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INTRODUCTION

Utilisés depuis plus de 60 ans en pratique médicale courante, les anticoagulants sont
indispensables pour la prévention et le traitement des pathologies thromboemboliques.
Depuis 2008, de nouvelles molécules sont apparues sur le marché des anticoagulants
oraux. Ces anticoagulants oraux directs (ACODs), encore trop souvent appelés nouveaux
anticoagulants oraux (NOAC ou NACO), comprennent a ’heure actuelle trois molécules
disponibles; le dabigatran (Pradaxa®), commercialisé par le laboratoire Boehringer
Ingelheim, le rivaroxaban (Xarelto®) du laboratoire Bayer Santé et l‘apixaban
(Eliquis®) de Bristol-Myers Squibb. Elles sont utilisées dans la prévention des accidents
ischémiques dans la fibrillation atriale non valvulaire, dans la prévention primaire des
événements thromboemboliques veineux chez les patients lors d'une chirurgie
programmée de la hanche ou de genou ainsi que dans la prévention et le traitement des

thromboses veineuses profondes (TVP) et des embolies pulmonaires (EP).

Contrairement aux anti-vitamines K (AVK), ces molécules ne nécessitent pas de suivi
biologique en routine mais engendrent des perturbations des bilans de coagulation de

routine, complexifiant leur interprétation.

Néanmoins, l'usage de ces médicaments peut-étre associé, comme pour tout
anticoagulant, a la survenue de complications hémorragiques, parfois graves, en lien
avec leur mécanisme d’action. Le risque hémorragique est d’autant plus élevé que les
patients traités présentent souvent des comorbidités associées (insuffisance rénale,

insuffisance hépatique, interactions médicamenteuses, etc.).

L’absence d’antidote disponible a ce jour (molécules en cours d’élaboration) a
complexifié la prise en charge de ces complications. Ces médicaments font I'objet d’'une
surveillance renforcée et ’Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits
de santé (ANSM) rappelle que tout effet indésirable imputable a ces substances doit étre

signalé par les professionnels de santé aux centres régionaux de pharmacovigilance.
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Ainsi, face au développement de ces médicaments, les laboratoires se sont intéressés
aux méthodes de dosage de ces nouveaux médicaments qui s’avere parfois nécessaire,

notamment en situation d'urgence (chirurgie urgente, suspicion de surdosage).

L’avenement de la qualité depuis plusieurs années dans les laboratoires de biologie
meédicale avec la norme 15189, a renforcé la rigueur dans la mise au point de techniques
de dosage. Il ne suffit plus de mettre au point une technique pour la rendre directement
accessible a une pratique clinique quotidienne. Cette mise au point doit faire 1’objet d’une
accréditation, selon deux types de portées qui sont choisies en fonction des techniques.
L’objectif de I’accréditation en biologie médicale est de garantir la fiabilité des examens
réalisés et la qualité de la prestation médicale. Celle-ci touche '’ensemble des examens
de biologie médicale réalisés par le laboratoire et est délivrée en France par un
organisme, le Comité frangais d’accréditation (Cofrac). La loi n° 2013-442 du 30 mai
2013, portant sur la réforme de la biologie médicale, précise qu’en 2020, un laboratoire
de biologie médicale ne pourra plus réaliser d'examen de biologie médicale sans

accréditation.
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1. La qualité en biologie médicale

1.1.Généralités

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) définit la qualité des soins comme « une
démarche qui doit permettre de garantir a chaque patient la combinaison d’actes
diagnostiques et thérapeutiques qui lui assurera le meilleur résultat en terme de santé,
conformément a l'état actuel de la science médicale, au meilleur colit pour un méme
résultat, au moindre risque iatrogene et pour sa plus grande satisfaction en termes de

procédures, de résultats et de contacts humains a l'intérieur du systeme de soins » [1].

Depuis le rapport de I'Inspection Générale des Affaires Sociales (IGAS), publié en avril
2006, la biologie médicale est en proie aux évolutions. Ce rapport pointe un niveau
global de qualité des examens satisfaisant mais encore insuffisant dans certains
laboratoires notamment ceux avec une plus faible activité [2].

Ainsi, le rapport souligne que la loi du 11 juillet 1975 qui régit les laboratoires de
biologie médicale n’est plus d’actualité et n’est plus adaptée aux enjeux actuels de
qualité et de compétitivité.

Le rdle du biologiste consiste a choisir I'examen de biologie médicale qui répond le
mieux a la question que se pose le clinicien tout cela dans le but d’améliorer la démarche
diagnostique et d’assurer un suivi thérapeutique de qualité. Le biologiste doit donc
traduire la question clinique en examens biologiques pertinents le tout dans un souci
d’économie de la santé : tous les examens nécessaires, rien que les examens suffisants.
Face a ce constat, une réforme profonde de la biologie médicale a été initiée et proposée
avec le rapport Ballereau en 2008 qui fixe les bases de la réforme de la biologie [3].
Historiquement, le référentiel qualité des laboratoires a été Le Guide de Bonne
Exécution des Analyses de biologie médicale (GBEA). La premiere version fut publiée
dans l'annexe de 'arrété du 2 novembre 1994 relatif aux analyses de biologie médicale.
Les textes du GBEA instauraient la mise en place d'un systeme d'assurance de la qualité
dans tous les laboratoires d'analyses et de biologie médicale publics et privés. Les textes
du GBEA fixaient les regles qui s'imposaient réglementairement aux laboratoires.

Le rapport Ballereau, lui, rend I'accréditation obligatoire pour tous les laboratoires de

biologie médicale pour I'ensemble des examens selon deux normes essentielles rédigées
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a partir de normes internationales définies par I'International Organization for
Standardization (ISO) :
- La norme NF EN ISO 15189 qui est spécifique des laboratoires de biologie
meédicale et concerne les compétences et la qualité propres aux laboratoires [4].
Cette norme a été revue en décembre 2012.
- Lanorme NF ISO 22870 qui concerne les analyses de biologie délocalisée [5].

Elle date de mai 2006.

1.2.’accréditation

La réforme de biologie médicale est basée sur deux principes fondamentaux qui sont la
médicalisation et 'accréditation.

La médicalisation consiste a réaffirmer le role du biologiste médical en tant que
professionnel de santé faisant partie intégrante du parcours de soins. En effet, dans
environ 70 % des cas, la biologie contribue au diagnostic. La reconnaissance de la
biologie se traduit par la responsabilité du biologiste dans le rendu du résultat et son

interprétation.

L’accréditation signifie littéralement renforcer la confiance. La procédure
d’accréditation permet de garantir une qualité tracée et justifiée des examens de
biologie médicale. Cette qualité passe par une vérification de la compétence du
laboratoire par les pairs, qui sont entre autres, d’autres biologistes en exercice. Cette
reconnaissance se fait via des évaluations encore appelées audits. L'accréditation ne
concerne pas seulement la phase analytique. Elle va de la phase pré-analytique (qui
comprend par exemple la réalisation du préléevement, le stockage, ses conditions de
transport) jusqu’au post-analytique (validation biologique du résultat, interprétation).
Cet objectif de qualité est établi dans le seul intérét du patient. L'accréditation est

délivrée par un organisme indépendant, le Cofrac.

Tous les laboratoires de biologie médicale, publics et privés doivent étre accrédités sur
la totalité de leur activité au plus tard le 31 octobre 2020. Le laboratoire doit obtenir en
2016 l'accréditation sur 50 % de son activité en volume avec au moins un examen
accrédité par famille. Ce pourcentage d’accréditation doit étre de 70 % en 2018 et 100 %

en 2020.
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1.3. Le Cofrac

1.3.1. Présentation

Le Cofrac est un organisme créé en 1994 et qui a été désigné comme unique instance
nationale d’accréditation reconnaissant ainsi l'accréditation comme une activité de
puissance publique, par le décret du 19 décembre 2008 [6]. Le Cofrac se compose d'une
équipe permanente de plus de 130 personnes, basées a Paris. Il missionne plus de 200

évaluateurs qualiticiens et plus de 1100 évaluateurs techniques.

1.3.2. Missions

La double mission du Cofrac est d’attester que les organismes accrédités sont
compétents et impartiaux et d’obtenir une reconnaissance internationale des
prestations et des compétences des laboratoires, organismes d'inspection et de
certification.

Il s’agit de valider une compétence et la pertinence d'une organisation de qualité en
instaurant des processus rigoureux. L'accréditation n'est pas délivrée pour une
entreprise dans son intégralité ni pour une durée indéterminée. Elle est obtenue pour
un domaine (compétence), un site précis et pour une durée déterminée, qui est
renouvelable et pendant laquelle auront lieu des évaluations (audits de surveillance).
Indépendance, impartialité, transparence et confidentialité sont les engagements du

Cofrac.

1.3.3. Organisation

Les membres actifs présents au conseil d’administration travaillent au sein de trois
colleges:
- College A : organismes accrédités ou leurs groupements
- College B : groupements professionnels d’entreprises ou de personnes ou
structures représentatives d’acheteurs recourant ou pouvant recourir aux
services des organismes du college A

- College C: représentants d’intéréts publics
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Les accréditations sont gérées par quatre sections :
- Section laboratoire, composée de quatre pdles (biologie-biochimie, chimie-
environnement, mécanique et physique)
- Section inspection
- Section certification

- Section santé humaine

La section santé humaine a été créée en octobre 2009. Elle concerne la biologie médicale
mais aussi les structures d’anatomie et de cytologie pathologique.

Le Cofrac met a disposition un certain nombre de documents. Les documents « REF »
sont les documents de référence. Il s’agit de référentiels opposables. C’est a dire que le
non-respect de ces références constitue un écart.

Les guides techniques d’accréditation (« GTA ») apportent des précisions pour atteindre
les exigences de la norme. Ils ne sont pas opposables, tout comme les documents

d’information (« INF ») et les formulaires (« FORM »).

1.4.Les portées d’accréditation

Le document du Cofrac SH REF 08 précise les caractéristiques des différentes portées
ainsi que le document SH INF 50 [7][8]. Une portée d’accréditation correspond a
I’énoncé formel et précis des activités pour lesquelles le laboratoire est accrédité ou
demande l'accréditation. La portée d'accréditation est exprimée sous la forme d'une liste
de compétences, matérialisée par des lignes de portée d'accréditation. Les lignes de
portées correspondant a la phase analytique, regroupées au sein de tableaux de portée
d’accréditation, sont définies suivant 4 champs clefs :

- Nature de I'échantillon biologique

- Nature de I'examen/analyse

- Principe de la méthode

- Référence de la méthode
Le choix de la portée d’accréditation par un laboratoire dépend des compétences que ce
dernier est capable de démontrer et de 'utilisation qu’il compte en faire. Elle détermine
les possibilités offertes au laboratoire quant a l'utilisation de son accréditation, mais
conditionne également les modalités d’évaluation et de suivi de l'accréditation du

laboratoire par le Cofrac.
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Les demandes d’accréditation des laboratoires sont regroupées en deux catégories, la
portée A (standard) ou la portée B (étendue). Pour les laboratoires de biologie
pratiquant des méthodes amenées a évoluer, une accréditation en portée flexible
s'impose. Une portée flexible est une portée permettant a un organisme accrédité
d’étendre le champ de ses prestations accréditées sans évaluation préalable du Cofrac, a
condition toutefois que les prestations en question restent dans un périmetre bien
déterminé et que l'organisme d’évaluation de la conformité ait initialement démontré

ses compétences dans ce champ de compétences préalablement identifié.

1.4.1. La portée flexible standard (A)

Dans le cadre de ce type de portée, le laboratoire est autorisé a réaliser des analyses
selon un ensemble de techniques validées, a partir de méthodes définies, suivant le
méme principe, ou de leurs révisions des lors qu’elles n'impliquent pas de nouvelles
compétences. Par exemple, pour les laboratoires de biologie médicale (LBM) utilisant
des équipements « fournisseur » marqués CE (Conforme aux Exigences), I'accréditation
selon ce type de portée se justifie pleinement, puisque ces méthodes commercialisées

sont considérées comme des méthodes reconnues. Il s’agit d’adopter une méthode.

1.4.2. La portée flexible étendue (B)

Dans le cadre de ce type de portée, le laboratoire est de plus autorisé a réaliser des
analyses selon un ensemble de techniques validées, a partir des méthodes définies qu'il
pourra adapter, voire développer, suivant le méme principe. Ce type de portée doit
correspondre a une réalité d’utilisation pour le laboratoire en fonction de son contexte
et de son activité, et a un besoin ressenti par le laboratoire pour répondre aux
différentes demandes de ses clients (patients, prescripteurs).

Cette portée concerne des méthodes internes mises au point par le LBM, souvent
manuelles, correspondant parfois a des examens spécialisés. Il s’agit de méthodes pour
lesquelles il n'existe pas d'équivalent « fournisseur », ou encore des méthodes adaptées
a partir de ces méthodes « fournisseurs », en fonction des besoins. Il s’agit d’'une

adaptation de méthode.
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1.5. L'audit

Audit est un anglicisme qui vient du latin audire qui signifie écouter. La norme NF EN
ISO 19011 fournit les lignes directrices sur I'audit interne ou externe [9]. L’audit se
définit comme un processus méthodique, indépendant et documenté permettant
d’obtenir les preuves d’audit et de les évaluer de maniere objective pour déterminer
dans quelle mesure les criteres d’audits sont satisfaits.

Les critéeres d’audits représentent l'ensemble des politiques, des procédures ou
exigences utilisées comme références vis a vis desquelles les preuves d’audit sont
comparées.

Les preuves d’audit correspondent aux enregistrements, énoncés de faits ou autres

informations, pertinents pour les criteres d’audit et vérifiables [10].

1.5.1. L’audit interne

Il est encore appelé audit de premiere partie. Il est réalisé par ou pour le compte de
I'organisme lui-méme, pour la revue de direction ou pour d’autres besoins internes. Il
permet de déterminer la conformité du systeme de management de la qualité aux
exigences normatives, légales, réglementaires ou contractuelles. 11 a pour but
d’améliorer l'efficacité du fonctionnement de 'organisme et d’aider celui-ci a atteindre

ses obijectifs.

1.5.2. L’audit externe

Les audits externes comportent les audits de seconde et de tierce partie. Les audits de
seconde partie sont réalisés par des parties ayant un intérét a I'égard de I'organisme,
comme les clients. Les audits de tierce partie sont réalisés par des organismes
indépendants comme le Cofrac. Il peut s’agir d’audit de certification ou d’accréditation.
Ces audits permettent d’évaluer la conformité du systeme de management de la qualité

(SMQ) par rapport aux exigences normatives.
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1.6.

Validation d’une méthode d’analyse quantitative

Le contenu du dossier de validation est détaillé dans le SH GTA 04 (révision 00, avril

2011) [11]. Le tableau ci-dessous résume les différents éléments contenus dans le

dossier de validation en fonction de la portée choisie.

Parametres a vérifier et/ou

possible si justifié

3 connaitre Bibliographie | Portée de type A Portée de type B
Spécificité analytique OUI NON OUI
Fidélité (0]0) 0]0)1 oUul
Justesse 0]0)| OUL, de.s que 0]0)|
possible
A vérifier si
Intervalle de mesure OUI , . OUI
nécessaire
Incertltude.s/fa.ct,eurs de oUl oUl oUl
variabilité
Contamination entre Oul p01\1r les
; . 0]0) | parametres OUI
échantillons )
sensibles
Stabilité des réactifs (0]0) NON oul
Robustesse NON NON Si besoin
Interférences OUI A \,/erlfle.r St OUI
nécessaire
Intervalle de référence (0]0) A verifier des que oUul

Comparaison avec une
méthode de référence

OUI (si existe)

NON

OUI (si possible)

Comparaison avec une
meéthode déja utilisée au

LBM ou autre méthode du OUI (si existe) | OUI (si possible) OUI
LBM
Analyse des discordances 0]0) 1 OUI OUI

Tableau 1 : parametres a connaitre et/ou vérifier en fonction de la nature de la portée

selon le SH GTA 04
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1.7. Maitrise des risques

L’analyse de risque est un élément fondamental du dossier de validation d'une méthode
analytique. Elle permet d’identifier les points critiques de chaque technique afin
d’envisager des mesures préventives et correctives. Elle peut étre présentée sous la
forme de diagramme des 5M (Moyens, Milieu, Méthodes, Main d’ceuvre, Matiere) pour
identifier les principaux facteurs d’incertitude susceptibles de modifier le résultat. Les
éléments qui composent les 5M sont les suivants :
- Main d’ceuvre: les ressources humaines, les qualifications du personnel, sa
formation, son évaluation, son habilitation, les plannings, etc.
- Méthodes: les procédures, les modes opératoires, les documents
d’enregistrement, le systeme documentaire, la tracabilité, etc.
- Milieu: les locaux, I'environnement, I'hygiene, la sécurité, I'organisation
physique, etc.
- Moyens: les équipements, les automates, l'informatique, l'outillage, les
logiciels, etc.
- Matiére : les consommables utilisés, les matiéres premieres, les stocks, les

échantillons, etc.

L’analyse de risque (ADR) peut se faire avec le diagramme d’Ishikawa qui utilise une
représentation permettant de matérialiser de fagon structurelle I'analyse de risque
(diagramme en arrétes de poisson). La figure en Annexe 45 présente un diagramme
d’Ishikawa appliqué a l'analyse de risque pour le dosage des anticoagulants oraux

directs.

L’analyse des modes de défaillance de leurs effets et de leur criticité peut se faire selon
la méthode AMDEC qui permet de mettre en évidence les points critiques d’'un procédé.
Il s’agit donc d’un outil pour se poser les bonnes questions et rechercher les problemes
potentiels. ’AMDEC permet de répondre a quatre questions:

- Quel dysfonctionnement est susceptible d’étre la cause d'une non-qualité ?

