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Liste des abréviations

ACCL Anticoagulant circulant de type lupique

AOD Anticoagulants oraux directs

AT Antithrombine

AVK Anti-vitamine K

BCSH British committee for standards in haematology
CLSI Clinical and laboratory standards institute

COFRAC Comité francais d’accréditation

CTAD Citrate théophylline adénosine dipyridamole

dRVVT Temps de venin de vipére Russel dilué

GRADE Grading of recommendations, assessment, development, and evaluations
ICSH International council for standardization in haematology
INR International normalized ratio

IQR Inter quartile range

ISTH International society on thrombosis and haemostasis
PPP Plasma pauvre en plaquettes

RPCA Résistance a la protéine C activée

SCT Silica clotting time

SFTH Société francaise de thrombose et d'hémostase

TCA Temps de céphaline avec activateur

TP Taux de prothrombine

TQ Temps de Quick

Méthodologie

Les questions ont été définies par les experts, afin d’actualiser les recommandations « centrifugation en hémostase »
publiées en 2015 par le Groupe Francais d’étude sur I’'Hémostase et la Thrombose (GFHT), devenu Société Francaise de
Thrombose et d'Hémostase (SFTH). L'analyse de la littérature (mots clés : Blood Coagulation Tests/methods[MeSH])
AND (centrifugation[Title/Abstract]) et la formulation des recommandations ont été conduites selon la méthodologie
GRADE (Grading of Recommendations, Assessment, Development, and Evaluations). Un niveau de preuve a été défini
pour chacune des références bibliographiques citées, en fonction du type et de la qualité de I'étude.

Un niveau élevé de preuves permettait de formuler une recommandation GRADE 1+/1- (il faut.../il ne faut pas...). Un
niveau modéré de preuves aboutissait a I"écriture d’'une recommandation GRADE 2+/2- (il faut probablement.../Il ne
faut probablement pas...). En I'absence ou en cas de littérature insuffisante, les experts se sont prononcés sous la forme
d’avis (les experts suggerent.../les experts suggérent de ne pas ...).

Ces recommandations ont ensuite été validées par vote (17 participants, membres du groupe de travail « pré-
analytique en hémostase » de la SFTH), déterminant ainsi la force de chaque recommandation. Pour retenir une
recommandation avec un accord fort, au moins 70 % des membres devaient exprimer leur accord tandis que moins de
20 % d’entre eux pouvaient exprimer leur opposition. En I'absence d’accord fort, les propositions étaient reformulées
et soumises a nouveau au vote dans I'objectif d’obtenir un meilleur accord.



Recommandations pré-analytiques en hémostase : |la centrifugation

1) Quelle concentration maximale de plaquettes résiduelles doit contenir un plasma pour la
réalisation d’analyses d’hémostase sur plasma frais ?

Expertes : Elodie BOISSIER, Céline DELASSASSEIGNE, Céline DESCONCLOIS, Claire FLAUJAC

Des plaquettes résiduelles supérieures a 10 G/L dans le plasma a tester sont sans impact sur le temps de Quick (TQ)
/ Vinternational normalized ratio (INR) / le taux de prothrombine (TP), le temps de céphaline avec activateur (TCA),
et le fibrinogéne (méthode de Clauss) réalisés sur plasma frais (grade 1+) — Accord fort.

Des plaquettes résiduelles jusqu’a 79 G/L dans le plasma a tester sont probablement sans impact sur la mesure du
facteur VIl par méthode chronométrique sur plasma frais (grade 2+) — Accord fort.

Sur plasma frais, des plaquettes résiduelles jusqu’a 30 G/L dans le plasma a tester sont probablement sans impact
sur la détection d’anticoagulant circulant de type lupique (ACCL) par méthodes venin de vipere Russel dilué (dRVVT)
ou silica clotting times (SCT) (grade 2+) et, par extrapolation, par méthode TCA avec réactif faiblement chargé en
phospholipides (avis d’experts) — Accord fort.

L'impact de plaquettes résiduelles > 10 G/L dans le plasma a tester n’a pas été évalué sur les autres parameétres
d’hémostase analysés sur plasma frais — Accord fort.

Argumentaire

L'objectif de la centrifugation est d’obtenir un plasma pauvre en plaquettes (PPP) utilisé pour les analyses d’hémostase.
Selon les recommandations du Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) H21-Ed6 et du British Committee for
Standards in Haematology (BCSH), le nombre de plaquettes résiduelles du PPP devrait idéalement étre inférieur a 10
G/L[1,2].

