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Résumé. L’héparine non fractionnée (HNF) est I’anticoagulant majeur utilisé
en unité de soin intensif. Elle est monitorée par le temps de céphaline + activa-
teur (TCA) ou I’activité anti-Xa (anti-Xa). Une centrifugation retardée induit
un relargage de facteur 4 plaquettaire (PF4) et une diminution de I’anti-Xa.
Plusieurs études ont démontré que les dosages devaient étre réalisés dans les
2 heures apres prélevement sur citrate, et pouvaient étre différés sur citrate théo-
phylline adénosine et dypiridamol (CTAD). L’objectif de cette étude a été de
comparer la stabilité du TCA et de I’anti-Xa sur prélevement citrate et CTAD,
et d’évaluer I’effet d’une centrifugation différée sur le TCA, 1’anti-Xa sur tube
citrate. Méthodes. Le TCA et I’anti-Xa ont été comparés sur 93 couples de
prélevements sur tubes citrate et CTAD provenant de patients de réanimation.
L’étude des effets de la centrifugation différée de 1 a 6 heures a été réalisée
sur 31 patients avec mesure du TCA et de 1’anti-Xa. Chez 14 de ces patients,
le relargage de PF4 a été évalué par Human CXCL4/PF4 Quantikine Elisa Kit.
Résultats. Le TCA (r2 =0,94) et I’anti-Xa (r2 =0,95) montrent une bonne cor-
rélation entre le citrate et le CTAD sans réelle influence du délai préanalytique.
Par ailleurs, dans 1’étude sur I’effet de la centrifugation retardée, la corrélation
de Bland-Altman retrouve un biais mineur pour 1’anti-Xa (-0,025 + 0,041). Une
excellente concordance a été retrouvée entre 1 heure et 4 heures pour le TCA
(-4,0 £5,3s)et’anti-Xa (1. 10 £ 0,058 Ul/mL). De plus, le relargage de PF4
était tres faible entre 1 heure (31,5 + 14,7 ng/mL) et 4 heures (33,8 + 11,8
ng/mL). Conclusion. Nous avons démontré que la mesure du TCA et I’anti-Xa
pour monitorer I’'HNF pouvait étre réalisée jusqu’a 4 heures apres prélevement
sur tube citrate avec nos réactifs.

* Cet article est la version francaise d’un travail publié en langue anglaise : Billoir P, Clavier
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Abstract. Unfractionated heparin (UFH) is the main anticoagulante used in
intensive care unit. The anticoagulant effect is monitored by activated partial
thrombin time (aPTT) and anti-Xa activity (anti-Xa) measurement. Howe-
ver, delayed centrifugation induces platelet factor 4 (PF4) release and anti-Xa
decrease. Several studies have concluded that aPTT and anti-Xa measurement
should be performed within 2 hours in citrated anticoagulant but may be delayed
longer in citrate theophylline adenosine and dypiridamol (CTAD) anticoagu-
lant. The objective of this study was to compare the stability of both aPTT and
anti-Xa in citrate and CTAD samples, and to determine the effect of delayed
centrifugation on both aPTT, anti-Xa results, and PF4 release in citrate samples
only. Methods. aPTT and anti-Xa were measured in citrate and CTAD anti-
coagulant samples from 93 patients. Delayed centrifugation was performed
in citrate samples from 31 additional patients, with hourly aPTT and anti-
Xa measurement from 1 to 6 hours. In 14 of these last patients, PF4 release
was also evaluated with Human CXCL4/PF4 Quantikine ELISA Kit. Results.
We observed a significant correlation between citrate and CTAD anticoagulant
for aPTT (r2=0.94) and anti-Xa (r2=0.95). With Bland-Altman correlation, a
minor bias was observed for anti-Xa (-0.0254+0.041). Delayed centrifugation
in citrated anticoagulant showed an excellent concordance from 1 to 4 hours for
aPTT (-4.0+5.3 s) and anti-Xa (1.10°40.058 UI/mL) measurements. Moreo-
ver, PF4 release was not different between 1 hour (31.5+£14.7 ng/mL) and 4
hours (33.8£11.8 ng/mL). Conclusion. We have demonstrated that anti-Xa mea-
surement for unfractionated heparin should be done 4 hours in citrated plasma
and that CTAD was not better than citrate. However, these initial findings require
confirmation using other aPTT and calibrated anti-Xa assays.