- Quels pourraient étre les effets ?

- Quels moyens de maitrise sont mis en place ?

- Comment faire pour mettre en évidence un dysfonctionnement ?
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Ainsi la démarche AMDEC a pour objectifs d’analyser les défauts, de définir une
hiérarchie dans la criticité de ces défauts et une stratégie d’actions en fonction de la
criticité évaluée a I'aide d’indices de criticité.
La cotation du risque passe par l'attribution d'un indice allant de 1 a 4 pour les trois
parametres suivants :

- Lagravité : conséquence pour le patient ou le laboratoire

- La fréquence d’apparition: probabilité d’apparition dans les conditions

d’organisation du laboratoire

- La détectabilité : probabilité de détecter le défaut avant qu’il n’atteigne le

patient
Indice Graviteé (G) Fréquence (F) Détectabilité (D)
INMANQUABLE
MINEUR
EXCEPTIONNEL Détection efficace qui
1 Impact minime, pas . ) . permet une action
y S Moins d’une fois par an ) .
d'impact sur le résultat préventive avant de
prévenir la défaillance
MODERE RARE FACILE
2 Impact sur le trfwall du Moins d’une fois par Moyen de détection
laboratoire, mais pas sur mois simple et systématique
le résultat P y 9
SIGNIFICATIF ALEATOIRE
PEU FREQUENT P
Impact sur le travail du M_OB_"?H de détection
3 laboratoire, le résultat | Moins d’une fois par d1ff1c1le. et /ou
mais pas la prise en semaine sporadique
charge du patient
IMPORTANT FREQUENT INDETECTABLE
E Im.pact majeur sur la Plus d’une fois par Aucun moyen de
prise en charge du : fe e
: semaine détection
patient

Tableau 2 : évaluation de la cotation du risque

La cotation passe par le calcul d'un indice de criticité (IC) qui est le produit de ces trois

parametres.

IC=G*F*D|
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Cette cotation permet d’identifier les points sensibles de l'automate, planifier des
actions préventives et mettre en ceuvre des indicateurs permettant de suivre la dérive.
De cet indice découle un seuil de criticité, qui, lorsqu’il est atteint, doit faire I'objet
d’actions correctives et préventives qui doivent étre menées. A noter cependant que la
définition d’un seuil critique n’est pas une obligation normative. C’est la hiérarchisation
du risque qui est nécessaire, pas le calcul de criticité qui s’apparente a une valeur

subjective.

L’analyse de risque (ADR) a été initiée et est présentée en Annexe 4.

L’ADR n’a de valeur que par les plans d’actions qui en découlent. Ces derniers doivent
étre réalistes et réalisables. Ils doivent tenir compte des priorités (traiter les risques

élevés dans un premier temps) et doivent faire I'objet d’un suivi dans le temps.

L’ADR apparait donc comme une évaluation suivie d'un jugement. Elle est sous la
responsabilité de I'établissement et n’est pas transposable. Elle a pour but d’identifier
les points critiques des processus tout en restant pragmatique : le risque zéro n’existe
pas. Il s’agit d’'une évaluation a un temps T qui doit étre révisée périodiquement

(présence de nouveau risque ?).
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2. Les anticoagulants oraux directs

Les données de ventes annuelles de ’ANSM montrent que la vente des AVK a doublé

entre 2000 et 2012 en lien notamment avec I'augmentation de I’espérance de vie. La

vente des ACODs a progressé tres rapidement depuis leur introduction sur le marché

francais en 2009 [12]. La vente est mesurée en nombre de doses définies journalieres

(DDJ). La DDJ est une unité de mesure internationale reconnue (outil OMS). Elle a été

établie sur I'idée de représenter la dose moyenne journaliere d'un médicament dans son

indication principale pour un adulte de 70 kilogrammes. En 2013, le nombre de DD]J

pour les AVK est évalué a 313 millions. Il est de 117 millions pour les anticoagulants

oraux directs.

2.1. Dabigatran

2.1.1. Principales caractéristiques

NOM DE SPECIALITE

Pradaxa®

CONDITIONNEMENT

Pradaxae
gélules

Dabigatran etexilate

60 x 1 gélule
Voie orale.
La carte de surveillance du patient se trouve

al'intérieur.

™ Boehringer
ll

D’ADMINISTRATION

Ingelheim
FABRICANT Boehringer Ingelheim
ANNEE DE
COMMERCIALISATION | 2008
(FRANCE)
VOIE
Orale

MODE D’ACTION

Inhibiteur direct du facteur Ila
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DOSAGES
75,110, 150 mg
COMMERCIALISES

- Prothése totale de hanche
(PTH) 2 gélules de 110 mg (75 mg sujets
- Protheése totale de genou | a risque) en une prise par jour

(PTG)

2 gélules de 150 mg (110 mg
Fibrillation auriculaire
INDICATIONS ET (FA) sujets a risque) en deux prises par
F
POSOLOGIE jour

2 gélules de 150 mg (110 mg
- Thrombose veineuse sujets a risque) en deux prises par
profonde (TVP) jour aprés au moins 5 jours de

- Embolie pulmonaire (EP) | traitement anticoagulant par voie

parentérale
DEMI-VIE 12a17h
ELIMINATION 80 % rénale, 20 % biliaire [13]
PTG : 10 jours
DUREE DU PTH : 35 jours
N EME FA:base 1 an

TVP/EP : 3 mois ou plus

PTG : 55,60-62,20€
COUT TOTAL DU

PTH :195-218€
TRAITEMENT

FA:923€ par an

2.1.2. Mécanisme d’action

Le dabigatran étexilate est la prodrogue du dabigatran et n'exerce aucune activité

pharmacologique. Aprés administration orale, le dabigatran étexilate est rapidement
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absorbé et transformé en dabigatran (molécule de petit poids moléculaire) par
hydrolyse estérasique dans le plasma et dans le foie [14].

La thrombine permet la conversion du fibrinogene en fibrine lors de la cascade de la
coagulation. Le dabigatran est un inhibiteur direct puissant, compétitif et réversible de
la thrombine et est la principale substance active plasmatique. L’'inhibition de la
thrombine (action anti-Ila) empéche la formation de caillot. Le dabigatran se fixe sur le
site actif de la thrombine et inhibe la thrombine libre et la thrombine liée a la fibrine
ainsi que l'agrégation plaquettaire induite par la thrombine [15][16]. Le ximelagatran et

le melagatran appartiennent aussi a la famille des anti-lla mais ils ne sont plus

commercialisés en raison de leur toxicité hépatique.

Facteur IX ——> Facteur IXa Les « xabans »

/

Facteur X ————> Facteur Xa
‘7

*
*
*

AV.K‘ esnsnnn) Facteur II ———> Facteur Ila . | es « gatrans »
(prothrombine) (thrombine) .

--......>

Fibrinogéne ———>  Fibrine

Figure 1: schéma simplifié de la coagulation et des effets des anticoagulants oraux

directs
(Source : http://www.chu-toulouse.fr/IMG/pdf/pr_senard.pdf, consulté le 01/01/2015)
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2.2. Rixaroxaban

2.2.1. Principales caractéristiques

NOM DE SPECIALITE

Xarelto®

CONDITIONNEMENT

Xarelto'20mg

comprimé pelliculé
rivaroxaban

)
Voie orale. )))) é‘:‘:‘.

D
'0’0

-

100x1 comprimé pelliculé

FABRICANT Bayer Healthcare
ANNEE DE

COMMERCIALISATION 2009

(FRANCE)

VOIE D’ADMINISTRATION | Orale

MODE D’ACTION

Inhibiteur direct du facteur Xa

DOSAGES
10, 15,20 mg
COMMERCIALISES
PTH/PTG 1 comprimé de 10 mg par jour
A 1 comprimé de 20 mg (15 mg sujets
F
INDICATIONS ET A risque) par jour
POSOLOGIE
2 comprimés de 15 mg en deux
prises (de J1 a]21) puis 1
TVP/EP
comprimé de 20 mg en une prise
par jour (des ]J22)
DEMI-VIE 7al1lh
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33 % rénale sou forme inchangée, 33 % rénale sous forme
ELIMINATION . _ o _ _
inactive, 33 % biliaire sous forme inactive [13]

PTG : 14 jours

PTH : 35 jours
DUREE DU TRAITEMENT

FA :base 1 an

TVP/EP : 3 mois ou plus

PTG:88-101€
COUT TOTAL DU

PTH : 221-252€
TRAITEMENT

FA:923-982€ par an

2.2.2. Mécanisme d’action

Le rivaroxaban est une petite molécule appartenant a la famille des oxazolidinones. C’est
un inhibiteur direct hautement sélectif du facteur Xa (Le rivaroxaban est 100 000 fois
plus sélectif pour le FXa que pour la thrombine) sans intervention de cofacteur (comme
I'antithrombine (AT) par exemple). Il inhibe le facteur Xa libre mais aussi le facteur Xa
(FXa) au sein du complexe prothrombinase [17]. L'inhibition du facteur Xa interrompt
les voies intrinseque et extrinseque de la cascade de coagulation. Cette inhibition inhibe
la formation de thrombine et la formation du thrombus [16]. Le rivaroxaban n'inhibe
pas directement la thrombine (FIla) et aucun effet direct sur les plaquettes n'a été

démontré.
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2.3. Apixaban

2.3.1. Principales caractéristiques

NOM DE SPECIALITE

Eliquis®

CONDITIONNEMENT

Voie orale

El IQUI.S® m comprimés pelliculés
Apixaban

60x1 comprimés pelliculés

FABRICANT Pfizer/Bristol-Myers Squibb
ANNEE DE

COMMERCIALISATION 2012

(FRANCE)

VOIE D’ADMINISTRATION Orale

MODE D’ACTION

Inhibiteur direct du facteur Xa

DOSAGES COMMERCIALISES | 2,5 et 5 mg
2 comprimés de 2,5 mg en deux
PTH/PTG
prises par jour
2 comprimés de 5 mg en deux prises
INDICATIONS ET POSOLOGIE
A par jour (2 comprimés de 2,5 mg en
F
deux prises par jour pour sujets a
risque)
DEMI-VIE 12h
ELIMINATION 30 % rénale, 70 % biliaire [13]

DUREE DU TRAITEMENT

PTG: 10- 14 jours

PTH : 32-38 jours

FA :base 1 an
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PTG: 61-85€
COUT TOTAL DU

PTH : 195-232€
TRAITEMENT

FA: 876€ par an

2.3.2. Mécanisme d’action

Le mécanisme d’action de l'apixaban est similaire a celui du rivaroxaban. En effet,
'apixaban est un inhibiteur oral puissant, réversible, direct et hautement sélectif du site
actif du facteur Xa. Il ne nécessite pas d'antithrombine pour exercer son activité
antithrombotique. Il inhibe le facteur Xa libre et lié au caillot, ainsi que l'activité de la
prothrombinase [16].

L'apixaban n'a pas d'effet direct sur l'agrégation plaquettaire. En inhibant le facteur Xa,

'apixaban prévient la formation de thrombine et le développement du thrombus.

46




3. Méthodes d’évaluation des concentrations plasmatiques en

anticoagulant oral direct

3.1. Conditions de prélevement, de prise en charge et de stockage des

échantillons

Il est important et nécessaire de rappeler le role essentiel du pré-analytique en biologie
meédicale et notamment en hémostase. Le tube doit étre rempli correctement et ne doit
pas étre exposé a des températures extrémes (températures trop basses ou trop
éleveées) [18].

Le tableau présent en Annexe 1, fourni par le Groupe d’Etude sur 'Hémostase et la
Thrombose (GEHT), reprend les grandes lignes des conditions pré-analytiques a
appliquer aux tests standards d’hémostase [19] qui sont exigeantes et qui peuvent étre

extrapolées en premiere intention au dosage des anticoagulants oraux directs.

3.2. Méthodes spectrométriques et anticoagulants oraux

En parallele aux tests d’hémostase, la détermination des concentrations plasmatiques
peut étre réalisée par chromatographie liquide haute performance couplée a la
spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS). Les techniques spectrométriques ne
permettent pas d’explorer la fonction hémostatique d’'un plasma comme peuvent le faire
les tests d’hémostase classiques. De plus, ces méthodes nécessitent un appareillage
couteux, un personnel dédié, formé et ne sont généralement pas accessibles a la biologie
de routine et d'urgence compte tenu de leur complexité. Elles restent néanmoins les
meéthodes de choix dans les validations de méthodes et sont un outil indispensable a la

comparaison de ces dernieres [20].

3.3. Evaluation des concentrations plasmatiques en dabigatran

3.3.1. Le temps de céphaline avec activateur (TCA)

Le TCA est un test d’hémostase largement accessible, disponible et facilement réalisable

dans les laboratoires de biologie médicale. Le dabigatran allonge le TCA de facon dose
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dépendante [21] . Ces résultats ont été montrés par la mesure du TCA sur des plasmas

normaux surchargés en concentration croissante de dabigatran (Figure 2) mais peu de

dosages ont été réalisés entre 0 et 200 ng/mL de dabigatran.

Figure 2 : influence de concentrations croissantes en dabigatran sur le TCA mesuré sur

ACLTOP®

(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

TCA (ratio)

Corrélation entre le TCA et la concentration
plasmatique en dabigatran

1)
]
|

1,5

1 =
00 200 400 600 800

Dabigatran (ng/mL)

Joanne van Ryn et al. ont montré a partir de plasmas surchargés en concentration

croissante de dabigatran, que lorsque des doses croissantes de dabigatran sont

administrées per os, une relation linéaire entre le TCA et la concentration plasmatique

est observée jusqu'a 200 ng/mL. A partir de cette concentration, la courbe TCA-

concentration en dabigatran s’infléchit et on observe un aplatissement de la réponse

[21][22][23].
3.6
3.2 4
2.8 - Lo ST
® T
l,_
—
o
@
Multiple dose
y =0.86 + 0.06873x"*
r*=0.8514
0 200 400 600 800 1000
Dabigatran plasma concentration [ng/mL]
Figure 3: évolution du TCA en fonction de la concentration en dabigatran

(Source : Joanne Van Ryn et al. [21])
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Ces données suggerent que l'allongement du TCA peut apparaitre peu important a des
doses supra-thérapeutiques pouvant méconnaitre un éventuel surdosage en dabigatran.
En termes d’évaluation du risque de surdosage, le TCA apparait donc insuffisant (bien
que plus sensible que le TP).

A noter que certains patients présentent un TCA normal malgré des concentrations en
dabigatran encore non négligeables (77 ng/mL dans la littérature [24], et 89 ng/ml dans

notre expérience au laboratoire).

Concentrations maximales observées avec un TP et un TCA « normal »

PARAMETRES TCA=1,19 TP=83% TP=74%

CONCENTRATION EN DABIGATRAN (NG/ML) 89 231 317

Tableau 3 : concentrations maximales de dabigatran observées avec un TP et un TCA

normaux mesurés sur ACL TOP®
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

De plus, le TCA est variable selon les réactifs utilisés [25]. Il peut donc étre utilisé en
premiere intention pour tenter d’identifier un risque de surdosage mais il doit étre
interprété avec prudence et n’est pas approprié pour la quantification précise du

dabigatran, surtout en cas de concentration plasmatique élevée.

3.3.2. Le taux de prothrombine (TP)

Le TP est un test qui ne permet pas d’estimer les concentrations circulantes chez des
patients traités par dabigatran. L’expression en International Normalized Ratio (INR),
réservée aux patients sous AVK, ne doit pas étre utilisée sous peine de mauvaise
interprétation [25][26]. Le dabigatran a peu d’effets sur le TP lorsqu'’il est administré
aux doses thérapeutiques. De plus les réactifs présents sur le marché ont des sensibilités

au dabigatran variables [27].

3.3.3. Le temps de venin de vipére Russel dilué (dRVVT)

Ce test est utilisé pour la recherche d’anticoagulant circulant type lupique. Il apparait
sensible au dabigatran et la réponse du dRVVT présente une relation avec la

concentration et ce dés des concentrations faibles avec une sensibilité meilleure que
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celle du TP et du TCA [28]. Cependant, les résultats varient en fonction du type de
phospholipides utilisé ainsi que du degré de purification du venin de vipére [29]. Le
dRVVT est utilisé par les laboratoires pour la recherche de lupus anticoagulant, et son

intérét dans la surveillance des traitements par dabigatran n’est pas établi.