Ce seuil de 10 G/L de plaguettes résiduelles est mentionné dans toutes les recommandations depuis plus de 30 ans.
Cependant, peu d’études ont évalué I'impact du nombre de plaquettes résiduelles sur les tests d’"hémostase. De plus,
la méthode de mesure des plaquettes n’est généralement pas précisée. Ce seuil de 10 G/L semble avoir été fixé
empiriquement [3], d’apres la limite de quantification de la seule méthode utilisée a cette époque, I'impédancemétrie.
Depuis 2005, de nouvelles méthodes de mesure des plaguettes (optique, fluorocytométrie), plus spécifiques et avec
une limite de quantification plus basse, sont largement utilisées en routine. Pour les échantillons thrombopéniques, la
méthode de comptage des plaquettes par fluorocytométrie est plus précise et fiable [4]. De plus, le type d’anticoagulant
n’est pas précisé : les analyses d’hémostase peuvent étre réalisées sur sang anticoagulé par du citrate (3,2 ou 3,8%) ou
par du citrate théophylline adénosine dipyridamole (CTAD). Or, les plaquettes sont significativement plus élevées sur
CTAD que sur citrate [5]. Le seuil de 10 G/L de plaquettes résiduelles en PPP pour les parameétres d’hémostase devrait
étre ré-évalué, en tenant compte des méthodes de numération des plaquettes et de I'anticoagulant utilisé.

Dans le plasma frais, des plaquettes résiduelles supérieures a 10 G/L sont sans impact sur les tests globaux d’hémostase.
Pour le TQ/TP/INR, cing études concordantes rapportent I'absence d’impact de plaquettes résiduelles sur les résultats,
y compris chez les patients traités par anti-vitamine K (AVK) ou présentant une insuffisance hépatique (jusqu’a 68 G/L
pour Van Geest Dalderop et al [6], 79 G/L pour Barnes et al [3], 117 G/L pour Suchsland et al [7], 200 G/L pour Carroll
et al [8], et 434 G/L pour Lippi et al [9]). Pour le TCA, six études concordantes rapportent I'absence d’impact de
plaguettes résiduelles sur les résultats (jusqu’a 60 G/L pour Brien et al [10], 79 G/L pour Barnes et al [3], 117 G/L pour
Suchsland et al [7], 200 G/L pour Carroll et al [8], et 285 G/L pour Lippi et al [9]). La derniére étude, ne précise pas le
nombre maximal de plaquettes résiduelles [11]. Pour le fibrinogéne (méthode de Clauss), deux études concordantes
rapportent I'absence d’'impact de plaquettes résiduelles sur les résultats (jusqu’a 79 G/L pour Barnes et al [3] et 200
G/L pour Lippi et al [9]). Enfin une seule étude rapporte I'absence d’'impact de plaguettes résiduelles jusqu’a 79 G/L sur
le taux de facteur VIl dosé par méthode chronométrique.



Concernant la détection des anticoagulants circulants de type lupique, le comité scientifique « anticoagulant de type
lupique/anticorps antiphospholipides » de I'international Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH) recommande
une double-centrifugation a 2 000 g - 15 minutes a température ambiante pour obtenir le PPP sur lequel seront réalisés
les tests [12], sans distinction entre analyse sur plasma frais ou congelé [12]. La congélation/décongélation de plasmas
contenant un nombre significatif de plaquettes résiduelles (>10 G/L) peut générer des résultats d’ACCL faussement
négatifs, du fait de la lyse plaquettaire lors de la décongélation et de la libération de phospholipides pouvant interférer
avec les ACCL [12—14]. En revanche, sur plasma frais, une étude portant sur 50 patients porteurs d’un ACCL rapporte
I'absence d’impact de plaguettes résiduelles jusqu’a 30 G/L sur la détection d’un ACCL par méthode dRVVT ou méthode
SCT. Pour la recherche d’ACCL sur plasma frais par méthode TCA avec réactif faiblement chargé en phospholipides, une
étude portant sur cing patients rapporte I'absence d’impact de plaquettes résiduelles jusqu’a 60 G/L [10].

A notre connaissance, I'impact de plaquettes résiduelles > 10 G/L dans le plasma a tester n’a pas été évalué sur les
autres parametres d’hémostase analysés sur plasma frais.

2) Quelles sont les vitesses et durées de centrifugation d’un tube de sang total recommandées
pour la réalisation d’analyses d’hémostase sur plasma frais ?

Expertes : Elodie BOISSIER, Claire FLAUJAC, Céline DELASSASSEIGNE, Céline DESCONCLOIS

Il faut centrifuger les tubes de sang total d’hémostase a :

— 21500 g pendant au moins 15 minutes (grade 1+) — Accord fort.
ou

— 22000 g au moins 10 minutes pendant (grade 1+) — Accord fort.

Pour une centrifugation rapide, il faut centrifuger les tubes de sang total d’hémostase a :
— 23000 g pendant au moins 5 minutes (grade 1+) — Accord fort.
ou

— 24440 g pendant au moins 2 minutes (grade 1+) — Accord fort.

Les analyses d’hémostase réalisables aprés centrifugation rapide sont le TQ/TP/INR, le TCA, le fibrinogéne,
I'antithrombine, les D-dimeéres, I'activité anti-Xa HNF/HBPM, et le temps de thrombine (grade 1+) — Accord fort.