Key words: unfractionated heparin, anti-Xa measurement, CTAD, delayed cen-
trifugation, platelet factor 4

L’héparine non fractionnée (HNF) a été le traitement
anticoagulant majeur pendant 80 ans [1]. Ces glycosami-
noglycanes sulfates sont le co-facteur de 1’antithrombine
qui se lie de fagcon covalente avec la thrombine et inhibe
la coagulation [2]. Son profil pharmacocinétique est une
demi-vie de 60 a 120 min [3], une élimination cellulaire
et une clairance rénale non saturable [4], ce qui est un
avantage en unité de soins intensifs (USI). Historiquement,
I’effet anticoagulant de I’HNF était couramment monitoré
par le temps de céphaline + activateur (TCA) [5] avec une
zone d’efficacité entre 1,5 et 2,5 [5] pour le TCA ratio
(patient/controle). Cependant, le TCA peut étre raccourci
en présence d’une concentration élevée de facteur VIII [6]
ou de fibrinogene [7]. L’inflammation induit une résis-
tance a ’héparine et le monitoring du traitement devient
compliqué [8-10]. D’autre part, la présence d’un lupus
anticoagulant ou d’une maladie hépatique peut allonger
spontanément le TCA initial [11, 12]. Ainsi, la mesure de
I’activité anti-Xa (anti-Xa) de 'HNF est une alternative
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quand le TCA est ininterprétable [13, 14]. Comme le TCA,
la mesure de I’anti-Xa est treés sensible aux variations pré-
analytiques. Plusieurs recommandations préconisent une
mesure dans les deux heures si le prélevement est réa-
lisé sur un tube contenant du citrate de sodium (citrate)
[15, 16]. Une mesure différée induit une activation des pla-
quettes et un relargage de facteur 4 plaquettaire (PF4) qui
se complexe avec I’HNF et diminue 1’anti-Xa [17] et rac-
courcit le TCA. Les prélevements sur tubes contenant du
citrate théophylline, adénosine et dipyridamol (CTAD) de
sodium permettent une mesure de I’ anti-Xa jusqu’a 6 heures
apres prélevement, en effet le CTAD inhibe I’activation des
plaquettes [18, 19]. Cependant, les tubes CTAD sont plus
chers et ne permettent pas d’étudier les fonctions plaquet-
taires ce qui peut étre problématique pour un établissement
hospitalier.

L’objectif de cette étude a été de comparer la stabilité du
TCA et de I’anti-Xa sur prélevement citrate et CTAD ; et de
déterminer I’effet d’une centrifugation différée sur le TCA
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et ’anti-Xa sur tube citrate. Le relargage de PF4 a aussi été
évalué.

Matériel et méthodes

Cette étude a été menée en deux parties et a recruté des
patients de réanimation médicale et chirurgicale du centre
hospitalo-universitaire de Rouen entre juin 2016 et sep-
tembre 2018. Au total, 124 patients ont été inclus : 93
pour la comparaison entre le citrate et le CTAD, et 31
pour I’étude sur la centrifugation différée. Cette étude a
été approuvée par notre comité institutionnel local « Comité
d’éthique pour la recherche non interventionnelle du Centre
hospitalo-universitaire de Rouen ».

Comparaison entre prélévement citrate et CTAD

Pour la premiere partie de 1’étude, 93 patients hospita-
lisés en réanimation chirurgie cardiaque traités par HNF
ont été inclus. Pour chaque patient, deux échantillons ont
été prélevés au méme instant pour monitorer le traitement
anticoagulant : citrate et CTAD.