3.3.4. Le test de génération de thrombine (TGT)

Le dabigatran entraine un retard a I'apparition de thrombine libre avec un allongement
du temps de latence. On constate une inhibition directe de la thrombine libre formée. Au
dela, I'inhibition de la génération de thrombine semble peu affectée et 'ETP (potentiel

de thrombine endogéne) ainsi que les pics sont peu modifiés [30].
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Figure 4 : évolution des courbes du TGT a partir de deux patients traités par dabigatran

(premiére dose T1, 4¢me jour T2, une semaine T3, deux semaines T4)
(Source : Freyburger et al. [30])
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3.3.5. Mesure de I’activité anti-lla

Le coffret Biophen® DTI est une technique chromogene anti-Ila pour la mise en
évidence et la détermination quantitative in vitro de l'activité de I'hirudine et d’autres
inhibiteurs directs de la thrombine comme le dabigatran. Ce kit est destiné a la
recherche uniquement et ne doit pas étre utilisé en routine pour le moment. Il est basé
sur l'inhibition d'une quantité constante et en excés de thrombine (FIla) par I'inhibiteur
de thrombine a doser puis sur I'hydrolyse d’'un substrat chromogene spécifique de la
thrombine par la thrombine résiduelle. Celle-ci clive la para-nitroaniline (pNA) du
substrat. La quantité de pNA libérée (mesurée par l'absorbance a 405nm) est
proportionnelle a la quantité de thrombine résiduelle et inversement proportionnelle a
la concentration de dabigatran présent dans le milieu réactionnel. La réaction simplifiée

est la suivante :

[DTI] + [FIla (exces)] = [Flla-DTI] + [Flla résiduel]
[FIla (résiduel)] + Substrat = Peptide + pNA - absorbance a 405 nm

3.3.6. Le test de coagulation a I’écarine (Ecarin Clotting Time ou ECT)

L’écarine est une protéase purifiée extraite du venin de la vipere Echis carinatus. Le
temps d’écarine est un test de génération de meizothrombine par action de I'écarine sur
la prothrombine [31]. La meizothrombine a une activité proacoagulante. L’activité de la
meizothrombine est inhibée par le dabigatran, entrainant un allongement du temps de
coagulation proportionnel a la quantité d’anticoagulant [20][22]. La meizothrombine est
sensible a I'action inhibitrice des anti-Ila directs mais est insensible a I'héparine [32].
L’ECT présente une relation linéaire entre 'allongement du temps de coagulation et la
concentration plasmatique en dabigatran (méme pour des concentrations supérieures a
600 ng/mL) [33][34]. Cependant, 'ECT est influencé par le niveau de fibrinogene et de
prothrombine dans le plasma [33][35][36]. De plus 'ECT n’est pas compatible avec tous
les automates d’hémostase, et en particulier ceux a lecture optique car les qualités

optiques du caillot formé sont différentes de celles d'un caillot physiologique.
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3.3.7. Le test chromogénique a base d’écarine (Ecarin Chromogenic Assay ou ECA)

Le test chromogénique a base d’écarine (ECA) est une amélioration du temps d’écarine
(ECT). Ce test n’est pas influencé par le taux fibrinogéne et de prothrombine
(prothrombine apportée par le réactif) et il a aussi 1'avantage d’étre automatisable [35].
La meizothrombine entraine la libération par un substrat spécifique de para-nitroaniline
qui absorbe a 405 nm. La vitesse d’apparition de la para-nitroaniline est inversement
proportionnelle a la quantité de dabigatran. L’ECA présente une relation linéaire entre la
quantité de para-nitroaniline produite et la quantité en anticoagulant [24][33]. Il a été
décrit que cette corrélation est moins bonne pour les concentrations plasmatiques
inférieures a 50 ng/mL de dabigatran mais elle est bonne pour des hautes

concentrations méme jusqu’a plus de 900 ng/mL [24].

Ecarine
|Prothrombine A » Meizothrombine
/g Dabigatran
]
Substrat > p-NitroAniline |

Figure 5 : principe du test chromogénique a base d’écarine pour la mesure des
concentrations en dabigatran

3.3.8. Le temps de thrombine (TT et dTT)

Le temps de thrombine explore la fibrino-formation et est sensible aux traitements
inhibant la thrombine. Le fibrinogene de I’échantillon est transformé en fibrine par
adjonction de thrombine bovine purifée. Le temps nécessaire a la formation du caillot
peut étre mesuré. Le TT présente 'avantage de ne pas étre influencé par les déficits en
facteurs (sauf en fibrinogéne), ni par la présence d'un anticoagulant lupique ou
I'augmentation du facteur VIII (états inflammatoires). Ce test présente une trés bonne
linéarité dans sa réponse au dabigatran mais sa sensibilité est trop importante pour des

concentrations thérapeutiques [21]. A noter que pour des concentrations supérieures a
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600 ng/mlL, le temps de thrombine peut dépasser la durée de mesure de I'analyseur. De
plus, il existe une variabilité importante en fonction de I'analyseur et des réactifs de
thrombine [38]. Le grand intérét du temps de thrombine réside dans sa sensibilité. Ainsi,
un temps de thrombine normal permet d’exclure la prise de dabigatran et de donner le

feu vert pour un geste chirurgical.

Pour garder la sensibilité du test et le rendre compatible avec des temps mesurables
automatiquement, il a été mis en place au laboratoire un temps de thrombine dilué. Il
s’agit d’'un temps de thrombine réalisé sur le plasma a tester dilué en plasma normal.
Grace a cette dilution, la concentration a doser dans ’échantillon est diminuée d’un
facteur 5 et la durée de I'analyse est raccourcie. Un test commercial est disponible pour
le dosage fonctionnel du dabigatran, en utilisant la mesure du temps de thrombine dilué.
Il s’agit du test Hemoclot® Thrombin Inhibitors (HTI, HYPHEN, BioMed). De
nombreuses études ont présenté les performances de ce test en termes de corrélation
avec la spectrométrie de masse, de gamme d’étendue et de précision [23][24][39][40].
Ce test est préconisé par Boehringer Ingelheim pour le dosage du dabigatran, méme en

situation de surdosage.

3.4. Evaluation des concentrations plasmatiques en rivaroxaban

Plusieurs techniques et méthodes de détermination des concentrations sanguines de
rivaroxaban sont disponibles : des méthodes chromogéniques basées sur la mesure
d’'une activité anti-Xa ainsi que des méthodes de spectrométrie de masse (LC-MS/MS)

considérées comme le gold standard mais non automatisables en routine.

3.4.1. Le temps de céphaline avec activateur (TCA)

Le TCA est moins influencé que le TP par la présence de rivaroxaban. Il existe la aussi
une différence de sensibilité entre les réactifs utilisés [41]. Le manque de sensibilité et
I'extréme variabilité inter-individuelle de la sensibilité du TCA au rivaroxaban ne
permettent pas d’utiliser ce test pour la surveillance d'un traitement par rivaroxaban.
Ceci est illustré par les données ci-dessous qui montrent, a partir de données de patients
explorés au laboratoire, que des concentrations trés significatives de rivaroxaban

peuvent étre rencontrées chez des patients ayant un TCA normal :
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Figure 6 : mesure du TCA chez des patients traités par rivaroxaban sur ACL TOP®
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’'Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

3.4.2. Le taux de prothrombine (TP)

Le TP est habituellement utilisé pour suivre les traitements AVK en exprimant le résultat
sous forme de I'International Normalized Ratio (INR). Un International Sensitivity Index
(ISI) est spécifique de chaque réactif de thromboplastine. L'INR ne peut pas étre utilisé
pour suivre un traitement par rixaroxaban.

Le rivaroxaban entraine un allongement du temps de Quick (diminution du TP) qui est
concentration dépendant. Cependant, cette diminution varie en fonction des individus
[30], et, pour une matrice donnée, de la thromboplastine utilisée méme si la relation
reste linéaire pour un plasma donné [41]. La grande variabilité des thromboplastines,
I'absence de standardisation internationale, mais surtout la grande variabilité des
réponses inter-individuelles rendent impossible 'utilisation du TP comme méthode de
quantification des taux plasmatiques de rivaroxaban. On peut cependant noter l'ordre
par sensibilité décroissante des différentes thromboplastines a ces concentrations
croissantes de rivaroxaban ajoutées a un méme pool de plasma : Triniclot PT Excel S® >

Néoplastine R® > Recombiplastin® > Neoplastin CI +® > Triniclot PT HTF® > Triniclot
PT Excel® > Innovin® [42].
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Figure 7: sensibilité relative de différentes thromboplastines a des concentrations
croissantes de rivaroxaban ajoutées in vitro a wun pool de plasma
(Source : ]. Douxfils et al. [41])

Certains auteurs ont proposé l'utilisation d’un ISlivaroxaban Spécifique permettant de
réduire ces variations de sensibilité entre réactifs [43]. La variabilité inter-
thromboplastines a diminué lorsque les résultats ont été exprimés en INRrivaroxaban.
Certains ont méme proposé I'établissement d’'une droite d’étalonnage propre au réactif
de chaque laboratoire [44][45]. Néanmoins, cette méthode est maintenant récusée du
fait de la variabilité inter-individuelle de la sensibilit¢ du TP au rivaroxaban

[30][46][47].

Il apparait donc que le TP est influencé par la présence de rivaroxaban comme montré
dans la figure ci-dessous. Des mesures du TP ont été réalisées (RecombiPlasTin 2G,
Instumentation Laboratory) sur un méme pool de plasma surchargé avec des
concentrations croissantes de rivaroxaban. La corrélation entre le logarithme du TP et
les concentrations plasmatiques en rivaroxaban, déterminées par méthode

chromogénique de mesure d’anti-Xa, est excellente (R2 = 0,97).
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Figure 8: étude de la corrélation entre le logarithme du TP et le dosage fonctionnel
chromogénique anti-Xa de rivaroxaban, réalisés sur ACL TOP® LAS 700 (Source : dosages
réalisés au laboratoire d’Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

Cependant, du fait de I'extréme variabilité inter-individuelle du TP au rivaroxaban, il ne
peut pas étre utilisé pour évaluer le risque de saignement. Ceci est illustré par les
données ci-dessous qui montrent, a partir de données de patients explorés au
laboratoire, que des concentrations tres significatives de rivaroxaban peuvent étre

rencontrées chez des patients ayant un TP normal :
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Figure 9: mesure du TP chez des patients traités par rivaroxaban sur ACL TOP®
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)
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Concentrations maximales observées avec un TP et un TCA « normal »

PARAMETRES TCA=1,12 TP=81% TP=75%

CONCENTRATION EN RIVAROXABAN (NG/ML) 258 116 187

Tableau 4 : concentrations maximales observées avec un TP et un TCA normaux

mesurés sur ACL TOP®
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

Des tests plus spécifiques et prédictibles sont donc nécessaires pour confirmer les
concentrations en rivaroxaban puisque certains patients avec des concentrations

thérapeutiques en rivaroxaban ont un taux de prothrombine normal [48].

3.4.3. Le temps de thrombine (TT)

Le rivaroxaban (comme l'apixaban) n’influence pas le TT [41].

3.4.4. Le temps de venin de vipére Russel dilué (dRVVT)

Le dRVVT est sensible a la présence de rivaroxaban. La linéarité est bonne mais comme
pour le TCA, nous observons un aplatissement de la courbe pour des concentrations
élevées [45]. Ce test n’est pas recommandé en pratique [49]. Il faut cependant noter que
le rivaroxaban interféere dans la recherche d’anticoagulant circulant type lupique et

qu’elle ne devra pas se faire sous rivaroxaban.

3.4.5. Le temps de thromboplastine diluée (dTP)

Ce test, comme le précédent est aussi utilisé pour le dépistage des lupus anticoagulants.
La thromboplastine est diluée ce qui permet d’augmenter la sensibilité (par rapport au
TP). La relation entre le dTP et la concentration plasmatique en rivaroxaban semble
linéaire mais tout comme le TP, il existe de fortes variations en fonction du réactif de
thromboplastine utilisé [41] et il est probable que la variation inter-individuelle de la

réponse persiste aux faibles concentrations de thromboplastine.
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3.4.6. Test de génération de thrombine (TGT)

Le TGT est un test trés informatif des mécanismes impliqués dans la modulation de
I'ensemble des processus de la coagulation par les anticoagulants. La génération de
thrombine est inhibée a toutes les phases du processus par le rivaroxaban. On observe
ainsi une augmentation de la latence puis une diminution du pic de thrombine qui est
retardé mais prolongé. Malgré ces importantes modifications cinétiques et la diminution
de la concentration maximale, la quantité globale de thrombine générée, reflétée par
'aire sous courbe de 'ETP (potentiel de thrombine endogéne) est peu modifiée aux
concentrations thérapeutiques [30][41]. Cependant le TGT n’est pas un test accessible

en routine.
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Figure 10: évolution des courbes du TGT a partir de deux patients traités par
rivaroxaban (premiere dose T1, 4°me jour T2, une semaine T3, deux semaines T4)
(Source : Freyburger et al. [30])
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3.4.7. Méthodes chromogéniques fonctionnelles de mesure de I’activité anti-Xa

Le rivaroxaban est un inhibiteur direct du facteur Xa (Direct Factor Xa Inhibitor ou
DiXal), la mesure de I'activité anti-Xa, comme pour les héparines, semble donc étre un
test de choix pour la surveillance du traitement. Ces tests colorimétriques sont basés sur
I'apport en quantité constante en exces de facteur Xa exogéne auquel va se lier la
molécule anticoagulante. L’hydrolyse d'un substrat spécifique du facteur Xa par le
facteur Xa résiduel en exces entraine 'apparition de pNA dont I'absorbance est mesurée

a 405 nm [50].

[DiXal] + [FXa (exceés)] = [FXa-DiXal] + [FXa résiduel]
[FXa (résiduel)] + Substrat = Peptide + pNA - absorbance a 405 nm

Plusieurs études ont montré que les tests chromogéniques de mesure de 'activité anti-
Xa étaient plus sensibles et plus spécifiques que les tests de routine comme le TP ou le
TCA [46][51][52]. De plus ils sont bien corrélés aux taux mesurés par LC-MS/MS. Des
calibrateurs spécifiques doivent étre utilisés pour la mesure des concentrations
plasmatiques en rivaroxaban avec des échantillons de haut et de bas niveau.

En urgence un dosage nul de l'activité anti-Xa réalisé sur la configuration destinée au
dosage des héparines (HNF ou HBPM) permet d’affirmer qu’il n'y a pas de concentration

cliniquement significative de rivaroxaban.

Différents tests sont commercialisés notamment le STA® liquid anti-Xa (LAX, Diagnostic
Stago), et le Biophen Direct Xa inhibitor® (DiXal, Hyphen Biomed). Plusieurs études
évaluent les performances de ces méthodes en termes de corrélation avec la
spectrométrie de masse, de sensibilité, de spécificité, de domaine d’étendue,
d’accessibilité a la routine. Un gros avantage du test commercialisé par Hyphen est que
ce dernier est insensible a la présence d’héparine ou de fondaparinux grace a
I'utilisation d’'un tampon Tris-EDTA-Nacl [53]. Ceci est particulierement intéressant lors
d’un relai entre les deux molécules ou en situation d’'urgence ou le traitement du patient

n’est parfois pas connu.

Grace a sa spécificité, sa haute sensibilité, sa linéarité sur une large gamme de
concentration et sa bonne disponibilité, 'activité anti-Xa est actuellement le test le plus

adapté pour surveiller les patients traités par rivaroxaban.
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3.5. Evaluation des concentrations plasmatiques en apixaban

Les données concernant l'apixaban sont plus limitées que celles concernant le
dabigatran et le rivaroxaban, du fait de la commercialisation plus récente de I'Eliquis®
(2012 en Europe). Cependant, certaines informations sont disponibles dans la
littérature et ont été complétées par nos travaux sur les tests de routine ainsi que sur le

dosage des concentrations plasmatiques chez des patients de chirurgie orthopédique.

3.5.1. Le temps de céphaline avec activateur (TCA)

Le TCA s’allonge quand la concentration en apixaban augmente. Cependant la linéarité
est moins bonne avec l'apixaban qu’avec le rivaroxaban et il a été décrit un plateau
quand les concentrations exceédent 200 ng/mL ce qui limite d’autant plus I'intérét de ce
test pour le suivi des concentrations plasmatiques en apixaban [54].

Les travaux du laboratoire ont permis d’illustrer la tres faible sensibilité du TCA
(HemosIL®) a l'apixaban (en jaune dans la figure ci-dessous) comparée a celle du

rivaroxaban (en rouge) :
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Figure 11 : mesure du TCA chez des patients traités par rivaroxaban ou apixaban
(xabans) sur ACL TOP® chez des patients en orthopédie
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

60



3.5.2. Le taux de prothrombine (TP)

L’apixaban entraine une modification du TP qui est concentration dépendante. Cette
relation est linéaire comme le montre la figure ci dessous. La corrélation est tres bonne

entre le logarithme du TP et I'activité anti-Xa de 'apixaban (R? = 0,99).
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Figure 12 : corrélation entre le logarithme du TP et le dosage fonctionnel
chromogénique anti-Xa de ’'apixaban réalisé sur ACL TOP®
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’'Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

Néanmoins, la sensibilité du TP a I'apixaban est tres variable et est fonction des réactifs
utilisés. La sensibilité des thromboplastines a 'apixaban est cependant moindre que

celle des thromboplastines vis-a-vis du rivaroxaban.
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Figure 13 : impact de 'apixaban sur le TP en fonction des différents réactifs de
thromboplastine utilisés
(Source : Douxfils et al. [54])
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Les travaux du laboratoire ont permis d’illustrer la moindre sensibilité du réactif de
routine du TP (Recombiplastin 2G) a 'apixaban (en jaune sur la figure ci-dessous) par

rapport au rivaroxaban (en rouge) :
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Figure 14 : mesure du TP chez des patients traités par rivaroxaban ou apixaban (xabans)
sur ACL TOP® en orthopédie

(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

Le TP peut étre normal chez des patients présentant des concentrations thérapeutiques
en apixaban [54]. Il apparait donc que le TP manque de sensibilité et de prédictibilité en
réponse a l'apixaban et qu’il n’est pas adapté pour évaluer les concentrations
plasmatiques en apixaban et pour caractériser un éventuel risque hémorragique [55]. A
noter que la dilution du TP ne semble pas augmenter significativement la sensibilité de

ce dernier a I'apixaban [54].