Il est probablement possible de réaliser aprés centrifugation rapide les dosages des anticoagulants oraux directs
(AOD) (grade 2+) — Accord fort.

Il est probablement possible de réaliser aprés centrifugation rapide le dosage du facteur Il (grade 2+) — Accord fort.

Il ne faut probablement pas réaliser le dosage des facteurs V, VII, VIII, IX, X et XI sur plasma citraté (non CTAD)
obtenu par centrifugation rapide (grade 2-) — Accord fort.

Pour les autres parametres, les données de la littérature sont contradictoires ou insuffisantes pour émettre une
recommandation — Accord fort.

En tenant compte des éléments ci-dessus, les experts suggérent que chaque laboratoire définisse son protocole de
centrifugation optimal en tenant compte de ses contraintes (type d’analyses (hémostase générale ou spécialisée),
éventuelle congélation des plasmas, mutualisation de la centrifugation avec d’autres spécialités, optimisation de la
durée de centrifugation pour améliorer le délai de rendu de résultat, ...) (avis d’experts) — Accord fort.



Tableau 1 : Synthése des conditions de centrifugation rapide

Conditions de Analyses Grade + Grade -
centrifugation « Il faut/il faut probablement...» | « Il ne faut pas/il ne faut probablement pas ...»
TQ/TP/INR
TCA
Fibrinogene
Antithrombine grade 1+
D-dimeres
Activité anti-Xa HNF/HBPM
23000g Temps de thrombine
2 5 minutes
ou Anticoagulants oraux directs arade 2+
Facteur Il
24440¢g
2 2 minutes Facteurs V, Vil et X
Facteurs VIII, IX et Xl grade 2-
sur tube citrate (non CTAD)
Autres parametres données insuffisantes

Argumentaire

En 2012, le BCSH recommandait une centrifugation a 2 000 g pendant au moins 10 minutes [2]. En 2020, la société
japonaise d’hématologie biologique préconisait une centrifugation a 1 500 g pendant 15 minutes ou 2 000 g pendant
10 minutes [15]. En 2021, lInternational Council for Standardization in Haematology (ICSH) recommandait une
centrifugation a 1 500 g pendant 15 minutes ou 1 700 g pendant 10 minutes [16]. Dans son actualisation 2024, le CLSI
observe que les conditions de centrifugation les plus fréguemment utilisées sont 1 500 g pendant 15 minutes [1], et
préconise que chaque laboratoire définisse son protocole de centrifugation optimal, a une vitesse et durée permettant
d’obtenir un PPP < 10 G/L.

Cependant ces protocoles de centrifugation en hémostase reposent souvent sur des pratiques historiques, largement
adoptées, mais rarement validées par des études méthodologiquement rigoureuses. La pertinence des effectifs et du
choix des échantillons (normaux/anormaux) dans certaines études soulévent des questions méthodologiques. Nous
avons relevé, parametre par parameétre, les conditions de centrifugation des tubes d’hémostase rapportées dans la
littérature (Tableau 2), en mettant en évidence les études présentant des différences significatives. Il est important de
souligner que certaines d’entre elles présentent des biais méthodologiques, tels qu’un effectif restreint ou I'inclusion
exclusive de sujets sains.

Afin de réduire les délais de rendu de résultats, des protocoles de centrifugation rapide associant, le plus souvent, une
durée courte (égale ou inférieure a 10 min) a des vitesses élevées (supérieures a 2 500 g) ont été rapportés dans treize
études. Ces critéres ont été retenus par les experts pour définir une centrifugation rapide.

Plusieurs études déja anciennes [17,18] ainsi qu’une plus récente [19] ont démontré |'absence d'impact d’une
centrifugation courte (2 a 3 minutes) a vitesse tres élevée (11 000 g ou 13 000 g, nécessitant une ultracentrifugeuse)
sur les résultats des TQ/TP/INR, TCA et fibrinogéne. Ces résultats ont été confirmés par plusieurs travaux, mais a des
vitesses plus réduites (2 minutes a 4 440 g/4 500 g [20,21], 5 minutes a 3000 g [22] et 5 minutes a 3 280 g [7]),
compatibles avec la majorité des centrifugeuses utilisées dans les laboratoires d’hémostase.

Il faut noter que le cas particulier de la centrifugation standard modifiée (5 minutes a 1 500 g) n’a pas été comparée
pour les tests de routine en hémostase avec une centrifugation classique mais uniquement avec une centrifugation



rapide (7 minutes a 3 000g) et que dans cette configuration particuliere : le TP, I'INR, les D-dimeres et le fibrinogéne
ont été retrouvés corrélés avec les deux types de centrifugation [25].

Quatre études pour un total de 354 patients rapportent I'absence d’impact statistique et clinique de la centrifugation
rapide sur les D-dimeres. La premiére étude réalisée en 1994 avec une technique désormais obsoléte ne retrouve pas
de différence apres une centrifugation de 2 minutes a 11 000 g [18]. Ces résultats sont confirmés par trois études plus
récentes, a vitesse plus réduite (5 minutes a 2 000 g ; 7 minutes a 3 137 g ; 7 minutes a 3 000 g) [23-25].