Les tubes utilisés étaient pour le citrate de sodium : 3,2 %,
0,109 M (Greiner) etle CTAD : 3,5 %, (Beckton-Dikinson).
Les deux tubes étaient acheminés dans I’unité d’hémostase
dans les conditions habituelles et ont été centrifugé 15 min
22250 g &+ 250 g a température ambiante (20 °C £ 2 °C)
comme recommandé par le Groupe francgais d’étude sur la
thrombose et I’hémostase (GFHT) [16]. Les plasmas hémo-
lysés étaient exclus pour éviter les interférences analytiques
du test chromogénique anti-Xa. Le TCA et I’anti-Xa ont été
réalisés sur plasma citrate et CTAD.

Le TCA a été mesuré avec le STA R-PTT Automate®
(PTT-A, Diagnostica Stago, Asnieres-sur-Seine, France).
Le temps du plasma contrdle (CT) était 32,8 sec. L activité
Anti-Xa a été réalisée avec une méthode chromogénique :
STA R-Liquid Anti-Xa (Diagnostica Stago, Asnieres-sur-
Seine, France). Un calibrant spécifique a été utilisé pour
I"HNF (Multi Hep Calibrator, Diagnostica Stago, Asnieres-
sur-Seine, France). Chaque test a été réalisé sur un STA R
Max coagulation analyzer (Diagnostica Stago, Asnicres-
sur-Seine, France).

Etude de la centrifugation différée

Pour la deuxieme partie de 1’étude, 31 patients hospitalisés
en réanimation médicale ont été inclus. Pour chaque patient,
trois tubes citrate ont été collectés en méme temps pour
monitorer le traitement anticoagulant et ont été envoyés
rapidement au laboratoire d’hémostase. A I’ arrivée au labo-
ratoire, chaque tube citrate a été divisé en deux aliquotes
égales, et chaque aliquote a été centrifugé chaque heure de
1 a 6 heures apres prélevement. Apreés centrifugation, le
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TCA et I’anti-Xa ont été réalisés. La centrifugation et les
tests ont été réalisés comme décrit ci-dessus.

Enfin, le plasma restant de 14 des 31 patients a été centri-
fugé une seconde fois et congelé a -80 °C pour la mesure
du PF4. Les concentrations de PF4 plasmatiques ont été
mesurées avec Human CXCL4/PF4 Quantikine Elisa Kit
(R & D Systems, MI, USA). La numération plaquettaire
a été réalisée sur tube EDTA avec un XN-1000 (Sysmex,
Villepinte, France).

Analyses statistiques

Les données sont exprimées en moyenne =+ déviation
standard (SD). Une corrélation de Pearson et un test de
Kruskal-Wallis complété par un test post-hoc de compa-
raison multiple de Dunn, ont été réalisés. Une analyse
de Bland-Altman a été réalisée pour évaluer la concor-
dance entre les prélevements citrate et CTAD. Le taux de
recouvrement a été réalisé pour évaluer la stabilité de la cen-
trifugation différée pour I’activité anti-Xa sur tube citrate
(biais global = anti-Xagp/anti-Xa;y,). Le Bland-Altman était
considéré comme acceptable si 95 % des valeurs étaient
comprises dans la cible. Le taux de recouvrement était
considéré comme acceptable si les limites de variation
recommandées, au 90° percentile, étaient celles publiées par
le GFHT (14,6 % pour le TCA) et 15 % pour I’anti-Xa. La
corrélation, la régression linéaire, le test de Kruskal-Wallis
complété par un test post-hoc de comparaison multiple de
Dunn, et la comparaison de Bland-Altman ont été réali-
sés avec Graphpad Prism 5.0. Une p value < 0,05 était
considérée comme statistiquement significative.

Résultats

Comparaison entre prélévement citrate et CTAD

Quatre-vingt-treize patients ont été inclus pour la compa-
raison entre les prélevements citrates et CTAD. Le délai
moyen entre le prélevement et ’analyse était de 119 & 44
min [maximal : 55-251 min]. La valeur moyenne du TCA
était de 57,5 20,8 sec et 58,5 £ 21,2 sec pour les préleve-
ments citrate et CTAD, respectivement. La valeur moyenne
de I’activité anti-Xa de 0,18 & 0,16 UI/mL et 0,21 £ 0,16
Ul/mL pour les tubes citrate et CTAD, respectivement.