3.5.3. Méthodes chromogéniques basées sur la mesure de I'anti-Xa
Il existe une relation linéaire entre les taux plasmatiques d’apixaban mesurés par

spectrométrie de masse et la mesure de 'anti-Xa [52]. La corrélation entre les deux tests

est bonne.
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Figure 15: corrélation entre les mesures anti-Xa (en ordonnée) et les mesures par
spectrométrie de masse (en abcisse) pour I’évaluation des concentrations plasmatiques
en apixaban

(Source : Becker et al. [52])

300

250
Rivaroxaban: R? = 0,93788 . =

200

150

100

Activité anti-Xa ng/mL

50

0 T T "
00 50 100 150 200 250 300

LC-MS/MS ng/mL

Figure 16 : corrélation entre les mesures anti-Xa (en ordonnée) et les mesures par
spectrométrie de masse (en abcisse) pour I’évaluation des concentrations plasmatiques
en apixaban (en jaune) et en rivaroxaban (en rouge) chez des patients en orthopédie au
CHU de Bordeaux

(Source: données du CHU de Bordeaux, soumises pour publication, laboratoire de
Pharmacologie et d'Hématologie)
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Cette corrélation est observée sur une large gamme de concentrations. Comme pour le
dosage du rivaroxaban, le test Biophen Direct Xa inhibitor® (DiXal, Hyphen Biomed)
peut étre utilisé. Il possede l'avantage d’étre insensible a la présence d’héparine.
D’autres tests anti-Xa sont disponibles a ce jour (STA®-Liquid Anti-Xa). La mesure
d’anti-Xa, par méthode chromogénique apparait actuellement comme le test le plus

adapté au suivi des patients sous apixaban.
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4. La méthode « maison » de dosage des ACODs sur ACL TOP® 700
LAS

La validation de nos méthodes de dosages s’est effectuée sur deux automates ACL TOP®
700, Instrumentation Laboratory (Groupe Werfen). Ces deux automates, dans 'activité
de routine quotidienne, ont été appelés arbitrairement ACL rouge et ACL vert, les

couleurs étant un moyen de les identifier.

4.1. Description de ’ACL TOP® 700 LAS

4.1.1. Généralités

L’ACL TOP® 700 LAS est un automate d’hémostase commercialisé par la société
Instrumentation Laboratory (Werfen Group). Il s’agit d'un ACL TOP® 700 muni de la
technologie LAS (Laboratory Automation System) qui permet son intégration aux
chaines robotiques. Le concept d’intégration développé par la société Instrumentation
Laboratory repose sur le prélevement de I’échantillon réalisé directement sur le tube
primaire débouché, circulant sur la chaine robotisée. Le prélevement est ainsi réalisé a
I'extérieur a I'instrument (« Off Board Sampling»). Avec une cadence allant jusqu’a 360
résultats de TP par heure, 'ACL TOP® 700 est un analyseur destiné aux laboratoires

ayant une activité élevée.

Figure 17 : ACL TOP® 700 LAS
(Source : http://www.werfen-accred.fr, consulté le 01/01/2015)
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Figure 18 : intégration de la technologie ACL TOP® sur une chaine robotique
(Source : http://www.werfen-accred.fr, consulté le 01/01/2015)

4.1.2. Le prélevement sur le systeme d’automatisation de laboratoire

L’analyseur est muni d’'un systéme de double bras de prélevement, chacun équipé d'une
sonde a détection capacitive (détection du niveau). La sonde se trouvant sur le bras
externe (bras dédié au prélevement a I'extérieur de I'analyseur) permet de prélever un
aliquote de I’échantillon (le volume prélevé tient compte de la charge de travail
transmise par le SIL ainsi que des réanalyses et tests réflexes éventuels). L’aliquote est
déposé dans une cuvette en zone d’attente puis traité par I'analyseur avec le second bras
de prélevement. La distribution des échantillons pour les analyses est effectuée a I'aide
d’'une sonde préchauffée reliée a une seringue de précision. Cette sonde est équipée d’'un
détecteur capacitif a impulsions permettant la vérification de la présence de liquide et

de son volume.

Prélévement pour
analyses

Prélévement de
I'aliquot échantillon

Figure 19 : principes de prélevement sur ’ACL TOP® 700 LAS
(Source : http://www.werfen-accred.fr, consulté le 01/01/2015)

66



4.1.3. Chargement des cuvettes et prélevement de I’échantillon

Les cuvettes réactionnelles, sous forme de barrettes de 4 cuves (polystyrene de qualité
optique), sont disposées dans la zone de chargement des cuvettes située sur la gauche

du systeme.

Figure 20 : barrette composée de 4 cuvettes réactionnelles
(Source : http://www.werfen-accred.fr, consulté le 01/01/2015)

Figure 21 : insertion des cuvettes réactionnelles sur ’ACL TOP® 700
(Source : http://www.werfen-accred.fr, consulté le 01/01/2015)

Les barrettes sont prises en charge par le module de transport (« shuttle », systeme de
pince automatique permettant de transporter les barrettes de cuves dans toutes les
zones de l'instrument).
La zone de chargement échantillons est maintenue a 37°C. Le plasma est distribué dans
une cuvette par la sonde équipée d'un détecteur (détection des fluides avant, pendant et
apres le prélevement).
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4.1.4. Le prélevement des réactifs

Une fois les échantillons chargés dans la barrette de cuvettes, celle-ci est transportée par
le « shuttle » (navette) dans la zone de chargement des réactifs intermédiaires. Cette
zone comme la précédente est maintenue a 37°C. Les réactifs intermédiaires sont
distribués a I'aide de la sonde réactif 1. Puis la barrette de cuvettes est transportée dans
la zone de chargement de réactifs déclenchants (maintenue aussi a 37°C) par le «
shuttle ». Les réactifs correspondants sont distribués par la sonde réactif 2. Si le test ne
comporte pas de réactif intermédiaire, la barrette de cuvettes sera directement

positionnée dans la zone de chargement de réactifs déclenchants.

4.1.5. Lecture des réactions

Le module optique est composé de quatre zones de cellules comportant chacune quatre
positions (pour quatre barrettes de cuvettes). Cela permet la lecture simultanée de 16
réactions. Un faisceau de fibres optiques transmet I'énergie de deux sources lumineuses

(I'une émettant a 671 nm l'autre a 405 nm).
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lumineuses (405 & 671 nm)

V

Source 405 & 671 nm Cuvette Photodétecteur
|
"Energie ranemize” = = T
I
|
Absorbanca optique = Log = log 7T

lo

Loi de BEERT-LAMBERT

Figure 22 : composition du module optique
(Source : http://www.werfen-accred.fr, consulté le 01/01/2015)

4.1.6. Ringage et évacuation des consommables

Une fois la lecture finie dans le module optique, les barrettes de cuvettes sont évacuées
dans le conteneur de cuvettes usagées. Lors des différents chargements les sondes sont
nettoyées automatiquement intérieurement et extérieurement a 'aide des solutions de

lavage situées a droite de I'appareil.
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Figure 23 : évacuation des barrettes usagées a 'extérieur de 'automate
(Source : http://www.werfen-accred.fr, consulté le 01/01/2015)

4.1.7. Principes de mesures de ’ACL TOP®

Qu'il s’agisse de coagulométrie, de chromogénie ou de dosage immunologique, la mesure
optique de la réaction utilise le principe de la loi de Beert-Lambert ou I'absorbance est le
logarithme de la transmittance. La transmittance correspond a l'énergie lumineuse
transmise apres passage d'un faisceau incident (10, Figure 22) a travers une solution
contenant des molécules absorbant I'énergie lumineuse. Le faisceau qui en découle (],
Figure 22) correspond a l'énergie lumineuse restante et captée par le photodétecteur.
Plus une solution absorbe d’énergie lumineuse, plus la transmittance diminue et

I'absorbance augmente.

4.1.7.1.  Principe de mesure des tests de coagulométrie
Pour les tests de coagulation, le signal pris en compte est le signal résultant

correspondant a I’émission a 671 nm. Un coagulum apparait dans la cuve réactionnelle

et en opacifiant le milieu, il modifie I'énergie transmise au photodétecteur. Le temps de
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coagulation est déterminé soit par le pic de la dérivée premiére de la courbe

d’absorbance (TP par exemple) soit par le pic de la dérivée seconde (TCA par exemple).
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Figure 24 : analyse de la dérivée premiere pour déterminer le TP
(Source : http://www.werfen-accred.fr, consulté le 01/01/2015)
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Figure 25 : analyse de la dérivée seconde pour déterminer le temps de coagulation

(TCA)
(Source : http://www.werfen-accred.fr, consulté le 01/01/2015)

4.1.7.2.  Principe de mesure des tests chromogéniques

Pour les tests chromogéniques, le signal pris en compte est le signal résultant du
faisceau émis a 405 nm. L’absorbance développée a 405 nm dans la plupart des

réactions de chromogénie est liée a la libération de para-nitroaniline (pNA) par
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digestion d'un substrat spécifique. La pente du signal généré par la para-nitroaniline

libérée est proportionnelle ou inversement proportionnelle a la molécule a doser.
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Figure 26 : signal mesuré pour le dosage chromogénique de I'AT
(Source : http://www.werfen-accred.fr, consulté le 01/01/2015)

4.1.7.3. Principe de mesure des tests immunologiques

Les tests immunologiques reposent sur une méthodologie mettant en jeu des particules
de latex recouvertes de I'antigéne ou de I'anticorps ayant une affinité pour la molécule a
doser. Lorsqu’un plasma contenant la molécule a doser est mélangé avec le réactif, une
agglutination (complexe antigéne-anticorps) se produit et peut étre mesurée par
méthode immunoturbidimétrique, en mesurant 'augmentation d’absorbance a 405 nm

ou a 671 nm suivant la taille des particules de latex.

4.2. Configurations des dosages

4.2.1. Dosage du dabigatran en coagulométrie

L’échantillon est dilué au préalable au 1/5¢me 3 I'laide du contréle normal commercialisé
par la société IL: HemosIL® Normal Control Assayed (référence: 0020003110). Le
réactif est reconstitué a l'aide d’1 mL d’eau distillée et laissé a température ambiante
pendant 30 minutes.

La thrombine utilisée est celle de la société IL : Thrombin Time HemosIL® (référence :
0009758515). La solution est reconstituée avec 10 mL d’eau distillée et laissée a
température ambiante pendant 30 minutes. La concentration de thrombine obtenue est
de 1,5 UNIH/mL. La solution est ensuite répartie en 5 aliquotes de 2 mL qui sont stockés
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a +4°C pendant 15 jours. Un aliquote est utilisé pendant trois jours consécutifs puis est
jeté.

Les controles utilisés sont ceux de société HYPHEN BioMed : DABIGATRAN CONTROL
PLASMA.

Nom du réactif PRADAXA Diluant
PRE-DILUTION DE
Echantillon 28 ul
L’ECHANTILLON
Volume diluant 112 ul
Facteur de dilution 5
Nom du réactif PRAD THROMBINE-EAU
REACTIF DECLENCHANT
Volume 75 ul
VOLUME ECHANTILLON
75 ul
PRELEVE
CALIBRANTS DABIGATRAN PLASMA CALIBRATOR de HYPHEN BioMed
Courbe de calibration du dabigatran
sur ACL TOP LAS
486
432 y=1,191x-23,96
R?=
COURBE DE 378 0.999
, 324
CALIBRATION g 270
B 216
162
108
54
0
0 39 78 117 156 195 234 273 312 351 390 429 468
Dabigatran en ng/mL
DEBUT D’ACQUISITION 10 secondes
DUREE D’ACQUISITION 600 secondes

Tableau 5 : configuration utilisée pour le dosage du dabigatran sur ACL TOP® 700
(Source : données du CHU de Bordeaux, laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin)

73



4.2.2. Dosage du rivaroxaban par chromogénie

L’échantillon est dilué au préalable au 1/3 avec du diluant de la société IL (groupe
Werfen) : HemosIL®, Factor Diluent (référence 0009757600). Le diluant est prét a
I'emploi.

Les réactifs intermédiaire et déclenchant utilisés sont ceux qui servent au dosage des
héparines en routine (HBPM et HNF) de la société IL: COAMATIC® Heparin, S-2732,
15mg (référence 82889363) et COAMATIC® Heparin, Factor Xa, 35 nKat (référence
82889363). Le premier réactif est reconstitué avec 6 mL d’eau distillée et laissé 30
minutes a température ambiante ; le second avec 7,5 mL d’eau distillée et laissé aussi 30
minutes a température ambiante. Pour nos dosages, la stabilité aprés reconstitution a
été étudiée sur 7 jours et est présentée dans le paragraphe 4.7.1.

Les controéles utilisés sont ceux de société HYPHEN BioMed : BIOPHEN RIVAROXABAN®
PLASMA CALIBRATOR

Echantillon 33ul

Nom du diluant Factor Diluent
PRE-DILUTION

Volume diluant 66 ul

Facteur de dilution 3

Nom du réactif Substrat CMX
REACTIF INTERMEDIAIRE

Volume 67 ul

Nom du réactif FXa CMX
REACTIF DECLENCHANT

Volume 83 ul
VOLUME ECHANTILLON

10 ul
PRELEVE

BIOPHEN RIVAROXABAN® PLASMA CALIBRATOR de
CALIBRANTS

HYPHEN BioMed
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COURBE DE CALIBRATION

3,224
3,12
3,016
2,912
2,808
2,704
2,6
2,496
2,392

Log10 (y) mAbs/min

Courbe de calibration du rivaroxaban

sur ACL TOP LAS

y=-0,001x + 3,150
R*=10,991

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

ng/mL

DEBUT D’ACQUISITION

20 secondes

DUREE ACQUISITION

60 secondes

Tableau 6 : configuration utilisée pour le dosage du rivaroxaban sur ACL TOP® 700
(Source : données du CHU de Bordeaux, laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin)

4.2.3. Dosage de I’apixaban par chromogénie

Les caractéristiques des dilutions de

I’échantillon, des diluants,

des réactifs

intermédiaire et déclenchant sont identiques a celles décrites dans le paragraphe

précédent pour le rivaroxaban.

Les controles utilisés sont ceux de société HYPHEN BioMed : BIOPHEN® APIXABAN

CONTROL

Echantillon 33 ul

Nom du diluant Factor Diluent
PRE-DILUTION

Volume diluant 66 ul

Facteur de dilution 3

Nom du réactif Substrat CMX
REACTIF INTERMEDIAIRE

Volume 67 ul

Nom du réactif FXa CMX
REACTIF DECLENCHANT

Volume 83 ul
VOLUME ECHANTILLON

10 ul
PRELEVE
CALIBRANTS BIOPHEN® APIXABAN CALIBRATOR de HYPHEN BioMed
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Courbe de calibration de I'apixaban sur ACL
TOP LAS

3,22
3,12 y=-0,001246x+ 3,120

3,02 R2=0,99909
2,91
2,81
2,70
2,60
2,50
2,39

COURBE DE

CALIBRATION

Log10 (y) mAbs/min

0 59 118 177 236 295 354 413 472 531

Apixaban en ng/mL

DEBUT D’ACQUISITION 20 secondes

DUREE ACQUISITION 60 secondes

Tableau 7: configuration utilisée pour le dosage de l'apixaban sur ACL TOP® 700
(Source : données du CHU de Bordeaux, laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin)

4.3. Préparation des échantillons

Une partie des échantillons de notre étude provient de patients traités par anticoagulant
oral direct et hospitalisés au CHU de Bordeaux (patients d’orthopédie). Ces échantillons
ont subi une double centrifugation comme il est recommandé par le GEHT (Cf Annexe 1).
Une fois centrifugé, le plasma a été congelé a -80°C.

Pour valider nos méthodes de dosage, il a été nécessaire de disposer de davantage
d’aliquotes de plasma contenant un anticoagulant oral direct. Pour cela, du plasma
normal a été prélevé chez une vingtaine de volontaires sains. Des mesures de TP, TCA,
fibrinogéne et anti-Xa HNF ont été effectuées pour s’assurer de la normalité de ces
plasmas. Ils ont ensuite été poolés pour obtenir un pool de plasma normal.

Les laboratoires fabricants ont fourni les molécules actives. Ces poudres ont permis de
réaliser les stock-solutions en dissolvant les poudres dans du Diméthyl sulfoxide (DMSO)
selon les recommandations fournisseur.

Des échantillons surchargés en anticoagulant oral ont pu ainsi étre fabriqués en diluant
les stock-solutions a différentes concentrations avec des aliquotes du pool de plasma
normal. Les conditions de réalisation de ces échantillons, dits spikés, sont résumées
dans I'Annexe 2 et dans I'’Annexe 3. Pres de 200 aliquotes a 20 concentrations

différentes ont ainsi été préparés pour chacune des trois molécules.
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4.4. Performances de la méthode

4.4.1. Performance de quantification
4.4.1.1. Répétabilité

a. Généralités

L’essai de répétabilité est mené selon les recommandations du document du Cofrac, SH
GTA 04 (avril 2011) [11]. Il consiste a analyser un méme échantillon dans les conditions
suivantes :

- Méme opérateur

- Méme lot de réactifs

- Méme instrument

- Méme étalonnage

- Méme série
Ces conditions doivent étre présentes dans un délai le plus court possible puisque
I'objectif est de caractériser la performance de la méthode et de vérifier le bon
fonctionnement du systeme autant vis a vis de I'automate, que de la programmation et
des réactifs.
Il est recommandé de réaliser I'essai de répétabilité sur au moins deux niveaux (un
niveau haut et un niveau bas) et si possible avec un niveau proche de la zone
décisionnelle (performance des dosages dans les zones critiques). Le nombre de dosages
a réaliser est fonction de la méthode, de I'automate et de la faisabilité de ces dosages.
Dans l'idéal, il est recommandé d’effectuer au moins 30 dosages pour avoir une
interprétation statistique optimale. La réalisation de moins de 30 dosages est a
argumenter (colt de 'analyse, lourdeur de la technique, etc.).
En pratique, I'exploitation des résultats consiste a calculer la moyenne des 30 dosages
ainsi que I'écart type. A partir de ces deux valeurs, le coefficient de variation (CV) pourra

étre calculé et comparé aux données de la bibliographie.

