants,
si cela est possible, un contrdle de la PS et de la PC (déficits
pouvant étre masqués en phase aigué, difficultés d'interpreé-
tation notamment si certaines méthodes ne pouvaient pas
étre utilisées lors des traitements anticoagulants).

Les anomalies permanentes sont seules susceptibles d'in-
fluencer la prise en charge thérapeutique. La confirmation
des anomalies décelées avec une premiére exploration est
donc fondamentale. En cas de déficit en AT, PC ou PS, le
contrble est a effectuer en dehors de tout contexte suscep-
tible d'engendrer un déficit acquis.

En ce qui concerne les recherches des variants thrombo-
génes du F2 et F5 par biologie moléculaire, le diagnostic
étant établi pour la vie entiére, il apparait particulierement
important de prendre toutes les précautions pour éviter les
diagnostics erronés. Lorsque le résultat d'une premiere re-
cherche de variant est positif, un contrdle avec un deuxieme
prélévement devra étre réalisé (HAS).

Le diagnostic biologique des anticorps APL du SAPL repose
sur la mise en évidence d'anticorps persistants. Les condi-
tions de réalisation dans le temps des tests biologiques ont
été précisées par les sociétés savantes. Les points essentiels
sont les suivants :

* la présence d'anticorps, mise en évidence une seule fois
a moins de 3 mois ou a plus de 5 ans apres les manifesta-
tions thrombotiques ou obstétricales qui ont entrainé leur
recherche, ne permet pas le diagnostic de SAPL ;
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« il faut s'assurer de la persistance d'une positivité lors d'au
moins deux controles successifs réalisés a au moins 3 mois
d'intervalle dans la période allant de 3 mois a 5 ans aprés les
manifestations cliniques.

Inhibiteurs de la coagulation : place de lenquéte
familiale et place des analyses de génes

La présence d'un déficit isolé confirmé en inhibiteur de la
coagulation ne permet pas d’affirmer son caractére héré-
ditaire. L'analyse des génes ne peut pas étre une analyse
systématique.

Le recours a la biologie moléculaire est une aide dans les
contextes suivants :

* chez les parents a l'origine de la naissance d'un enfant ho-
mozygote gravement atteint car l'identification du variant
permet l'accés au diagnostic anténatal pour des grossesses
ultérieures;

« chez les propositi, lorsque les résultats des mesures sont
d'interprétation difficile, ou lorsque I'enquéte familiale est
impossible ou non-informative ;

+ dans la famille, lorsque les résultats des mesures plasma-
tiques sont d'interprétation difficile. [ ]

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

24¢ QUESTION : Bilan de thrombophilie, quelles étapes ?

Proposition # 82 : I/ est recommandé qu’un bilan de thrombophilie soit réalisé dans un centre expert qui maitrise a la fois
les aspects cliniques et biologiques relatifs aux analyses prescrites. (Accord fort)

Proposition # 83 : Le biologiste en charge de la réalisation des bilans de thrombophilie doit avoir une bonne maitrise des
méthodes, des piéges pré-analytiques et analytiques, et des limites et performances des réactifs utilisés. (Accord fort)

Proposition # 84 : /| est proposé quand cela est possible de prélever le bilan de thrombophilie a la recherche d’un facteur
biologique de risque avant le début d'un traitement anticoagulant et sans que celui-ci soit retardé. (Accord fort)

Proposition # 85 : En cas d’anomalie identifiée génétique ou plasmatique lors d'un premier bilan, il est recommandé de
réaliser un contréle. Pour les anomalies plasmatiques, le contréle doit étre réalisé a distance (aprés au moins 3 mois) et or-
ganisé en tenant compte du contexte clinique (causes d’‘anomalies acquises) et des traitements anticoagulants. (Accord fort)

Proposition # 86 : La détermination du caractére constitutionnel d'une anomalie d’un inhibiteur de la coagulation repose
sur l'enquéte familiale ou sur I'analyse du gene concerné. (Accord fort).
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INFORMATIONS NECESSAIRES A LINTERPRETATION
D’UN BILAN BIOLOGIQUE DE THROMBOPHILIE

PRESCRIPTEUR

[N 0 B OSSOSO TP OSSO ORI PRRPRURPRP
TEIEPNONE & ettt bbbt b e bbbt ea et s b st b e Rt h e s b e e b S ekt Sk oo b At e bbbt b e bt b e bt H e bt ARt b e Rt b e Rt e s et ea e e bene b et b et ee
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PATIENT

NOM=PIrENOM ittt ettt ettt st ettt ebe s POIAS ottt
SEXE & vttt bbbttt TAE 1 et
Date de NAISSANCE & .ivvviieeireeeirieerieerieeetet ettt sttt ese e e s s GroupPe SANZUIN & ittt

Traitements au moment du bilan de thrombose (y compris hormonaux) :

EVENEMENTS THROMBOEMBOLIQUES PERSONNELS

1¢r événement

* Type (TVP / EP / TVS / Thrombose artérielle) :
* Date:

* Localisation :

* Moyens diagnostiques :

« Survenu en situation(s) clinique(s) favorisante(s) :

_-“ e

Chirurgie majeure (> 30 min + anesthésie générale) < 3 mois

Affection médicale aigué avec immobilisation > 3 j, < 3 mois

Grossesse/Post-partum

Traitement hormonal substitutif avec cestrogéne par voie orale
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+ Anticoagulation préventive lors des situations cliniques favorisantes (molécule, posologie et durée) :

Autres évéenements thrombotiques :
Pour chaque épisode : date, localisation, éventuelles circonstances favorisantes, prise en charge (molécule, posologie et
durée) :

Evénements obstétricaux (fausse couche spontanée précoce (< 10 semaines de gestation) ; tardive (> 10 semaines de
gestation) ; éclampsie ; pré-eclampsie ; RCIU).

Pour chaque épisode, préciser la date :

ANTECEDENTS THROMBOEMBOLIQUES FAMILIAUX
JOINDRE UN ARBRE GENEALOGIQUE.

POUR CHAQUE MEMBRE, PRECISER LE DEGRE DE PARENTE ET DECRIRE L'EPISODE (VEINEUX OU ARTERIEL, DATE, LOCALISA-
TION, EVENTUELLES CIRCONSTANCES FAVORISANTES, BILAN ETIOLOGIQUE REALISE, PRISE EN CHARGE) :
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BILAN BIOLOGIQUE DE THROMBOSE
Dates et résultats des bilans déja réalisés :
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