Il y avait une corrélation importante entre les prélevements
citrate et CTAD pourle TCA (r2 =0,94,CI95% [0,86-1,02])
(figure 1A) et I'anti-Xa (r>= 0,95, CI95% [0,90-1,00])
(figure 1B). Lafigure I ne montre aucune différence en fonc-
tion du temps entre les prélevements citrate et CTAD pour le
TCA (1C) et I’anti-Xa (1D) respectivement. Finalement, le
TCA et]’anti-Xa ont été réalisés sur 42 échantillons au-dela
de deux heures (158 £ 36 min). Dans ce sous-groupe, la
comparaison de Bland-Altman a démontré une excellente
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Figure 1. Corrélation entre les prélevements citrates et CTAD. Corrélation de Pearson pour le TCA (A) et I'anti-Xa (B). Evolution au cours
du temps de la différence entre le citrate et le CTAD pour le TCA (C) et I'anti-Xa (D). Comparaison de Blant-Altman sur le TCA (E) et
I'anti-Xa (F) lorsque I'analyse a été effectuée au-dela de 2 heures post prélevement.

concordance des analyses entre les différents anticoagu-
lants. La différence moyenne + SD entre les échantillons
citrate et CTAD était -1,2 £+ 10,9 sec et -0,03 £+ 0,04 UI/mL
pour le TCA (figure 1E) et pour I’anti-Xa (figure IF), res-
pectivement.

Etude de la centrifugation différée

Trente et un patients ont été inclus pour comparer le TCA
et I’anti Xa sur tube citrate a différents temps de centrifu-
gation. La valeur moyenne du TCA était de 66,9 £ 19,7
sec, 71,4 £ 18,9 sec, et 74,1 £ 19,9 sec a 1, 4 et 6 heure(s)
apres prélevement respectivement (figure 2A et tableau 1).
Le biais global pour le TCA était de 107 £ 9 % et 112
4 14 % entre 1 et 4 heures, et 1 et 6 heures, respective-
ment. La valeur moyenne de I’anti-Xa était de 0,37 & 0,21
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Ul/mL, 0,37 £ 0,20 UI/mL, et 0,35 £ 0,22 IU/mL a 1, 4
et 6 heure(s) respectivement (figure 2B). Le taux de recou-
vrement entre 1 et 4 heures était de 106 += 16 %. Cinq
patients étaient au-dela du biais global de 15 % (biais glo-
bal = anti-Xagp/anti-Xap), 3 au-dessus (200 %, 125 % et
119 %), et deux en dessous (84 %, 83 %). Cette variation
entre I’activité mesurée entre t4h et tlh était sans impact
clinique. Le biais global était plus faible entre 1 et 6 heures
mais avec une déviation standard plus importante (98,5 +
25,4 %).

La comparaison de Bland-Altman démontrait une excel-
lente concordance entre les temps de centrifugation
différée. La différence moyenne + SD entre 1 heure et
4 heures était -4,0 + 5,3 sec et 1.10°4 0,06 Ul/mL pour
le TCA (figure 2C) et anti-Xa (figure 2D), respectivement.
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Figure 2. Evaluation de la centrifugation différée sur le TCA et 'anti-Xa. Valeur moyenne du TCA (A) et de 'anti-Xa (B) au cours du temps
sur plasma citrate. Comparaison de Bland-Altman entre la premiéere et la quatrieme heure sur le TCA (C) et I'anti-Xa (D).

Tableau 1. Impact de la centrifugation différée sur le TCA et I'anti-Xa.