En ce qui concerne l'essai de répétabilité pour le dosage des anticoagulants oraux
directs, 30 échantillons ont été passés sur chacun des deux automates (ACL TOP® 700
LAS n°116 et 121) dans des conditions identiques, le méme jour. La moyenne, I'écart

type et le coefficient de variation ont ensuite été calculés.
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Plusieurs références qualité sont disponibles en biologie médicale (SFBC, Ricos, etc.).
Les tables de la SFBC ne concernent que les parameétres de biochimie et ne peuvent donc
pas étre utilisées dans ce cas. Quant aux tables Ricos [56], le dosage des anticoagulants
oraux directs n’y figure pas. A donc été pris comme référence un document de la société
Werfen qui regroupe les CV acceptables sur ACL TOP® (ACL TOP® Family Analytical
Precision Performance Requirements) [57]. Ces données sont valables sur les automates
ACL TOP® et ont été soumises a la FDA (Food and Drug Administration). Néanmoins, ce
document ne donne pas de référence pour le dosage des anticoagulants oraux directs.
Cependant, des références sont présentes pour les héparines. Les limites de CV

acceptables choisies sont donc celles données pour les héparines.

b. Essai de répétabilité pour les ACODs

Réalisation de pools de plasmas spikés de concentration connue.

Passage de 30 échantillons pour chaque niveau au cours d'une méme
TEST EFFECTUE | série (Cf document Cofrac SH GTA 04) et ce par le méme opérateur. A

I'issue de cet essai, la moyenne, I'écart type et le coefficient de

variations sont calculés.
METHODE DE )

CV (%) = 100 x écart type / moyenne
CALCUL

ACL TOP® Analytical Precision Performance Requirements - April
CRITERES

2009 [57]
D’ACCEPTATION

Référence : dosages des héparines

Moyenne Ecart Ecart
Moyenne
ACL type ACL | type ACL | CVACL | CVACL cv
RESULTATS ACL Vert Acceptation
Rouge Vert Rouge Vert (%) | Rouge (%) | d’acceptation

(ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL)

221,6 220,3 8,5 9,6 3,8 4,4 6 Oui
DABIGATRAN

63,1 63,4 4,0 4,7 6,3 7,3 8 Oui

RIVAROXABAN 249,2 234 .5 8,8 11,4 3,5 4,9 6 Oui
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75,8 68,5 4,7 3,0 4,9 4,3 8 Oui

195,1 199,6 7,7 6,7 39 3,4 6 Oui

APIXABAN

48,3 54,1 4,3 3,8 9,0 7,1 8 Oui

c. Conclusion sur I'essai de répétabilité

Au vu des résultats réalisés sur 180 mesures de concentrations des anticoagulants oraux
directs, il apparait que ces dosages sont répétables sur ACL TOP® 700 LAS en référence
aux CV acceptables de la littérature. A noter la présence d'un coefficient de variation
légerement supérieur au CV limite de 8 % pour le dosage bas sur ACL vert mais
légérement inférieur sur I’ACL rouge. La limite de 8 % a été prise par rapport aux
héparinémies classiques selon la société Werfen. Ce CV méme s’il est légerement
supérieur, a été jugé acceptable d’autant plus que la référence en termes de CV est de 15

% selon I'European Medicines Agency [58].

4.4.1.2. Fidélité intermédiaire

a. Généralités

Répétabilité et fidélité intermédiaire apparaissent comme deux évaluations de la fidélité
dans le laboratoire. La fidélité intermédiaire (ou reproductibilité intra-laboratoire) est
définie dans le document SH GTA 04 [11]. Elle consiste a analyser un méme échantillon
(qui peut étre un controle de qualité interne (CIQ) par exemple) dans des conditions
différentes en faisant varier au moins un des facteurs suivants :

- Opérateur

- Temps

- Lots de réactifs

- Etalonnage, etc.
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L’essai est réalisé au cours de séries successives (habituellement 1 a 2 par jour) sur les
CIQ quotidiens le plus souvent. Elle est donc établie sur au moins 15 jours pour disposer
d’au moins 30 valeurs de fagon a avoir une significativité statistique optimale. Elle doit

de plus étre effectuée sur deux niveaux au minimum.

Les modalités de calcul sont identiques a celles définies précédemment pour la
répétabilité. Il s’agit de calculer la moyenne, I'écart type et le coefficient de variation

pour ces dosages.

Différents auteurs, Fraser [59], Ricos [56], définissent des spécifications minimales,
souhaitables et optimales de fidélité (I: imprécision), d’erreur de justesse (B : biais) et
d’erreur totale (ET) en fonction des variations intra-individuelles et inter-individuelles.
L’erreur totale correspond a somme de l'erreur systématique (erreur de justesse) et de
I'erreur aléatoire (défaut de fidélité). Ainsi, des objectifs analytiques ont été déterminés

en fonction de la variabilité biologique [60].

CVw = coefficient de variation intra-individuelle ; CVb = coefficient de variation inter-

individuelle
Niveau de Optimale Souhaitable Minimale
performance
Fidélité <025 * CVw <05 * CVw 1<0,75 * CVw
Erreur de B<0,125" B<025* B<0375"*
justesse (Cvw? + CVb?)'?  (CVw®+CVDb3)'  (CVw? + CVb?)'?
Erreur ET<(165*1)+B ET<{(165°1)+B ET<(165*1)+B
lotale (p < 0,05) (p <0,05) (p <0,05)

Tableau 8 : objectifs analytiques proposés par Fraser [59] a partir de la variabilité biologique

Le Groupe d’Etude sur 'Hémostase et la Thrombose (GEHT) a publié en aoiit 2014 un
document présentant les normes acceptables en hémostase en termes de coefficient de
variation et de biais [61]. Cependant, ni le dosage fonctionnel des anticoagulants oraux
directs, ni le dosage des héparines ne sont présents dans ce document. Il apparait donc

insuffisant pour I’évaluation de nos coefficients de variation et de nos biais.

Tout comme l'essai de répétabilité, a été pris comme référence le document de la société

Werfen qui regroupe les CV acceptables sur ACL TOP® (ACL TOP® Family Analytical
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Precision Performance Requirements). A noter que les limites de CV acceptables pour
les autres parametres (TP, TCA, etc.) sont proches entre les recommandations du GEHT

et les recommandations de la société Werfen.

Certains auteurs proposent aussi d’appliquer la formule suivante [62] :

CV reproductibilité = CV répétabilité * 1,33

b. Essai de fidélité intermédiaire pour les ACODs

Les valeurs correspondent a une période minimale de 30 jours, a

raison d'une série par jour pour chaque niveau (30 déterminations

par niveau analysé), et ce, par des opérateurs différents.
TEST EFFECTUE

A lissue de cet essai, la moyenne, I'écart type et le coefficient de

variation sont calculés suivants les recommandations du document

SH GTA 04.
METHODE DE )

CV (%) = 100 x écart type / moyenne
CALCUL

ACL TOP® Analytical Precision Performance Requirements - April
CRITERES

2009
D’ACCEPTATION

Référence : dosage des héparines

Ecart Ecart cv cv
Moyenne Moyenne
type ACL | type ACL | ACL ACL cv
RESULTATS ACL Vert | ACL Rouge Acceptation
(ng/mL) Vert Rouge Vert Rouge d’acceptation
ng

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (%) (%)

326,8 321,0 22,1 21,9 6,8 6,8 8 Oui
DABIGATRAN

128,6 130,9 10,4 9,4 8,1 7,2 10 Oui

2619 237,8 17,5 18,3 6,7 7,7 8 Oui
RIVAROXABAN

104,8 89,6 9,3 7,8 8,9 8,7 10 Oui

468,5 441,4 36,8 31,5 7,9 7,1 8 Oui
APIXABAN

230.1 213,3 19,8 15,5 8,6 7,3 10 Oui
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c. Conclusion sur I'essai de fidélité intermédiaire pour les ACODs

Au vu des résultats réalisés sur 180 mesures de concentrations des anticoagulants oraux
directs, il apparait que ces dosages sont reproductibles sur ACL TOP® 700 LAS en

référence aux CV acceptables de la littérature.

4.4.1.3. Approche de la justesse/inexactitude

a. Généralités

La justesse est I'étroitesse entre la moyenne d’'un nombre infini de mesures (en pratique,
un grand nombre de mesures) et une valeur de référence. Il existe peu de matériaux de
référence certifiés en biologie ce qui complique la notion de « valeur vraie » et donc de
justesse. Pour effectuer une évaluation de la justesse, il faut comparer la moyenne de
plusieurs dosages a une valeur définie comme valeur cible. L’écart observé entre la
moyenne et la valeur cible est appelé biais. L'externalisation des CIQ permet une
estimation pertinente de la justesse. Il n’existe pas a I'heure actuelle de programme
d’externalisation des CIQ pour la mesure des concentrations plasmatiques en

anticoagulant oral direct.

Une étude d’exactitude consiste a comparer I'étroitesse de l'accord entre une valeur
mesurée et une valeur cible consensuelle. L’écart qui est observé entre les deux valeurs
correspond a l'inexactitude (ou erreur d’exactitude). En I'absence d’externalisation des
CIQ, il est possible d’établir l'inexactitude en comparant les valeurs obtenues des
évaluations externes de la qualité (EEQ) aux valeurs cibles qui correspondent a la valeur
moyenne de I'’ensemble des participants (méthodes standardisées) ou a la moyenne des

résultats obtenus avec la méme méthode (groupe de pairs).

82



biais
erreur systématique
(justesse)
<
— erreur sur une mesure
(exactitude)

— infidélité

erreur aléatoire

(répétabilité ou reprpductibilité)

v
{TTTT[TTTTTTTT[TTTT‘TTTT[TTTT{TTTT[TTTTNTTTTTTTTTTTT[TTTT{TTT
valeur de référence ) résultat d'un mesurage : x  moyenne
(valeur conventionnellement vraie)

Figure 27 : représentation schématique des performances évaluées selon le document

SH GTA 06 [63]

Pour évaluer l'inexactitude de nos méthodes, nous avons pris comme référence les EEQ
du programme ECAT (External quality Control of diagnostic Assays and Tests). Nous
disposons de peu de valeurs d’EEQ via le programme ECAT en raison de la nouveauté
relative de ces molécules et des dosages. Cependant, ces programmes sont amenés a se

développer ainsi que la participation a des programmes d’externalisation des CIQ.

Les critéres d’acceptation retenus sont ceux de la FDA dans le document Guidance for

Industry-Bioanalytical Method Validation [63] repris dans plusieurs publications [64].

b. Approche de l'inexactitude pour le dabigatran

TEST EFFECTUE | Passage de 4 échantillons (EEQ, programme ECAT)
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Inexactitude(%) = M x 100
1?

METHODE DE
CALCUL x : valeur trouvée pour 'EEQ

v : valeur cible

- Guidance for industry-Bioanalytical method validation [63]
CRITERES

D’ACCEPTATION

- European Medicines Agency-Guideline on bioanalytical method

validation [58]

Valeur Valeur Inexactitude
Inexactitude
cible EEQ %) acceptable Acceptation
%)
(ng/mL) | (ng/mL) (%)
103 105 1.9 -15 2> +15 Oui
160 168 5,0 -15 2> +15 Oui
226 221 -2,2 -15 2> +15 Oui
299 299 0 -15 2> +15 Oui
RESULTATS
Evaluation de l'inexactitude pour le dosage du
dabigatran
20
£ 10
= |
@ 0 L = ]
=
A -10
-20
0 1 2 3 4 5
N° du dosage
c. Approche de I'inexactitude pour le rivaroxaban
TEST EFFECTUE | Passage de 6 échantillons (controles de qualité, programme ECAT)
METHODE DE X =y
Inexactitude(%) = u x 100
CALCUL v
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x : valeur trouvée pour 'EEQ

v : valeur cible

CRITERES

D’ACCEPTATION

- Guidance for industry-Bioanalytical method validation [63]

- European Medicines Agency-Guideline on bioanalytical method

validation [58]

Valeur | Valeur
Inexactitude | Inexactitude
RESULTATS cible EEQ Acceptation
(%) acceptable (%)
(ng/mL) | (ng/mL)
92 96 4,3 -15 2> +15 Oui
292 295 1,0 -15 2> +15 Oui
150 156 4,0 -15 2> +15 Oui
215 236 9,8 -15 2> +15 Oui
286 282 -1,4 -15 2> +15 Oui
150 141 -6,0 -15 2> +15 Oui
Evaluation de l'inexactitude pour le dosage
du rivaroxaban
20
15
. 10 »
X
= 5 = ||
2 0 . m
;;.f -5 |
-10
-15
-20
1 2 3 4 5 6
N° du dosage
d. Approche de I'inexactitude pour I'apixaban
TEST EFFECTUE | Passage de 2 échantillons (controles de qualité, programme ECAT)
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Inexactitude(%) = M x 100
1?

METHODE DE
CALCUL x : valeur trouvée pour 'EEQ
v : valeur cible
- Guidance for industry-Bioanalytical method validation [63]
CRITERES
, - European Medicines Agency-Guideline on bioanalytical method
D’ACCEPTATION
validation [58]
Valeur
Valeur EEQ|Inexactitude| Inexactitude
RESULTATS cible Acceptation
(ng/mL) (%) acceptable (%)
(ng/mL)
245 224 -8,6 -15 > +15 Oui
68 65 -4,4 -15 > +15 Oui

Evaluation de l'inexactitude pour le dosage de
I'apixaban

20
15
10

Biais en %

-10
-15
-20

0 1 Nedu dosage

4.4.1.4. Estimation de l'incertitude de mesure

a. Généralités

L’évaluation des incertitudes de mesure est une exigence de la norme NF EN ISO 15189.
Dans le paragraphe § 5.6.2, il est indiqué : "Le laboratoire doit déterminer ['incertitude
des résultats, dans le cas ou cela est pertinent et possible. Toutes les composantes
importantes de l'incertitude doivent étre prises en compte. Les sources contribuant a

l'incertitude peuvent inclure I'échantillonnage, la préparation des échantillons, la sélection
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des aliquotes d'échantillon, les calibrateurs, les matériaux de référence, les grandeurs
d'entrée, I'équipement utilisé, les conditions expérimentales, 1'état de I'échantillon et les
changements de manipulateurs."

Les modalités de calcul de I'incertitude sont résumées dans le document du COFRAC SH
GTA 14 [65]. L’incertitude se définit comme un parametre non négatif qui caractérise la

dispersion des valeurs attribuées a un mesurande.

La connaissance des incertitudes de mesure par le biologiste et par le prescripteur n’est
pas une simple exigence normative. Il s’agit avant tout d'une aide au diagnostic et a la
prise de décision clinique. Elle permet de mieux connaitre et de mieux interpréter les
résultats biologiques rendus (aide par exemple a la comparaison et a la significativité

avec un résultat antérieur pour caractériser une évolution significative ou non).

L’incertitude de mesure résulte de la combinaison d’un certain nombre de composantes
qui influent le résultat d’'un mesurande donné. Plusieurs méthodes ont été décrites pour
évaluer les incertitudes de mesure de résultats quantitatifs [65]. Cette évaluation des
incertitudes est recommandée pour plusieurs niveaux de concentrations des analytes a
doser et si possible aux seuils de décision thérapeutique. L’évaluation des incertitudes
de mesure repose sur plusieurs méthodes décrites dans le SH GTA 14 et reportées ci-
dessous.
- La méthode GUM (Guide for Uncertainty Measurement) :

Il s’agit de la méthode de référence reconnue internationalement. Cependant

cette approche nécessite d’avoir identifié au préalable les composantes de

'incertitude et de les avoir modélisées et quantifiées. Ainsi le calcul résulte de

la prise en compte de toutes ces composantes. Cette méthode n’est pas

applicable aux tests fonctionnels de biologie compte tenu du fait que les

composantes de I'incertitude ne sont pas toutes disponibles.

- La méthode intra-laboratoire :

Il s’agit d'une méthode qui combine les résultats des CIQ avec ceux des

matériaux de référence. Dans ce cas, la fidélité intermédiaire peut étre établie

a partir des CIQ qui permettent le calcul d’'un coefficient de variation. La

justesse est établie soit a partir d'un matériau de référence ou a partir d’'une

méthode de référence d’incertitude connue ou en comparaison avec les

résultats de laboratoire experts utilisant la méme méthode. Ces matériaux de

référence sont de peu d'usage en biologie.
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- La méthode CIQ/EEQ :
Cette méthode repose sur l'exploitation des données internes (CIQ) et
externes (CIQ externalisés ou EEQ) utilisée et détaillée ci-dessous.

- La méthode CIQ + étalon fournisseur :
L’évaluation de lincertitude passe par une évaluation de la fidélité
intermédiaire des CIQ ainsi qu’'une évaluation de lincertitude liée aux

indications fournies avec I'étalon du systeme analytique.

La méthode choisie pour I'évaluation des incertitudes de mesure repose sur
'exploitation de contrdles internes de la qualité et des données d’évaluation externe de
la qualité.

L’incertitude composée u(c) est obtenue en prenant la racine carrée de la somme de

I'incertitude issue des CIQ au carré, avec 'incertitude issue de 'EEQ au carré.

u(c) = i (CIQ) + u*(EEQ)

w(EEQ) =

u® (CIQ) : variance de I’ensemble des résultats du contrdle interne de qualité (CIQ)
u*(EEQ) : variance liée a la justesse (biais, EEQ)
o, : écart type des écarts entre le résultat du laboratoire et la valeur assignée (EEQ)

E: moyenne des écarts entre le résultat du laboratoire et la valeur assignée (EEQ)

L'incertitude élargie est ensuite calculée en multipliant l'incertitude-type obtenue par
un facteur d'élargissement k, égal généralement a 2, ce qui correspond a un intervalle de
confiance d'environ 95 % si la loi de distribution est normale.