Concernant I'antithrombine, 524 échantillons ont été étudiés aprés centrifugation rapide, lors de quatre études. Deux
études ne retrouvent pas d’'impact de la centrifugation rapide sur les résultats [18,25], et deux études retrouvent une
différence statistique [24] ou une corrélation inférieure a celle des autres parametres étudiés [21], mais sans impact
clinique selon les auteurs.

Trois études portant sur 428 échantillons sont concordantes quant a I'absence d’impact de la centrifugation rapide (2
minutes a 11 000 g ou 4 500 g ; 7 minutes a 3 137 g) sur les résultats de I'activité anti-Xa HNF/HBPM [18,21,25].

Concernant le dosage du rivaroxaban, apixaban et dabigatran, les deux seules études existantes sont concordantes,
retrouvant I'absence d’'impact d’une centrifugation de 2 minutes a 4 500 g [26] ou 5 minutes a 3 000 g [27]. Il faut
cependant souligner le nombre limité d’échantillons issus de patients (30 rivaroxaban, 29 apixaban et 11 dabigatran),
une partie des deux études ayant été réalisée sur plasmas de sujets sains surchargés in vitro par AOD.

Le facteur Il a fait I'objet de deux études concordantes, pour un total de 398 patients. La centrifugation rapide (2
minutes a 4 500 g [21] ou 7 minutes a 3 137 g [25]) n"a pas d’impact sur les résultats du facteur Il.

En revanche, les trois études portant sur le facteur V sont discordantes : la seule étude qui ne retrouve pas d'impact
d’une centrifugation de 2 minutes a 4 500 g sur les résultats du facteur V a été réalisée sur tube CTAD, ce qui limite son
extrapolation aux tubes citrates quant au risque d’activation plaquettaire et a la surestimation de certains facteurs [21].
Les deux autres études retrouvent une différence significative des résultats du facteur V aprés 7 minutes a 3 000 g ou
3137 g [23,25].

Pour les facteurs VI et X, les deux seules études existantes retrouvent une différence statistiqguement significative des
résultats apres centrifugation 5 min a 1 500 g ou 7 minutes a 3000 ou 3 137 g [23,25].

Les deux études portant sur le facteur VIII en centrifugations rapides sont concordantes : par comparaison a une
centrifugation standard de 15 minutes a 1500 g, Wolfensberger et al retrouve une différence statistique et
cliniguement significative avec perte de concordance sur 198 échantillons centrifugés 7 minutes a 3 137 g [25]. De la
méme maniére, I'étude de Sedille retrouve un biais sur les FVIII normaux (plasmas anormaux non testés) avec une
centrifugation 7 minutes a 3 000 g [23]. En revanche, cette méme étude ne retrouve pas d’'impact de la centrifugation
standard modifiée (5 minutes a 1 500 g) sur les résultats du facteur VIII [23].

Les deux seules études réalisées avec des centrifugations rapides sur les facteurs IX et Xl sont concordantes : une
centrifugation de 7 minutes a 3000 ou 3 137 g [23,25] semble avoir un impact sur les résultats. Alors qu’une
centrifugation de 5 minutes a 1 500 g (modification du temps de centrifugation standard) ne semble pas avoir d'impact
[23].

Concernant le facteur Willebrand, la seule étude retrouve une différence significative sur la mesure de l'activité
(VWF :GP1bM) mais pas sur la mesure de 'antigéne (VWF:Ag) aprés centrifugation 7 minutes a 3 137 g [25].

La seule étude sur le dRVVT est ancienne (1994), et a été réalisée avec un automate et des réactifs qui ne sont plus
utilisés [18]. Ce parameétre n’a pas été retenu dans le cadre des recommandations sur la centrifugation rapide car ces
résultats obtenus avec des réactifs et automate obsolétes n’ont pas été reproduits.



Tableau 2 : Conditions (vitesse et durée) de centrifugation des tubes d’hémostase rapportées dans la littérature.

Toutes les études ne sont pas équivalentes en terme de méthodologie, certaines présentent des biais importants tels qu’un effectif restreint ou
I'inclusion exclusive d’échantillons normaux. Les conditions de centrifugation ayant, selon les auteurs, un impact statistique ou clinique sur les
résultats sont indiquées en rouge.