1 heure 2 heures 3 heures 4 heures 5 heures 6 heures
TCA (s.) 66,8 + 19,6 67,6 + 21,1 66,5 + 20,5 71,5+ 18,9 73,9,4 + 24,6 74,1 £19,9
Anti-Xa (Ul/mL) 0,37 +£ 0,21 0,37 £ 0,21 0,35 +£ 0,22 0,37 £ 0,20 0,36 + 0,26 0,35 +£ 0,22
Biais moyen 99 + 18 100 + 10 107 +9 108 + 23 112 + 14
TCA
Biais moyen 102 + 22 97 £ 22 106 + 16 99 + 25 99 + 25
Anti-Xa
Bland Altman -0,9 + 6,1 02+6,4 -4,0+5,3 -6,7 +10,0 -72+78
TCA (s.)
Bland Altman 0,02 + 0,05 0,02 + 0,05 1.10° 4+ 0,06 0,01 + 0,06 0,02 + 0,07
Anti-Xa (Ul/mL)

Le biais moyen correspond au ratio : (Résultatmesure dgificree/R€SUltats neureX100). Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type.

La concordance entre 1 heure et 6 heures était plus faible
avec -7,2 = 7,8 sec et 0,02 £ 0,07 UI/mL pour le TCA et
I’anti-Xa, respectivement.

Effet de la centrifugation différée sur le relargage
de facteur 4 plaquettaire

Quatorze patients ont été inclus pour mesurer I’effet de la
centrifugation différée sur le relargage de PF4. La concen-
tration en PF4 était 31,5 + 14,7 ng/mL, 33,8 + 11,8 ng/mL
et 33,5+ 10,0 ng/mL a 1, 4 et 6 heure(s) apres prélevement,
respectivement (figure 3). Avec un test de Kruskal-Wallis
associé un test post-hoc de comparaison multiple de Dunn,
aucune différence n’a été retrouvée entre les différentes
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heures pour le relargage de PF4 (p = 0,51). La numération
plaquettaire était de 262 £ 109 G/L. Aucune corrélationn’a
été retrouvée entre la numération plaquettaire et le relargage
de PF4 (p = 0,062).

Discussion

Dans cette étude, nous avons démontré que la mesure de
I’activité anti- Xa peut &tre réalisée sur tubes citrate et CTAD
avec des résultats équivalents. Nous avons aussi démontré
que la mesure du TCA et de I’anti-Xa pouvait étre différée
sur tubes citrate.
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Figure 3. Effet de la centrifugation différée sur le relargage de
facteur 4 plaquettaire.

De précédentes études ont rapporté des résultats contra-
dictoires pour la surveillance de I’HNF avec le TCA et
I’anti-Xa. Heil et al. ont observé une réduction de 13 % sur
le TCA a 8 heures a température ambiante [20]. D’autres
auteurs ont démontré une stabilité du TCA de 8 a 24 heures
sur des plasmas sans traitement anticoagulant a tempéra-
ture ambiante [15, 21, 22]. Chez les patients anticoagulés,
Adcock et al. rapportent une stabilité d’une heure et recom-
mandent de ne pas différer la centrifugation [23]. Narayan
et al. recommandent I’utilisation du CTAD pour la mesure
du TCA, avec une activation moindre des plaquettes [24].
A T’inverse, nous avons démontré qu’il n’y avait pas de dif-
férence entre 1’utilisation du citrate et du CTAD comme
anticoagulant pour la mesure du TCA et de I’anti-Xa. De
plus, la mesure de I’efficacité de I’héparine était stable au-
dela de 2 heures sur plasma citrate pour la mesure du TCA
et I’anti-Xa.

Les tubes citrate sont 2 a 4 fois moins chers que les
tubes CTAD et les fonctions plaquettaires peuvent étre
réalisées sur tube citrate. Cette caractéristique peut &tre
importante pour les laboratoires réalisant le monitoring des
traitements par héparines et 1’évaluation des fonctions pla-
quettaires. Le Clinical and laboratory standarts institute
recommande une centrifugation jusqu’a 1 heure et 4 heures
apres prélevement pour la mesure de 1’anti-Xa et le TCA sur
plasma citrate, respectivement [18]. Les recommandations
francaises sont une centrifugation dans les deux heures ou
dans la premiere heure si 1’analyse doit étre différée [16].
Dans notre étude, nous avons observé plus de variation sur
le TCA que sur I’anti-Xa. L’augmentation du TCA a été
décrite sur les prélevements stockés a 4 °C, par activation et
consommation du facteur VIII [25], mais aucune différence
n’a été observée a température ambiante. Adcock et al. ont
démontré une diminution de 45 % de I’héparine in vitro a
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4 heures sur le TCA [21]. Cependant, cette étude a été réa-
lisée sur 3 patients. Nos résultats démontrent une bonne
stabilité a 4 heures avec la comparaison de Bland-Altman.
Pour 5 patients au-dela du biais global, le résultat est en
dessous de la déviation standard relative de la méthode
d’anti-Xa. De plus, chez certains patients, nous avons
observé une activité anti-Xa plus importante a 4 heures qu’a
une heure. Cependant, nos résultats ont confirmé une cer-
taine stabilité a 6 heures, suggérant la possibilité de différer
les dosages sur tubes citrate.