Le résultat de l'incertitude en lui-méme n’est pas évalué par rapport a un critere de

conformité et ne peut donc pas étre comparé aux indicateurs issus de la littérature.

L’évaluation de l'incertitude n’est pas un critere de sélection de la méthode.

L’incertitude est un outil d’aide a l'interprétation des résultats pour une décision
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meédicale. Minorer l'incertitude revient a sous évaluer le risque de donner un résultat ne

permettant pas un diagnostic ou une modification thérapeutique fiables.

b. Incertitude de mesure pour le dabigatran

ECHANTILLONS UTILISES

POUR LE CALCUL

4 EEQ (contrdles de qualité, programme ECAT)

30 CIQ passés sur chaque ACL

METHODE DE CALCUL

Méthode CIQ/EEQ (SH GTA 14)

W(C) =u’ (CIQ) + u*(EEQ)

—\2
]
U(EEQ) =,|| —=| +0°
(EEQ) 3 +O0E
Incertitude Incertitude élargie
RESULTATS u(CIQ) | u(EEQ) .
composée (ng/mL) (ng/mL)
100<EEQ<200 9,9 51 11,2 22,3
200<EEQ< 300 22,0 3,8 22,3 44,7

c. Incertitude de mesure pour le rivaroxaban

ECHANTILLONS UTILISES

POUR LE CALCUL

6 EEQ (contrdles de qualité, programme ECAT)

30 CIQ passés sur chaque ACL

METHODE DE CALCUL

Méthode CIQ/EEQ (SH GTA 14)

W(C) =u’ (CIQ) + u*(EEQ)

—\2
E|
U(EEQ) = .|| —| +0°
(EEQ) NG E
Incertitude ] i _
RESULTATS u(CIQ) | u(EEQ) Incertitude élargie
composée
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(ng/mL) (ng/mL)

90<EEQ<200 8,6 8,2 11,8 23,6

200<EEQ<300 17,9 13,5 22,4 44,8

d. Incertitude de mesure pour I'apixaban

2 EEQ (contrdles de qualité, programme ECAT)
ECHANTILLONS

30 CIQ passés sur chaque ACL
UTILISES POUR LE

L’incertitude n’a pas pu étre réalisée sur plusieurs niveaux en
CALCUL

raison de la faible quantité d’EEQ

Méthode CIQ/EEQ (SH GTA 14)

u(C) =u’ (CIQ) + u*(EEQ)
METHODE DE
CALCUL

A
UCEEQ) - | 7| v
\ L V3
Incertitude composée | Incertitude élargie
RESULTATS u(CIQ) | u(EEQ)
(ng/mL) (ng/mL)

68<EEQ<245 17,7 14,5 22,8 45,7

e. Bilan des incertitudes de mesure

Pour les valeurs entre 100 et 200 ng/mlL, le calcul des incertitudes élargies donne des
résultats entre 20 et 25 ng/mL. Cette valeur a un intérét clinique essentiel dans
'interprétation du rendu des résultats par le laboratoire.

Pour des valeurs entre 200 et 300 ng/mL, les incertitudes élargies sont autour de 45
ng/mL. Néanmoins ces valeurs sont a interpréter avec prudence. En effet, le laboratoire
dispose de peu de valeur d’EEQ (surtout pour 'apixaban). Ces premiers résultats sont

donc a confirmer sur un plus grand nombre de controles externes. Il serait de plus
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intéressant d’avoir des EEQ aux alentours des seuils décisionnels bas (qui sont aux
alentours de 30 ng/mL). Ces premiers résultats sont donc une ébauche de la
connaissance des incertitudes de mesure et devront étre complétés par les nouveaux

résultats d’EEQ.

4.4.1.5. Evaluation de la limite de détection et de quantification

a. Généralités

La limite de détection correspond au plus petit signal exprimé en concentration qui peut
étre distingué avec une probabilité donnée d'un blanc de réaction. Pour I'estimer, 30
mesures répétées de blancs dans une méme série sont effectuées et la moyenne et I'écart

type sont calculés.

La limite de quantification correspond a la plus petite valeur mesurée, exprimée en
concentration, rendue avec un niveau de confiance acceptable et d’incertitude connue.
Cette limite peut aussi étre déterminée avec des dilutions d’'un échantillon de controle
interne de qualité et la mesure d’'un CV. La limite de quantification correspond ainsi a la

derniere valeur ou le CV est acceptable selon des limites définies au préalable.

b. Evaluation de la limite de détection et de quantification pour les ACODs

> Limite de détection (L.D)

TEST EFFECTUE Passage de 42 blancs matrice (échantillons de patients non traités)
METHODE DE LD = 3 x écart typeblanc matrice
CALCUL SH GTA 04

Ecart typeblanc matrice (ng/mL) 2,1
DABIGATRAN

LD (ng/mL) 6,0

Ecart typeblanc matrice (ng/mL) 2,5
RIVAROXABAN

LD (ng/mL) 7,3

Ecart typeblanc matrice (ng/mL) 2,8
APIXABAN

LD (ng/mL) 8,4
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> Limites de quantification basse (LLOQ)

TEST EFFECTUE | Passage de 42 blancs matrice (échantillons de patients non traités)

METHODE DE LLOQ = 10 x écart typeblanc matrice

CALCUL SH GTA 04

DABIGATRAN LLOQ (ng/mL) 21,1
RivAROXABAN | LLOQ (ng/mL) 24,5
APIXABAN LLOQ (ng/mL) 28,0

4.4.1.6. Evaluation de la limite supérieure de linéarité
a. Généralités
L’évaluation de la linéarité s’effectue sur des dilutions faites a partir d'une concentration
élevée en anticoagulant. Il s’agit de vérifier la linéarité entre les différentes dilutions

effectuées et les concentrations mesurées. La limite supérieure de linéarité et la limite

de quantification permettent de définir le domaine de mesure de la méthode.

b. Limite supérieure de linéarité pour le dabigatran

TEST EFFECTUE | Gamme plasmatique de 20 concentrations de dabigatran

Gamme plasmatique du dabigatran

S
° 1200
ey
£ E 1000
o S~
g =
S E 800
= =
SE 600
RESULTAT ‘é g,
= '«'5 400 y=1,174x+ 11,89
go R?=0,996
£ 200
(&)
0
00 200 400 600 800 1000

Dosage du dabigatran (ng/mL)

Dosage du dabigatran linéaire de 0 a 850 ng/mL.
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C.

Limite supérieure de linéarité pour le rivaroxaban

TEST EFFECTUE

Gamme plasmatique de 20 concentrations de rivaroxaban

Gamme plasmatique pour le rivaroxaban

1200
=
%)
g 5 1000 o
SE
|
§ g 800
Lo = -
RESULTAT =i Y
£ 400
g2
S 200
(=]
(&)
0
00 200 400 600 800 1000
Dosage du rivaroxaban (ng/mL)
Dosage du rivaroxaban linéaire de 0 a 800 ng/mL
d. Limite supérieure de linéarité pour I'apixaban
TEST EFFECTUE | Gamme plasmatique de 20 concentrations d’apixaban
Gamme plasmatique pour I'apixaban
1200
=
%)
q:”,, 1000
o
5E 300
\Q Bf
=G
= = 600
e«
RESULTAT s 2
5% 400
£ 5 y=1,129x + 19,06
£ 200 RZ=0,993
[
0
00 200 400 600 800 1000

Dosage de I'apixaban (ng/mL)

Dosage de I'apixaban linéaire de 0 a 800 ng/mL.
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e. Bilan de I’étude de la linéarité

TEST EFFECTUE | Gamme plasmatique de 20 concentrations des drogues

Etude de la linéarité des différentes molécules

1200
B rivaroxaban y=1,1522x - 18,453
2 _
1000 - R*=0,990
= B dabigatran
g 800 y=1,1742x + 11,898
E apixaban R? = 0,996
§ 600
%]
5]
&
RESULTAT 2 400
a
200
0
0 200 400 600 800

Concentrations théoriques en ng/mL

Les dosages dans nos configurations de tests sont linéaires de 0 a

800 ng/mL

4.4.1.7. Comparaison de méthodes

a. Généralités

Pour le dabigatran, les plasmas ont été dosés par le laboratoire de Pharmacologie du
CHU de Bordeaux en LC/MS-MS (dabigatran libre) et par le laboratoire Nuvisan en
LC/MS-MS (dabigatran glucuronoconjugué et libre) pour permettre de tester la
corrélation entre les mesures physiques (spectrométrie de masse) et les mesures
fonctionnelles (ACL TOP®). Les dosages des autres anticoagulants oraux (rivaroxaban
et apixaban) ont été réalisés en parallele au laboratoire de Pharmacologie du CHU et au

laboratoire d’Hémostase (mesures fonctionnelles).

Les dosages de dabigatran libre ont été réalisés au laboratoire de Pharmacologie par
HPLC Alliance Waters avec un détecteur Quattro Micro Waters associés a un systeme
d’acquisition et de traitement des données (logiciel MassLynx). Les échantillons de
plasma ont subi dans un premier temps, avant la phase de chromatographie une phase

d’extraction avec un solvant, le méthanol.
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Les dosages de dabigatran total ont été réalisées par Nuvisan Pharma Services (Neu

Ulm, Allemagne) utilisant un détecteur Agilent série 1200.

Plusieurs méthodes statistiques de comparaison sont disponibles et peuvent étre
utilisés comme la détermination du coefficient de corrélation de Spearman, de Pearson,
ou encore la mesure d’intervalles de confiance (concept de Rocci et al [66]). Le
document SH GTA 04 précise les modalités de comparaison de deux méthodes. Il est
ainsi possible d’établir le graphique selon la méthode de Bland et Altman ou les
différences entre les deux méthodes sont dans un premier temps calculées [67][68]. Les
limites (matérialisées par les traits horizontaux externes sur les graphiques) sont
établies en appliquant la formule ci-dessous ou d correspond a la moyenne des
différences (matérialisée par le trait horizontal central) et sdd a l'écart type des

différences entre les deux méthodes :

Limites =d + 2 sdd

Un graphique des différences peut aussi étre réalisé en établissant comme
précédemment les différences entre les deux méthodes. Les limites de suivi comme
précisé dans le document SH GTA 04, sont établies, en considérant que I’écart type de
fidélité intermédiaire de la méthode A est identique a celui de la méthode B. Dans ce cas

la, les limites correspondent a :

Limites = + 4,240

o = CV*moyenne

Sont matérialisées sur les graphiques les limites via les traits externes et la moyenne des
différences par le trait central. Dans notre essai, le CV choisi a été le CV limite proposé
par la société Werfen, qui est de 8% et qui correspond a un CV assez strict. De cette
facon, la moyenne entre les deux méthodes a été calculée et a permis de calculer I'écart

type et les limites de suivi.
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La comparaison a été aussi réalisée via les graphiques des rapports entre les deux

méthodes ou figure aussi la moyenne des rapports (trait horizontal).

Enfin, une courbe de corrélation entre les deux méthodes a comparer a aussi été établie.
Les données pertinentes sont apportées par I'’équation de la droite de régression dont la
pente et 'ordonnée a l'origine expriment la similarité entre les deux méthodes (pente
proche de 1 et ordonnée a I'origine proche de 0) [11] ainsi que la valeur du coefficient de

corrélation qui permet d’apprécier le lien entre les deux méthodes et la relation linéaire.

b. Dabigatran

1) Comparaison du dTT avec la spectrométrie de masse (Nuvisan Pharma Services et

Laboratoire de Pharmacologie du CHU de Bordeaux)

- Echantillons testés : 87 échantillons de patients traités au
dabigatran

- Intervalle de mesure en ng/mL: [8; 476]

- Méthodes de comparaison :

TESTS EFFECTUES
* Courbe de corrélation
* Bland et Altman

* Diagramme des différences

* Diagrammes des rapports

- 0,85<pente<1,15
- R2>0,80

CRITERES D’ACCEPTATION

Graphiques Pages suivantes

LC-MS/MS Moyenne des différences : -5,23 ng/mL
RESULTATS ENTRE 8 ET 476

CHU de Bordeaux | Moyenne des rapports : 0,96

NG/ML
LC-MS/MS Moyenne des différences : -36,60 ng/mL
Nuvisan Moyenne des rapports : 0,80
Graphiques Pages suivantes
RESULTATS ENTRE 8 ET 100 LC-MS/MS Moyenne des différences : -6,44 ng/mL
NG/ML CHU de Bordeaux | Moyenne des rapports : 0,88

LC-MS/MS Moyenne des différences : -17,94 ng/mL

Nuvisan Moyenne des rapports : 0,74
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Comparaison de la LC-MS/MS avec le dTT « maison » de 0 a 476 ng/mL de dabigatran :

Corrélation entre le dTT et la LC-
MS/MS (dabigatran total) pour le
dosage du dabigatran

(o))
o
o

Ul
[e]
o

y=1,166x + 8,405 -
R?2=0.972

S
=)
S

w
o
o

200

100

(=]

0 100

200

300

400 500

LC-MS/MS (dabigatran total) en ng/mL

dTT(ng/mL)

LC-MS/MS (dabigatran libre)

Corrélation entre le dTT et la LC-
MS/MS (dabigatran libre) pour le
dosage du dabigatran

500
450
400
350
300
250
200
150
100

50

0 T T T T

200 300 400

dTT (ng/mL)

y =0,990x + 6,899
R*=0,945

500

Bland et Altman pour le dosage du
dabigatran : dTT - LC-MS/MS

Bland et Altman pour le dosage du
dabigatran : dTT - LC-MS/MS

Moyenne (dTT et LC-MS/MS) en ng/mL

(dabigatran total) (dabigatran libre)
2 60 100 -
= 40 | %0
= =
£ 20 g
g 0 Z
g 20 N
= =
S -40 9
£ 60 £
= S
o -80 v
Q Q
=1 =}
g -100 5
) NI
o= = -1 T T T T
= -120 T T T T = 00
0 100 200 300 400 500
0 100 200 300 400 500
Moyenne (dTT et LC-MS/MS ) en ng/mL
Moyenne (dTT et LC-MS/MS) en ng/mL
Diagramme des différences pour Diagramme des différences pour
le dosage du dabigatran: dTT - le dosage du dabigatran : dTT -
LC-MS/MS (dabigatran total) LC-MS/MS (dabigatran libre)
., 200 500
£ 50 E
&b / < 150
= 2
5 / g 100
2 s @ 50
S - =
= 0 g ©0
&) .
- = |
£ -100 £
< E -150
o -150 8
5 £ -200 T T T T
& -200 T T T T B
& 2 0 100 200 300 400 500
a8 0 100 200 300 400 500 [[&

Moyenne (dTT et LC-MS/MS ) en ng/mL
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Diagramme des rapports pour le
dosage du dabigatran : dTT/LC-
MS/MS (dabigatran total)

1,2

1,1

dTT/LC-MS/MS (dabigatran total)

300

dTT (ng/mL)

dTT/LC-MS/MS

0,4

Diagramme des rapports pour le
dosage du dabigatran : dTT/LC-
MS/MS (dabigatran libre)

200 300 400
dTT (ng/mL)

500

Comparaison de la LC-MS/MS avec le dTT « maison » de 0 a 100 ng/mlL de dabigatran :

Corrélation entre le dTT et la LC- Corrélation entre le dTT et la LC-
MS/MS (dabigatran total) pour le MS/MS (dabigatran libre) pour le
dosage du dabigatran dosage du dabigatran
140 = 120 y=0883x+1344 o m
5 R% = 0,863
= 120 y=1,074x + 13,42 = 100 -
n2 oO-04L [=}
é 100 N = U, 770 E
o s 80 ]
E 80 20
%2 Q 60 A
2 60 S
2 wn
% 40 g 40 =
20 5 = 20
= (]
0 T T T T T 0 T T
0 20 40 60 80 100 120 0 50 100
dTT (ng/mL) dTT (ng/mL)
Bland et Altman pour le dosage du Bland et Altman pour le dosage du
dabigatran : dTT - LC-MS/MS dabigatran : dTT - LC-MS/MS
(dabigatran total) (dabigatran libre)
L2
o 0 E 2 5
E 5= & L s —
op ] =
£ .10 n 210 -
~ -15 L-l .—. _ g - -
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g 20 - o = = u
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e "N S .15 - m Sy
E s , o
g 40 5 25 =
g 0 20 40 60 8 100 120 E _3 i
S Moyenne (dTT et LC-MS/MS) en ng/mL 0 20 40 60 80 100 120
Moyenne (dTT et LC-MS/MS ) en ng/mL
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Diagramme des différences pour Diagramme des différences pour
le dosage du dabigatran : dTT - le dosage du dabigatran : dTT -
LC-MS/MS (dabigatran total) LC-MS/MS (dabigatran libre)
40
., 50 gm 20
E 40 £
%D 30 // 2 20
% 20 / § 10
Z 10 2
%) - S 01
= 0 a o
S 10 —.I—.— % -10
E -20 A 8 -20
3 =}
g -40 &
£ 50 =
a i ) ) i ) 0 20 40 60 80 100 120
0 20 40 60 80 100 120
Moyenne (dTT et LC-MS/MS) en ng/mL Moyenne (dTT et LC-MS/MS ) en ng/mL
. Diagramme des rapports pour le
Diagramme des rapports pour le dosage du dabigatran : dTT/LC-
dosage du dablgatran :dTT/LC- MS/MS (dabigatran libre)
MS/MS (dabigatran total) 3
_ 11 12 .l
g 10 11 - L
g ol
E 0,9 | E 1.0 1 u ._..—
) 0,8 | l-. i , = H?."i
wn | 0,8
o o A %
5 06 +Sgm [ | =07 (L -
3 m 0,6 -
=4 :
£ 05
o 0,5
04 T T T T T
04 :
0 20 40 60 80 100 120
0 20 40 60 80 100 120
dTT (ng/mL) dTT (ng/mL)