TQ/TP/INR 17 articles 1min—1500a7000g [9,28]
2min—1500a11000¢g [9,17,18,20,21]
3min—13000¢g [19]
5min—1500a3280¢g [3,6,7,9,22-24]
7 min—3000a3500g [23,25,29]
10 min—1500a2500¢g [3,6,9,22,24,25,29]
15min—1500a2500¢g [9,18,20,21,28-31]
20 min—1400a 1500 g [17,19,23]

TCA 17 articles 1a2min—-1500g 9]
1 min—7000 g (28]
2min—4440a11000¢g [17,18,20,21]
3min—13000¢g [19]
5min—1500a3280¢g (3,7,9,22-24]
7 min—3000a3500¢g [23,25,29]
10 min—1500a3000¢g [3,9,11,22,24,25,29]
15min—1500a2500¢g [9,18,20,21,28-31]
20 min—1400a 1500 g [17,19,23]

Fibrinogene 12 articles 1a2min—-1500g [9]
1min—7000g [28]
2min—4440a11000¢g [17,18,20,21]
5min—1500a2000g [3,9,23,24]
7min—3000a3137¢g [23,25]
10 min—1500a2000¢g [3,9,24,25]
15min—1500a2500¢g [9,18,20,21,28,30,31]
20 min—1400a 1500 g [17,23]

Antithrombine 5 articles 2min—4500a11000¢g [18,21]
5min—2000¢g [24]
7min—3137g [25]
10 min—1500a2000¢g [24,25]
15min—1800a2500¢g [18,21,30]

D-dimeéres 4 articles 2min—11000g [18]
5min—1500a2000¢g [23,24]
7min—3000a3137¢g [23,25]
10 min—1500a2000¢g [24,25]
15min—=1800g [18]
20min—1500g [23]

Activité anti-Xa HNF/HBPM 4 articles 2min—4500a11000¢g [18,21]
7min—=3137g [25]
10min—=1500g [25]
15min—1800a2500¢g [18,21,30]

Temps de thrombine 3 articles 2min—4500g [21]
5min—=2000g [24]
7min—=3137g [25]

Apixaban 2 articles 2min—4500¢g [26]

Rivaroxaban 5min—3000g [27]

Dabigatran 15min—2200¢g [26]
25min—-3163g [27]




Fll 3 articles 2min—4500¢g [21]
7min—-3137¢g [25]
10 min—1500g [25]
15min—2200a2500¢g [21,30]
FV 4 articles 2min—4500¢g [21]
5min—1500¢g [23]
7min—3000a3137¢ [23,25]
10 min—1500¢g [25]
15min—2200a2500¢g [21,30]
20min—1500¢g (23]
FVII 3 articles 5min—-1500¢g [23]
7min—3000a3137¢ [23,25]
10 min—1500¢g [25]
15min—-2500¢ (30]
20min—1500¢g [23]
FVII 3 articles 5min—1500a3280¢g [7,23]
7 min—3000 g (23]
7min-3137¢ [25]
10 min —1500 g [25]
20min—1500g (23]
FIX 2 articles 5min—1500¢g [23]
7min—3000g [23]
7min-3137¢ [25]
10 min —1500 g [25]
20min—1500g (23]
FX 3 articles 5min—1500¢g [23]
7min—3000a3137¢ [23,25]
10 min—1500¢g [25]
15min—2500¢g [30]
20min—1500¢g [23]
FXI 2 articles 5min—1500¢g [23]
7 min—3000g [23]
7min—3137¢g [25]
10 min—1500¢g [25]
20min—1500¢g [23]
VWEF:Ag 1 article 7min—3137¢g [25]
10 min—1500¢g [25]
VWF:GPIbM 1 article 7min—3137¢g [25]
10 min—1500¢g [25]




3) Quelle concentration maximale de plaquettes doit contenir un plasma destiné a la congélation
pour analyses ultérieures d’hémostase ?

Expertes : Céline DESCONCLOIS, Elodie BOISSIER, Céline DELASSASSEIGNE, Claire FLAUJAC

Pour les recherches d’ACCL et de résistance a la protéine C activée (RPCA) sur plasmas congelés, la concentration
de plaquettes résiduelles du PPP doit étre < 10 G/L (grade 1+) — Accord fort.

Une seconde centrifugation est nécessaire aprés décantation du plasma s’il reste plus de 10 G/L de plaquettes aprés
la premiére centrifugation (grade 1+) — Accord fort.

Toutes les analyses étant réalisables sur PPP avec plaquettes résiduelles < 10 G/L, les experts suggérent d’adopter
une procédure unique permettant d’obtenir moins de 10 G/L de plaquettes résiduelles pour tous les plasmas
destinés a la congélation, quelles que soient les analyses réalisées ultérieurement (avis d’experts) — Accord fort.

Argumentaire

Sur le plasma frais de 5 patients connus avec un ACCL positif, une concentration de plaquettes résiduelles jusqu’a 60 G/L
n’a pas d'impact sur le TCA [10]. En revanche, sur plasmas congelés, un raccourcissement significatif (de 8 a 46 sec) du
TCA est observé en cas de plaquettes résiduelles > 10 G/L. Il n’est pas observé de variations lorsque les plaquettes sont
< 10 G/L sur des plasmas obtenus par double centrifugation avec décantation intermédiaire.