Le PF4 est le composant majeur des granules o [26, 27].
Ce peptide est normalement li€ au chondroitine-4-sulphate
mais son association peut étre déplacée par I"HNF circu-
lante [28]. Cette grande affinité pour 1’héparine peut €tre
une cause majeure de sous-estimation de 1’héparinémie
[29, 30]. Une étude in vitro a démontré que 27 Ul d’HNF
sont neutralisées par 1 mg de PF4 [31]. Le relargage de PF4
est causé par I’activation plaquettaire [32], qui peut étre
observé lors d’une centrifugation différée sur tube citrate
[17] et nécessite un anticoagulant CTAD si1’anti-Xa ne peut
étre réalisée dans les deux heures. De plus, le relargage du
PF4 est diminué quand I’échantillon est stocké a 4 °C [21].
Cependant, Mussbacher e al. ont trouvé qu’il n’y avait pas
de différence dans le relargage du PF4 entre I’ utilisation de
tube citrate et CTAD [33]. De facon similaire, nos résul-
tats ne suggerent aucune différence dans le relargage du
PF4 lors d’une centrifugation différée sur plasma citrate. De
plus, nous avons réalisé les tests a température ambiante.
Une étude a démontré une concentration plasmatique plus
faible de PF4 (5,3 £ 2,6 ng/mL) chez des volontaires sains
[34]. Les concentrations plus importantes retrouvées dans
notre population peuvent étre expliquées par le syndrome
inflammatoire observé fréquemment en USI [35]. Le PF4
n’est pas le seul dérivé qui peut étre une source d’erreur
in vitro. La présence de sulfate de dextran est une source
potentielle d’erreur par surestimation de I’activité anti-Xa
in vitro [36]. Le sulfate de dextran déplace la liaison de
I’héparine aux protéines plasmatiques. Cependant, notre kit
Liquid Anti-Xa ne contient pas de sulfate de dextran dans
le réactif.

Notre étude présente des limitations. D’abord, nos pré-
Ievements provenant de patients de réanimation avaient
probablement une variation de leurs facteurs de la coa-
gulation pouvant perturber initialement le TCA [10].
Cependant, cette étude a été réalisée dans des conditions
de “vraie vie” sur une large cohorte de patients sous HNF.
De plus, nous n’avons pas évalué ’effet de la centri-
fugation différée sur les tubes anticoagulés par CTAD.
Cependant, notre objectif était d’étudier la possibilité de
réaliser la mesure de I’anti-Xa sur tube citrate au-dela
des deux heures recommandées pour notre pratique quo-
tidienne. Nous n’avons effectué les tests que sur un seul
réactif de TCA et d’anti-Xa. Cependant, une étude récente
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confirme la possibilité de réaliser le dosage 4 heures apres
pour I’anti-Xa avec un autre réactif [37]. Enfin, notre étude
a été réalisée en monocentrique et nos résultats ne sont
pas completement représentatifs de la pratique de tous les
laboratoires.

Conclusion

Nous avons démontré que la mesure du TCA et I’anti-Xa
pour monitorer I’HNF pouvait étre réalisée jusqu’a 4 heures
apres prélevement sur tube citrate avec nos réactifs. Cepen-
dant, cette étude doit étre confirmée en utilisant d’autres
kits de TCA et d’anti-Xa [38].

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