2) Comparaison du dTT avec le test chromogénique a base d’écarine (Stago)

dabigatran

TESTS EFFECTUES

- Echantillons testés : 87 échantillons de patients traités au

- Intervalle de mesure en ng/mL: [8; 476]
- Méthodes de comparaison :

* Courbe de corrélation

* Bland et Altman

* Diagramme des différences

* Diagrammes des rapports
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CRITERES

- 0,85<pente<1,15

D’ACCEPTATION - R2>0,80
Corrélation du dTT avec le temps d'écarine (Stago)
pour le dosage du dabigatran
600 y=1,169x + 6,387
2 _
500 R* =0,982
m_ gt
Z'400 Lu
5 -
£.300
= e o
100 -—"5""""
~
0 - & T T T T T T T T 1
0 50 100 150 cglalo(ng/zrrslg) 300 350 400 450
Bland et Altman pour le dosage du dabigatran : dTT
- ECAII
50
30
’.é? 10
O [ . '~ F 3 :
=
= -30 1 _
COMPARAISON 5 50 - . ™ l!_.
ENTRE 8 ET 476 " 70 n uf § n
> ——
NG/ML = -90 o )
[ |
-110
-130 T T T T 1
0 100 200 300 400 500
dTT ng/mL
Diagramme des différences pour le dosage du
dabigatran : dTT - ECAII
200
150
Foo
o
550
=0
= 50
. Ia l.E o i m =
-150
-200 T T T T T T T T T 1

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

dTT ng/mL
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Diagramme des rapports pour le dosage du
dabigatran : dTT/ECAII
1,2
1,1
= 1,0 ||
S o]
= [ N | [ ]
09 i —l
N T LTI T -\
< 0,8 1
& 0,7 T—= ™ []
g 06 T
0,5 18
0,4- T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
dTT (ng/mL)

Moyenne des différences : -35,00 ng/mL
Moyenne des rapports : 0,81

Corrélation du dTT avec le temps d'écarine (Stago)
pour le dosage du dabigatran
140
120 P
y=1,137x+ 7,985 »
=100 R*=0,97% d a
E =
& 80 = B
g >
= 60 p
2 il
40 —
20 c—2
DIAGRAMMES DE 0 ' ' ' ' ' '
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COMPARAISON dTT (ng/mL)
ENTRE 8 ET 100
Bland et Altman pour le dosage du dabigatran : dTT
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=20 u o -
e o o’
o [ ]
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0 20 40 60 80 100 120
dTT (ng/mL)
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Diagramme des différences pour le dosage du
dabigatran : dTT - ECAII
50
_ 40
-
£ %
[<19]
£ 10
= 0
<<
' =20
E 30 (] ]
-40
-50 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
dTT (ng/mL)
Diagramme des rapports pour le dosage du
dabigatran : dTT/ECAII
1,0
Lo (] (]
= 0,9
S 09 as i m
= 08 5 = —-—ﬂi
5 08 ——u
o L
507 =
20,7 n
& =
0,6 =
0,6
0,5 a T ' r r T '
0 20 40 dTT (%%/mL) 80 100 120
Moyenne des différences : -16,28 ng/mL
Moyenne des rapports : 0,76

3) Comparaison du dTT avec HTI (Hyphen BioMed)

- Echantillons testés : 87 échantillons de patients traités au
dabigatran

- Intervalle de mesure en ng/mL: [8; 476]

- Méthodes de comparaison :

TESTS EFFECTUES
* Courbe de corrélation
* Bland et Altman

* Diagramme des différences

* Diagrammes des rapports
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CRITERES - 0,85<pente<1,15
D’ACCEPTATION - R2>0,80
Corrélation du dTT avec HTI (Hyphen) pour le
dosage du dabigatran
500 y=1,069x - 6,821 .
2 _
400 R?=0,884 5 ._.
=) n
£ 300 [ 4'
5 (] [
2 i |
= 2 :
= 200 P
) ‘(“" —=
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o innn . . . |
0 100 200 300 400 500
dTT (ng/mL)
Bland et Altman pour le dosage du dabigatran : dTT
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150 &
DIAGRAMMES DE ~ 100 =
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= ]
ENTRE 8 ET 476 = 0 ~
as) [ ] [ ] '
' [ | =
NG/ML = 50 '7.
= ]
-100
-150 r r r T !
0 100 200 300 400 500
dTT (ng/mL)
Diagramme des différences pour le dosage du
dabigatran : dTT - HTI
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Diagramme des rapports pour le dosage du
dabigatran : dTT/HTI
6,0
|
5,0
—4,0
F
<,
E3,0 .
2,0 - _
]
L0 T3
0,0 T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
dTT (ng/mL)
Moyenne des différences : -4,97 ng/mL
Moyenne des rapports : 1,05
Corrélation du dTT avec HTI (Hyphen) pour le
dosage du dabigatran
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Diagramme des différences pour le dosage du
dabigatran : dTT - HTI
100
B 80 - =
i z .
w5 40 =
E [
= 20 - | i = L
:Iu: 0 .—. [
— = "R am " an
5 -20 - =
-40
'60 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
dTT (ng/mL)
Diagramme des rapports pour le dosage du
dabigatran : dTT/HTI
6,0
(]
50
— 4,0
F
o
=30
5 ]
2,0 ||
10 - i
’ E I
0,0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
dTT (ng/mL)
Moyenne des différences : 9,83 ng/mL
Moyenne des rapports : 1,25

4) Conclusion pour le dabigatran

Le bilan de la comparaison du dTT « maison » avec la LC/MS-MS du laboratoire de
Pharmacologie du CHU de Bordeaux, avec la LC/MS-MS Nuvisan, avec le test
chromogénique a base d’écarine (ECA, Stago) et avec HTI (Hyphen) sera évoqué

ultérieurement dans la Discussion, en lien avec les données de la littérature.
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C.

Rivaroxaban

TESTS EFFECTUES

- Echantillons testés : 235 échantillons de patients traités au
rivaroxaban
- Intervalle de mesure en ng/mL: [0 ; 239]

- Méthodes de comparaison :

Courbe de corrélation
Bland et Altman
Diagramme des différences

Diagrammes des rapports

CRITERES

D’ACCEPTATION

- 0,85<pente<1,15
- R2>0,80

DIAGRAMMES DE
COMPARAISON DE 0

A 239 NG/ML

dosage fonctionnel en ng/mL

300
250
200
150
100

50

0 50 100 150 200 250 300

Corrélation du dosage du rivaroxaban sur ACL TOP®
avecla LC-MS/MS

y=0,976x + 1,687
R%2=0,937 L n

Dosage LC-MS/MS en ng/mL

Différence en ng/mL

Bland et Altman pour le dosage du rivaroxaban

0 50 100 150 200 250

Moyenne (LC-MS/MS et anti-Xa) en ng/mL
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Diagramme des différences pour le dosage du
rivaroxaban
- 100 .
g
\
on
£
=
5]
S m
]
St
&
| .100 . . : . :
0 50 100 150 200 250
Moyenne (LC-MS/MS et anti-Xa) en ng/mL
Diagramme des rapports pour le dosage du
rivaroxaban
8,00
7,00 h
6,00 ‘h
‘é 5,00
& 4,00
g 3,00
2,00 -
1,00 -
0'00 . T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Dosage fonctionel en ng/mL

Moyenne des différences : -0,4 ng/mL

Moyenne des rapports : 1,06

Corrélation du dosage du rivaroxaban sur ACL TOP
avec la LC-MS/MS

140
120 y =0,900x + 3,260 =
DIAGRAMMES DE 100 R?=0,899

80
60
40
20

0

COMPARAISON DE 0

A 100 NG/ML

0 20 40 60 80 100 120

dosage fonctionnel en ng/mL

Dosage LC-MS/MS en ng/mL
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Bland et Altman pour le dosage du rivaroxaban

Différence en ng/mL

Moyenne (LC-MS/MS et anti-Xa) en ng/mL

0 20 40 60 80 100

Diagramme des différences pour le dosage du

Dosage fonctionel en ng/mL

rivaroxaban
50
g
SN
=]
=
=
%]
%]
Q
£
3]
St
&
_ -50 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Moyenne (LC-MS/MS et anti-Xa) en ng/mL
Diagramme des rapports pour le dosage du
rivaroxaban
8,00
|
7,00
6,00 -?
- 500
S 4,00
a ° -
E‘“ 300 = m
2,00 A
1,00 -
0,00 r—-—v—i T T T T ]
-1,00 © 20 40 60 80 160 120

Moyenne des différences : -0,82 ng/mL
Moyenne des rapports : 1,10

BILAN

Le bilan des comparaisons de méthodes sera évoqué

ultérieurement dans la Discussion
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d. Apixaban

- Echantillons testés : 135 échantillons de patients traités a
'apixaban

- Intervalle de mesure en ng/mL: [0 ; 187]

- Méthodes de comparaison :

TESTS EFFECTUES
* Courbe de corrélation
* Bland et Altman

* Diagramme des différences

* Diagrammes des rapports

CRITERES - 0,85<pente<1,15

D’ACCEPTATION - R2>0,80

Corrélation du dosage de I'apixaban sur ACL TOP®
avecla LC-MS/MS

200
y=0,942x + 9,494
150 R?=0,872
100
50

0
00 50 100 150 200

Activité anti-Xa ng/mL

DIAGRAMMES DE LC-MS/MS ng/mL

COMPARAISON DE 0

A 187 NG/ML Bland et Altman pour le dosage de I'apixaban

100
80
60
40
20

-20
-40
-60
-80
-100

00 50 100 150 200

Différences en ng/mL
(e}

Moyenne (LC-MS/MS et anti-Xa) en ng/mL
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Diagramme des différences pour le dosage de
I'apixaban
100
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g
o6 50
=
=
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) 00
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B -50
2
-100
00 50 100 150 200
Moyenne (LC-MS/MS et anti-Xa) en ng/mL
Diagramme des rapports pour le dosage de
I'apixaban
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£ 2,50
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Q )
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Dosage fonctionnel en ng/mL
Moyenne des différences : 6,76 ng/mL
Moyenne des rapports: 1,23
Corrélation du dosage de I'apixaban sur ACL TOP®
avec la LC-MS/MS
o 140 y = 0,040x + 9,294
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£ 20
S o
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LC-MS/MS ng/mL
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50
40
30
20
10

-10
-20
-30
-40
-50

Différences en ng/mL
(e}

Bland et Altman pour le dosage de I'apixaban

00 20 40 60 80 100
Moyenne (LC-MS/MS et anti-Xa) en ng/mL

100

50

-50

Différences en ng/mL
(@)

-100

Diagramme des différences pour le dosage de
I'apixaban

00 20 40 60 80 100
Moyenne (LC-MS/MS et anti-Xa) en ng/mL

4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

Rapports

Diagramme des rapports pour le dosage de
I'apixaban

00 20 40 60 80
Dosage fonctionel en ng/mL

100

Moyenne des différences : 7,22 ng/mL

Moyenne des rapports : 1,28

BILAN

Le bilan des comparaisons de méthodes sera évoqué

ultérieurement dans la Discussion
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4.4.1.8. Corrélation des automates

a. Généralités

Le site de Pellegrin du CHU de Bordeaux a a sa disposition deux automates dédiés aux
analyses de routine en hémostase. Il s’agit de deux ACL TOP® 700 LAS. Les dosages
sont réalisés arbitrairement sur un des deux automates. Ceux-ci fonctionnement
conjointement en période de routine alors qu’un seul est opérationnel en horaires de
garde. Il s’agit donc de mettre en évidence la parfaite corrélation entre les dosages.
Pour cela, nous prendrons comme données sources celles de I'essai de répétabilité.
En effet, les échantillons ont été passés dans un premier temps sur un automate puis
dans un second temps sur I'autre. 30 échantillons de deux niveaux différents ont ainsi

été passés. Les résultats sont présentés ci-dessous.

b. Etude de la corrélation entre les deux automates pour le dosage du

dabigatran

- Echantillons testés : 30 échantillons de concentration élevée, 30
échantillons de concentration basse

TESTS EFFECTUES
- Diagramme des différences

- Diagrammes des rapports

Dosage du dabigatran : diagramme des différences
entre les deux automates ACL TOP® pour les valeurs
hautes
50,0
30,0
100 T=S—w——5*
-10,0 . - gy, = n =
-30,0

-50,0
0 5 10 15 20 25 30

VALEURS HAUTES

Différence en ng/mL
[ ]
[ |
[ ]
[ ]
[ ]
[
[ ]
[ |
[ |
|

N° du dosage
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Dosage du dabigatran : diagramme des rapports
entre les deux automates ACL TOP® pour les
valeurs hautes

1,2
1,2
1,1
1,1 L B
1,0 = !
1,0 L
0,9
0,9
0,8
0 5 10

Rapports des dosages

15 20 25 30
N° du dosage

Moyenne des différences : -1,33 ng/mL
Moyenne des rapports : 0.99

VALEURS BASSES

Dosage du dabigatran : diagramme des différences
entre les deux automates ACL TOP® pour les valeurs

basses
20,0
T 150
@ 10,0
= 50 @ n S| =
£ ) - - | 1 - n
g 00 -.J—.J.—.-l o - T
£ 50 n = e —
St
b3 -10,0
& -150
-20,0
0 5 10 15 20 25 30
N° du dosage
Dosage du dabigatran : diagramme des rapports
entre les deux automates ACL TOP® pour les
valeurs basses
w L4
@ 13
g 1.2
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< 11 tm | LI | = u
b 1,0 "-.—.-.J.—.—.-I“—...—.—.-.-.—
2 09 = = mm =
5 08
g 07
S 06
0 5 10 15 20 25 30

N° du dosage
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Moyenne des différences : 0,30 ng/mL
Moyenne des rapports: 1,01

CONCLUSION Tres bonne corrélation entre les deux automates
c. Etude de la corrélation entre les deux automates pour le dosage du
rivaroxaban
- Echantillons testés : 30 échantillons de concentration élevée, 30
échantillons de concentration basse
TESTS EFFECTUES
- Diagramme des différences
- Diagrammes des rapports
Dosage du rivaroxaban: diagramme des différences
entre les deux automates ACL TOP® pour les valeurs
hautes
50,0
-
E 30,0
=19
=
§ 10,0 . = =
- -
g -10,0 = L - —
@ u [ a am ] Emm
N H . | . — =
& -30,0 =
a
-50,0
0 5 10 15 20 25 30
N° du dosage
VALEURS HAUTES
Dosage du rivaroxaban : diagramme des rapports
entre les deux automates ACL TOP® pour les
valeurs hautes
w L4
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<
¢ 10 T __—m e En_Em_m" i
o = L™ L ]
8 08
2
2 0,6
= 0 5 10 15 20 25 30
N° du dosage
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Moyenne des différences : -14,7 ng/mL
Moyenne des rapports : 0,94

Dosage du rivaroxaban : diagramme des différences
entre les deux automates ACL TOP® pour les valeurs

basses
10,0
T 50 n
SN
&0 g,O a - . | 2" .
SRR [ S —— s N m—l -
o -10,0 = =
S e - n_=m _
g -150 = LS
;% -20,0
= -250
-30,0
0 5 10 15 20 25 30
N° du dosage
Dosage du rivaroxaban : diagramme des rapports
VALEURS BASSES entre les deux automates ACL TOP® pour les
valeurs basses
¢ 1,2
an 1,1 =
g W = » n o L
& 0,9 [ | T = | [ ] By oy —fs_m
= - n_n u [}
S 08 =
L
5 07
& 06
= 0 5 10 15 20 25 30
N° du dosage
Moyenne des différences : -7,2 ng/mL
Moyenne des rapports: 0,91
L’ACL vert a donné des résultats légerement supérieurs a ceux de
I’ACL rouge. Néanmoins ces variations sont minimes et n’ont pas
de répercussions cliniques compte tenu de leur ordre de
CONCLUSION

grandeur.
La corrélation entre les deux automates a donc été jugée

satisfaisante.
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d. Etude de la corrélation pour le dosage de I'apixaban

- Echantillons testés : 30 échantillons de concentration élevée, 30

échantillons de concentration basse

TESTS EFFECTUES
- Diagramme des différences
- Diagrammes des rapports
Dosage de l'apixaban: diagramme des différences
entre les deux automates ACL TOP® pour les valeurs
hautes
50,0
o
E 300
=T
=
£ 10,0
g
= -10,0
%]
@
£ -30,0
a
-50,0
0 5 10 15 20 25 30
N° du dosage
Dosage de l'apixaban : diagramme des rapports
VALEURS HAUTES entre les deux automates ACL TOP® pour les
valeurs hautes
W 12
]
=T))
g 11
[=]
s
E 1,0
s
8 09
=
= 0,8
R 0 5 10 15 20 25 30
N° du dosage

Moyenne des différences : -1,33 ng/mL
Moyenne des rapports : 4,40
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Dosage de l'apixaban : diagramme des différences
entre les deux automates ACL TOP® pour les valeurs
basses

30,0
20,0
10,0

0,0
-10,0
-20,0
-30,0

0 5 10 15 20 25 30

Différence en ng/mL

N° du dosage

Dosage de I'apixaban : diagramme des rapports
VALEURS BASSES entre les deux automates ACL TOP® pour les
valeurs basses

1,4
1,3
1,2
1,1
1,0
0,9
0,8
0 5 10 15 20 25 30

Rapports des dosages

N° du dosage

Moyenne des différences : 0,30 ng/mL
Moyenne des rapports : 5,87

CONCLUSION Bonne corrélation entre les deux automates

4.5. Spécificité

4.5.1. Recherche d’interférences

La présence dans les liquides biologiques de certaines substances endogenes telles que
la bilirubine, 'hémoglobine ou les lipides, peut étre a l'origine d’interférences qui sont
bien connues en biochimie [69]. L'influence de ces substances varie avec la nature de la
méthode de mesure ou de recherche ainsi qu’avec la nature de '’examen. Elle dépend en

particulier de la dilution du plasma propre a chaque configuration de test. La SFBC a
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proposé un protocole d’étude de ces interférences (ictére, lactescence, hémolyse) [70].
Les défauts de spécificité et de sensibilité sont évalués par surcharge d'un plasma

normal par un composé dont la présence est susceptible d’entrainer un résultat inexact.