Dans une autre étude, les tests de résistance a la protéine C activée (RPCA) réalisés sur les plasmas de 42 patients dont
12 avec un variant facteur V Leiden hétérozygote ont un ratio normalisé raccourci (p < 0,001) sur plasma congelé par
rapport au plasma frais en cas de simple centrifugation 10 minutes a 2 000 g (moyenne plaquettes résiduelles =19 G/L),
guelle que soit la méthode (3 méthodes testées), mais avec un effet réactif [32]. Cette différence n’est pas observée
en cas de double centrifugation 10 minutes a 2 000 g puis 5 minutes a 12 000 g du plasma frais avant congélation
(absence de plaquettes résiduelles) ou en cas de nouvelle centrifugation a haute vitesse du plasma décongelé (5
minutes a 12 000 g).

L'étude de Lippi et al en 2013 montre que, a I'exception des prélevements centrifugés a 3 000 g (médiane du taux de
plaquettes résiduelles 5 G/L, inter quartile range (IQR) 3 a 6), il y a significativement (p <0.05) moins de plaquettes aprées
décongélation que dans le plasma frais lorsque les plasmas sont centrifugés a 1 500 g (9 G/L, IQR 7-12) 1 000 g (9 G/L,
IQR 5-12) ou 500 g (22 G/L, IQR 18-36), ce qui est en faveur de I'hypothese d’une destruction des plaquettes a la
congélation/décongélation, et donc de libération probable de phospholipides et de micro-particules plaquettaires qui
peuvent interférer sur les tests d’hémostase.

L'impact observé des plaquettes résiduelles dans les études de Brien et Tripodi sur les recherches d’ACCL et de RPCA
est probablement lié a ce phénomene de libération de phospholipides et de micro-particules plaguettaires [10,32]. En
effet, ces tests sont dépendants des phospholipides. Par analogie, les tests d’hémostase utilisant une méthodologie
similaire sont probablement également impactés, comme par exemple le dosage chronométrique de la protéine C.

Par ailleurs, les granules alpha plaquettaires contiennent de nombreuses protéines de la coagulation (fibrinogéne,
facteur Willebrand, facteur V, XI et Xlll, protéine S). La lyse plaguettaire peut donc entrainer une augmentation de la
concentration de ces facteurs dans le prélevement apres décongélation [33,34].

Tous les analyses étant réalisables sur PPP avec plaquettes résiduelles < 10 G/L, plusieurs auteurs suggerent qu’il peut
étre judicieux d’adopter une procédure unique permettant d’obtenir moins de 10 G/L de plaquettes résiduelles pour
tous les plasmas destinés a la congélation, quelles que soient les analyses réalisées ultérieurement [1,35].
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La double centrifugation est la méthode privilégiée pour
obtenir un nombre résiduel de plaquettes inférieur a 10 G/L
(Figure 1). Apres une premiere centrifugation, le plasma est
prélevé avec une pipette plastique, sans aspirer la couche
leuco-plaquettaire située a la surface du culot globulaire
(laisser au moins 0,5 cm de plasma au-dessus du culot
globulaire). Il est ensuite transféré dans un tube plastique

Etape 1

inerte et re-centrifugé selon les conditions standards. Le
plasma est alors a nouveau transféré avec précaution dans
un autre tube, sans prélever les plaquettes résiduelles du fond
du tube [1,14]. Cette décantation intermédiaire expose a un
risque d’identitovigilance, en particulier en cas de gestion

Etape 2

simultanée de plusieurs dossiers, avec un risque de mélange
de tubes. Si plusieurs tubes sont recus a partir d'un seul
prélevement, apres centrifugation, le PPP de chaque tube =
peut étre transféré dans des tubes individuels ou, @.‘

alternativement, étre mélangé puis aliquoté. D’aprés le CLSI, ——

cette derniere option est déconseillée, car un plasma de A ) XY &
mauvaise qualité (ex: caillot) pourrait étre mélangé a celui

d’autres tubes correctement préleveés [1]. Le laboratoire devra o ) o o
assurer une vigilance particuliére sur ces points, qui pourront Figure 1 : Double centrifugation avec décantation intermédiaire
étre tracés dans le cadre de la maftrise des risques.

4) A quelle vitesse faut-il centrifuger un tube d’hémostase dont le plasma sera congelé pour
analyses ultérieures d’hémostase ?

Expertes : Claire FLAUJAC, Céline DESCONCLOIS, Elodie BOISSIER, Céline DELASSASSEIGNE

Il ne faut probablement pas centrifuger a une vitesse < 1 500 g les tubes dont le plasma est destiné a la congélation
pour analyses ultérieures d’hémostase (grade 2-) — Accord fort.

Il ne faut probablement pas congeler un plasma obtenu par centrifugation rapide pour réalisation ultérieure des TP,
TCA et fibrinogéne (grade 2-) — Accord fort.

Il ne faut probablement pas centrifuger a une vitesse 2 3 000 g les tubes dont le plasma est destiné a la congélation
pour dosage ultérieur des facteurs VIl et IX (grade 2-) — Accord fort.

Pour les autres paramétres, les données de la littérature concernant la congélation apres centrifugation a vitesse
élevée sont insuffisantes pour émettre une recommandation — Accord fort.

Argumentaire

Lippi et al ont montré que pour une méme durée de centrifugation de 15 min, les plasmas de 15 volontaires sains
centrifugés a 500 g ou a 3 000 g contenaient respectivement significativement (p < 0,01) plus et moins de plaquettes
résiduelles par rapport a une centrifugation de référence a 1 500 g. A 1 000 g, la différence de plaguettes résiduelles
n’était pas significative mais les TQ, fibrinogene et facteur IX réalisés sur plasmas congelés étaient significativement
modifiés (p<0,05) : raccourcissement du TQ, augmentation du fibrinogéne et du facteur IX. Les taux de facteurs VIl et
IX étaient significativement plus élevés sur plasma congelé apres centrifugation a 3000 g, en raison d’une possible
activation plaquettaire et d’une lyse des érythrocytes [36].

Dans cette méme étude, les auteurs montrent que, a I'exception des prélévements centrifugés a 3000 g, il y a
significativement (p<0.05) moins de plaquettes apres décongélation que sur plasma frais, ce qui est en faveur de
I’"hypothése d’une destruction des plaquettes lors de la congélation/décongélation.
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5) A quelle température faut-il centrifuger les tubes de sang total pour la réalisation d’analyses
d’hémostase ?

Expertes : Claire FLAUJAC, Elodie BOISSIER, Céline DESCONCLOIS, Céline DELASSASSEIGNE

Il faut probablement centrifuger les tubes d’hémostase entre 15 et 25 °C (grade 2+) — Accord fort.
Les experts suggerent de ne pas centrifuger a moins de 8°C les tubes d’hémostase (avis d’experts) — Accord fort.

En cas d’utilisation d’une centrifugeuse non thermostatée sur plusieurs cycles consécutifs, les experts suggérent
que le laboratoire vérifie 'absence d’échauffement (température supérieure a 37°C) (avis d’experts) — Accord fort.

Argumentaire
Dans sa 6eme édition 2024 du guide H21, le CLSI préconise une centrifugation a température ambiante et admet
I"utilisation de centrifugeuses non réfrigérées sous réserve de I'absence d’élévation de température [1].

Pour un nombre restreint de paramétres d’hémostase (TQ, INR, TCA, fibrinogéne et D-Diméres) l'influence de la
température de centrifugation sur les résultats n’a pas été démontrée. Ainsi, dans une étude multicentrique, Van Geest-
Daalderop et al n‘ont pas noté de différence sur I'INR entre des tubes centrifugés a 20°C ou dans une centrifugeuse
non réfrigérée (n=21) [6]. De méme, sur un petit effectif (n=25), Lippi et al n"ont pas retrouvé d’influence de la
température de centrifugation (4°C versus 12°C versus 21°C) sur les paramétres d’hémostase générale (TQ, TCA,
fibrinogéne, D-Dimeéres) [37]. Yazar et.al ont confirmé ces données sur une grande cohorte de 771 patients dont 45 %
étaient traités par anticoagulants, en comparant deux température de centrifugation 2-4°C et 25°C [38].

Les températures inférieures a 8°C sont déconseillées, le froid induisant I'activation des plaguettes et une diminution
significative des facteurs VIl et Willebrand ayant été observée aprés stockage du sang total a 4°C [39,40].

La majorité des sociétés savantes préconisent le maintien d’une température ambiante lors de la centrifugation : 18-
24°C [16], 18-25°C [1,15,41], 15-22°C [42]. Il est possible que des cycles rapprochés de centrifugation induisent une
augmentation significative de la température. Ainsi, en cas de cadence élevée, des centrifugeuses réfrigérées peuvent
étre utilisées pour maintenir une température ambiante (15 — 25°C). Des centrifugeuses sans systeme de
refroidissement peuvent également étre utilisées, sous réserve de vérifier que la température ne s’éléve pas au-dela
de 37°C au cours de l'utilisation [1].

6) Quelles sont les caractéristiques du rotor a utiliser pour centrifuger un tube d’hémostase ?

Expertes : Céline DELASSASSEIGNE, Céline DESCONCLOIS, Claire FLAUJAC, Elodie BOISSIER

Les experts suggérent d’utiliser un rotor a godets mobiles pour minimiser la contamination du plasma par les
plaquettes et autres cellules sanguines (avis d’experts) — Accord fort.

Argumentaire

Le CLSI recommande ['utilisation de rotors a godets mobiles, sans autre référence [1]. Lors d’une centrifugation en
godets mobiles, les tubes prennent une inclinaison optimale qui résulte de I'équilibre entre trois forces (la force
centrifuge / la gravité / les forces de réaction du rotor sur le godet). Ainsi I'interface plasma/cellules est perpendiculaire
au cylindre formant le tube et l'interface reste horizontale lorsque le tube est sorti de la centrifugeuse. A contrario, si
I'on utilise des godets fixes, on impose au tube une inclinaison qui n’est pas forcément I'inclinaison « optimale » que
I'on a dans le cas des godets mobiles. Ainsi, lorsqu’on sortira le tube de la centrifugeuse, I'interface plasma/cellules ne
sera plus horizontale. Il en résulte une instabilité de I'interface (avec un retour a I'horizontal) et une possible remise en
suspension des éléments cellulaires.

12



7) Quels sont les conditions de freinage a utiliser en fin de centrifugation d’un tube
d’hémostase ?

Expertes : Céline DELASSASSEIGNE, Elodie BOISSIER, Céline DESCONCLOIS, Claire FLAUJAC

Il n’y probablement pas d’impact de la force du frein en fin de centrifugation sur la qualité des plasmas en vue de
la réalisation d’analyses d’hémostase (grade 2-) — Accord fort.

Argumentaire

Le CLSI évoque briévement cette problématique dans ses recommandations 2024 (6™ édition) [1] sur la base d’une
seule publication [43]. lls supposent que le frein raccourcirait significativement le temps de décélération, conduisant a
une remise en suspension des plaquettes et donc a un nombre de plaquettes résiduelles significativement plus élevé.

Toutefois une autre étude vient contredire ce dogme et démontre I'absence d’impact du frein (puissance maximale) a
la fois sur le nombre de plaquettes résiduelles et sur les résultats des tests d’hémostase [44]. Cette étude a de plus
I'avantage d’étre multicentrique, d’utiliser des conditions de centrifugation conformes aux recommandations
GFHT/SFTH, d’étre réalisée sur un panel large de tests et sur des patients variés. L'usage du frein diminue trés
significativement les délais de rendu de résultat sans en dégrader la qualité.

8) Quelles sont les modalités de surveillance métrologique des centrifugeuses ?

Expertes : Céline DELASSASSEIGNE, Claire FLAUJAC, Elodie BOISSIER, Céline DESCONCLOIS

Il faut vérifier les performances métrologiques des centrifugeuses (grade 1+) — Accord fort.

Les experts suggerent que les centrifugeuses utilisées pour les tubes d’hémostase soient contrélées annuellement
d’un point de vue métrologique : vitesse de rotation, durée, température (avis d’experts) — Accord fort.

Les experts suggerent que le laboratoire vérifie annuellement et aprés tout changement (vitesse, durée, matériel)
son protocole de centrifugation sur un minimum de 6 PPP consécutifs afin de s’assurer d’obtenir une concentration
de plaquettes résiduelles < 10 G/L pour les plasmas destinés a la congélation (avis d’experts) — Accord fort.

Argumentaire

Les centrifugeuses font partie des équipements auxiliaires et le laboratoire doit, a ce titre, en évaluer les besoins
métrologiques [45]. Le laboratoire établira la criticité de ces centrifugeuses selon la maitrise des risques qu’il aura défini
au sein de son établissement. En raison de la large tolérance des vitesses, durées et températures de centrifugation,
les centrifugeuses d’hémostase peuvent ne pas étre considérées comme critiques.

Les opérations de contréles métrologiques doivent étre effectuées soit en interne, soit par l'intermédiaire d’'un
prestataire. L'opération métrologique de vérification du protocole de centrifugation doit étre effectuée a intervalle
régulier. Le comité francais d’accréditation (COFRAC) propose, a titre d’exemple, une fréquence annuelle de vérification
[46].

Il est suggéré de mesurer le nombre de plaguettes résiduelles a I'aide d’une méthode appropriée aux thrombopénies,

sur un minimum de 6 PPP consécutifs (pour étre statistiquement significatif), afin de s’assurer d’obtenir une
concentration de plaquettes résiduelles < 10 G/L pour les plasmas destinés a la congélation.
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9) En dehors de la centrifugation, quelles techniques sont utilisables pour obtenir un plasma
pauvre en plaquettes pour la réalisation d’analyses d’hémostase ?

Expertes : Céline DESCONCLOIS, Céline DELASSASSEIGNE, Claire FLAUJAC, Elodie BOISSIER

Il ne faut pas utiliser la filtration pour obtenir un plasma pauvre en plaquettes (grade 1-) — Accord fort.

Argumentaire

L'utilisation de filtre en acétate de cellulose entraine la perte de protéines adhésives et ainsi I'allongement du TCA, du
TQ, et la diminution des facteurs V, VIII, IX, Xl et Willebrand. Favaloro et al décrivent une diminution statistiquement
(p<0,01) et cliniguement significative [47]. En dehors de la centrifugation, il n’existe pas d’autre technique reconnue
pour obtenir un plasma pauvre en plaquettes pour la réalisation d’analyses d’hémostase.
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