La recherche d’interférences porte dans un premier temps sur les interférences liées a la
qualité de la matrice, bien connues en biologie, que sont I'hémolyse, la lactescence et
I'ictere. Seront étudiées par la suite les interférences liées aux traitements
anticoagulants regus par le patient, pas toujours signalés au laboratoire : héparines (non
fractionnées, HNF et de bas poids moléculaire, HBPM) et le fondaparinux (Arixtra®) sur

nos dosages.

Les concentrations en ACODs ont été mesurées en présence de la substance
potentiellement interférente. A partir de ces mesures, la moyenne, I'écart type et le
coefficient de variation ont été déterminés. Le CV obtenu a été comparé au CV limite

choisi pour la répétabilité (qui est plus strict que certaines données de la littérature

[58])-

4.5.1.1. Interférence de ’hémolyse

Une solution d’hémoglobine a été préparée a partir d’hématies lavées puis congelées. Un
échantillon de sang total avec un profil normal a été centrifugé et le plasma a été
remplacé par une solution saline puis la suspension a été homogénéisée. Ces étapes ont
été répétées 3 a 5 fois. Au dernier lavage, la solution saline a été remplacée par de I'eau
distillée et I'échantillon a été congelé une nuit a -20°C [71]. Aprés homogénéisation et
centrifugation, le plasma hémolysé a été récupéreé.

Le taux d’hémoglobine a été mesuré sur UniCel® DxH™ 800 Coulter®. A partir de ce
plasma hémolysé, des échantillons de plasmas surchargés a une méme concentration
d’anticoagulant oral direct et en hémoglobine a différents taux ont été dosés. Les
résultats des dosages des ACODs sont présentés ci-dessous en fonction des taux de

surcharge en hémoglobine.
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a. Dabigatran

1) Résultats quantitatifs

Préparation d’une solution d’hémoglobine a partir d’hématies lavées.

180

Dabigatran en ng/mL

140

170

160 N

150

TEST
Surcharge en hémoglobine a différents taux de plasmas spikés en
EFFECTUE
dabigatran de concentration connue.
Comparaison avec le coefficient de variation de répétabilité.
METHODE
ACL TOP® Analytical Precision Performance Requirements - April 2009
DE CALCUL
Référence : dosages des héparines
CV des dosages a
Hémoglobine | Dabigatran | concentration Critere
Acceptation
(umol/L) (ng/mL) croissante d’acceptation
d'hémoglobine (%)
0 163
15 162
31 161
CV:12% CV<6% (0]0)
61 158
122 162
184 164
RESULTATS Interférence de I'hémolyse sur le dosage du dabigatran

50 100

150

Hémoglobine (umol/L)

200

Absence d’interférence de I'hémolyse sur la valeur du dosage du

dabigatran
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2) Etude des courbes de milliabsorbance

La figure ci dessous présente les courbes de milliabsorbance du signal optique a 671 nm
acquis par I’ACL TOP® lors des dosages du dabigatran et en présence de différentes

concentrations d’hémoglobine.

Dosage du dabigatran : évolution du signal en fonction de la concentration
en hémoglobine
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Figure 28 : évolution du signal lors du dosage du dabigatran en fonction de la
concentration en hémoglobine sur ACL TOP® 700 LAS
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

Le signal électronique est transformé mathématiquement en milliabsorbance (mAbs)
représenté ici sur l'axe des ordonnées. L’axe des abcisses représente le temps
d’acquisition du signal en secondes. Le temps de coagulation est obtenu par mesure du
temps correspondant a 25 % du delta maximum de mAbs. Bien que la ligne de base du
signal soit augmentée en proportion de la concentration d’hémoglobine présente, la
forme de la courbe du signal est identique pour les concentrations croissantes
d’hémoglobine. Seul le dernier plasma dont la concentration plasmatique en
hémoglobine est de 245 pumol/L n’a pas permis de déterminer la concentration en

dabigatran et le résultat est sorti en « échec » (Figure 30).

Le graphique ci-dessous montre l'excellente corrélation entre la surcharge en
hémoglobine et le niveau de milliabsorbance de la ligne de base (a 10 secondes, ou 100

points de mesure):

120



2500 1

2300 y = 6,461x + 817,6
2100 R%=0,999
1900

1700
1500
1300
1100
900
700 -
500 - - - - - -
0 50 100 150 200 250 300
Hémoglobine (umol/L)

mAbs

Figure 29: corrélation entre la surcharge en hémoglobine et le niveau de
milliabsorbance de la ligne de base a 10 secondes lors du dosage du dabigatran
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

Le dernier point (245 uM) fait tres légerement fléchir la corrélation et a été récusé par

I'ACL pour le calcul du temps de coagulation (test en erreur) :

[~ Information test Erreurs et alertes:
Code test: Type test: 1D échantillon: Rack: Groupe I Code ] Description
| PRADAXA | Patient | prada-7 | 04 Replicate 1
Mesuré (s)
Etat: Etat exportation: Etat validation: Position échantillon: CE 5056 Trop de points données brutes invalides (C
hoc oorté vere OC valide > Unité 1 {ng/mL)
IELhE" IE R EEEE I validé I ’ RE 5100 Résultat mesuré en échec
s . Unité 2 (s)
DatefHeure demande: DatefHeure complet: RE s100 Résulbat mesuré en échec
| 28/01/2015 20 3 | 28/01/2015 20:46:32
«| | ol
[ Measured Réplicate 1 Réplicate 2 | nFormations lots |
Réplicate 1:  Réplicate 2: Moyenne: [Eler e denmees
I Echec I I Echec s
2592 |
~Unité 1 1
Réplicate 1: Réplicate 2: Moyenne: 2560
I Echec I I Echec  ngfmL 2528
~Unité 2 2253
Réplicate 1:  Réplicate 2: Moyenne: 2464 1
Echec I I Echec s 1 1
i 2432
rUnité 3 ]
L, _ 2400
Réplicate 1: Réplicate 2: Moyenne: 1
| | | 2368 |
~Unité 4 2335H
Replicate 1:  Réplicate 2:  Mayenne: 0 66 132 198 264 330 396 462 528 594
| e

Figure 30 : échec lors du dosage du dabigatran sur un échantillon de plasma surchargé
en hémoglobine a 245 pmol/L
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’'Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)
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La sécurité est fixée a une limite de moins de 1 % des points de mesures rejetés. Chez un

patient présentant une hémolyse similaire, une dilution du plasma au demi permettrait

de définir la concentration circulante, en appliquant un facteur de correction de 2.

Il apparait donc que le dosage du dabigatran n’est pas affecté par une concentration

d’hémoglobine jusqu’a 184 pmol/L sur ACL TOP®. En cas de forte hémolyse

(concentration en hémoglobine de I'ordre de 200 umol/L), si le test est en échec la

dilution de I’échantillon est nécessaire.

b. Rivaroxaban

1) Résultats quantitatifs

TEST Préparation d’'une solution d’hémoglobine a partir d’hématies lavées.
EFFECTUE | Surcharge de plasma spiké en concentration connue de rivaroxaban
Comparaison avec le coefficient de variation de répétabilité
METHODE
ACL TOP® Analytical Precision Performance Requirements - April 2009
DE CALCUL
Référence : dosages des héparines
CV des dosages
a concentration
Hémoglobine Rivaroxaban Critére
croissante Acceptation
(umol/L) (ng/mL) d’acceptation
d’hémoglobine
(%)
0 166
RESULTATS 15 170
31 166
61 171 CV:24% CV<6% (0]0)
122 177
184 171
245 173

122



Interférence de I'hémolyse sur le dosage du

rivaroxaban
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Absence d’interférence de I'hémolyse sur la valeur du dosage du

rivaroxaban

2) Etude des courbes de milliabsorbance

Comme pour le dabigatran I'extraction des courbes de milliabsorbance de 'ACL TOP®
permet de mettre en évidence la variation du signal avec une concentration croissante
en hémoglobine et une méme concentration plasmatique en rivaroxaban. A noter que
pour le rivaroxaban, malgré de fortes concentrations en hémoglobine (jusqu’a 245
umol/L) aucun résultat n’est sorti en échec.

La courbe de milliabsorbance permet le calcul de la pente, proportionnelle a la
concentration en rivaroxaban, sans valeurs en échec pour la plus forte concentration,

contrairement au dabigatran.
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Dosage du rivaroxaban : évolution du signal en fonction de la concentration
en hémoglobine
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Figure 31 : évolution du signal lors du dosage du rivaroxaban en fonction de la
concentration en hémoglobine sur ACL TOP® 700 LAS
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

Il y a la encore, une trés bonne corrélation entre la concentration d'hémoglobine et la
densité optique a 405 nm de 1'échantillon lors du premier point acquis (a 20 secondes,

200¢me mesure) :

750
a
< 700
€
650
600
550
500 y =1,1643x + 428,66
2 =
450 R4=0,995
400
0 50 100 150 200 250 300
Hémoglobine (umol/L)

Figure 32: corrélation entre la surcharge en hémoglobine et le niveau de
milliabsorbance de la ligne de base a 20 secondes lors du dosage du rivaroxaban
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)
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Nous observons des résultats 1égerement différents entre le rivaroxaban et I'apixaban

(cf Figure 33). Plusieurs hypotheses peuvent expliquer en partie cette différence. Elle

pourrait étre due a une préparation différente des échantillons avec des pools de plasma

normaux ayant un signal de base 1égerement différent. De plus, le taux de surcharge en

hémoglobine a pu légerement varier entre les différentes préparations manuelles de

plasma. Une autre explication pourrait étre un aspect différent des solutions d’apixaban

et de rivaroxaban conférant un signal en mAbs différent.

800
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< 750
3
700
650 Apixaban
B Ri
600 Rivaroxaban
550
500 y=1,1643x + 428,66
R?=0,995
450
400
0 50 100 150 200 250 300
Hémoglobine (umol/L)
Figure 33: corrélation entre la surcharge en hémoglobine et le niveau de

milliabsorbance de la ligne de base a 20 secondes lors du dosage du rivaroxaban et de

'apixaban

(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

Apixaban

1) Résultats quantitatifs

Préparation d’une solution d’hémoglobine a partir d’hématies lavées.

TEST EFFECTUE _ _ .
Surcharge de plasma spiké en concentration connue d’apixaban
METHODE DE _ o o -
Comparaison avec le coefficient de variation de répétabilité
CALCUL
CV des dosages
a concentration
Hémoglobine Apixaban Critere
RESULTATS croissante Acceptation
(umol/L) (ng/mL) d’acceptation

d'hémoglobine

(%)
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0 143
15 138
31 141
61 134 CV:28% CV<6% OUl
122 145
184 140
245 142

Interférence de I'hémolyse sur le dosage de

I'apixaban
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Absence d’interférence de I'hémolyse sur la valeur du dosage de

'apixaban

2) Etude des courbes de milliabsorbance

Les observations faites pour le dosage du rivaroxaban sont applicables au dosage de

'apixaban.
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Dosage de I'apixaban : évolution du signal en fonction de la concentration en
hémoglobine
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Figure 34 : évolution du signal lors du dosage du rivaroxaban en fonction de la
concentration en hémoglobine sur ACL TOP® 700 LAS
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

Il y a la encore, une trés bonne corrélation entre la concentration d'hémoglobine et la
densité optique a 405 nm de 1'échantillon lors du premier point acquis (a 20 secondes,

200¢me mesure) :
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750 y=1,213x+480,1
R?=0,997

mAbs

700
650
600
550
500
450
400

0 50 100 150 200 250 300

Hémoglobine (umol/L)

Figure 35: corrélation entre la surcharge en hémoglobine et le niveau de
milliabsorbance de la ligne de base a 20 secondes lors du dosage de I'apixaban
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’'Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)
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4.5.1.2. Interférence de la lactescence
a. Généralités
Pour étudier l'interférence de la lactescence sur nos dosages, une solution d’intralipides
a 20 % (émulsion destinée a 'alimentation par voie parentérale, a base d’huile de soja) a
été diluée (au 1/10, 1/20, 1/40, 1/80) et mélangée avec des pools de plasma surchargés

avec la drogue a doser. Les concentrations en triglycérides ont été mesurées sur AU

5400® (Beckman Coulter).

b. Dabigatran

1) Résultats quantitatifs

TEST Surcharge de plasma spiké en dabigatran avec une solution d’intralipides
EFFECTUE | de concentration connue en triglycérides.
METHODE
Comparaison avec le coefficient de variation de répétabilité
DE CALCUL
CV des
dosages a
Triglycérides dabigatran Critere
concentration Acceptation
(mmol/L) (ng/mL) d’acceptation
croissante de
TG (%)
RESULTATS 0,8 172
1,4 173
1,9 167 =240
CV=24% | cv<e6% oul
3,0 166
5,3 168
9,6 162
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Interférence de la lactescence sur le dosage du

dabigatran
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2) Etude des courbes de milliabsorbance

Le dernier point de concentration 23,1 mmol/L en triglycérides a entrainé un échec du
dosage du dabigatran (Figure 38). L’extraction des courbes de milliabsorbance de I’ACL
TOP® a permis d’obtenir le graphique suivant (Figure 36). L’échec du dosage du
dabigatran pour des concentrations élevées en triglycérides est lié au fait qu’il y a eu trop

de points rejetés du fait de leur densité optique trop élevée :
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Figure 36 : courbe de milliabsorbance pour le dosage du dabigatran dans un plasma
surchargé a 23,1 mmol/L de triglycérides
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)
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Il apparait donc qu’une surcharge d’un plasma en triglycérides ne fausse pas le dosage

du dabigatran jusqu’a une concentration de 9,64 mmol/L. Lorsque la concentration en

triglycérides atteint 23,1 mmol/L, le signal n’est pas interprétable par I'’ACL TOP®. Dans

ce cas la, il est nécessaire de diluer I’échantillon a doser avec un plasma normal,

dépourvu de dabigatran, dans le but de ramener la concentration en triglycérides a une

concentration acceptable.

Signal (mAbs)

1500

1000

Dosage du dabigatran : évolution du signal en fonction de la concentration
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Figure 37 : évolution du signal lors du dosage du dabigatran en fonction de la
concentration en triglycérides sur ACL TOP® 700 LAS
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

[~ Information test Erreurs et alertes:
Code test: Type test: ID échantillon: Rack: Groupe [ code | Description
IPPADA A IF‘aN-:—rt IF‘rjdi‘ir“ Im Replicate 1
Mesuré (s)
Etat: Etat exportation: Etat validation: Position échantillon: CE 5056 Trop de points données brutes invalides (C
IErhv‘ |E porté vers OC Iwr,m, I Unité 1 {ngfmL)
o S - RE 5100 Résultat mesuré en échec
. X Unité 2 (s)
DatefHeure demande: DatefHeure complet: RE S100 Résultat mesuré en échec
|.:m:w1y.zw: 5 22:31:07 |.:m:w1,w‘.zw:w15.:; 45:14
4« | |
[ Measured Réplicate 1 Réplicate 2 | Informations lots |
Réplicate 1: Réplicate 2: Moyenne: I~ Afficher dérivées
| Echec | Echec s
~Unité 1 2655 |
Réplicate 1: Réplicate 2: Moyenne: 1
| Echec I Echec ngjmL 2646
[~ Unité 2 EE
Réplicate 1: Réplicate 2: 2628
| Echec 3 ]
L e
~Unité 3 1
Réplicate 1: Réplicate 2: Moyenne: 2610
2601
Unité 4 2502 . — — — — .
Réplicate 1:  Réplicate 2: Moyenne: 0 66 132 193 264 330 396 462 528 594
I s

Figure 38 : échec lors du dosage du dabigatran sur un échantillon de plasma surchargé
en triglycérides a 23,1 mmol/L
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

130



mAbs

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

y=111,1x+734,1
R?=0,997

10 15

Triglycérides en mmol/L

20

25

Figure 39 : illustration du manque de linéarité entre le signal optique et la concentration
de triglycérides au-dela de 10 mmol/L pour une lecture a 371 nm, a 16 secondes
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

c. Rivaroxaban

1) Résultats quantitatifs

TEST Surcharge de plasma spiké en rivaroxaban avec une solution
EFFECTUE | d’intralipides de concentration connue en triglycérides.
METHODE
Comparaison avec le coefficient de variation de répétabilité
DE CALCUL
CV des
dosages a
Triglycérides rivaroxaban Critere
concentration Acceptation
(mmol/L) (ng/mL) d’acceptation
croissante de
TG (%)
1,1 194
RESULTATS 1,6 194
2,3 193
2,8 198 CV=12% CV<6% OUI
5,8 192
10,2 192
24,1 196
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Interférence de la lactescence sur le dosage du

rivaroxaban
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2) Etude des courbes de milliabsorbance

Comme pour l'interférence de 'hémoglobine, la surcharge de plasma en triglycérides
entraine une modification du signal mais n’empéche pas la détermination des
concentrations plasmatiques. Le dosage du rivaroxaban n’est donc pas affecté par des

concentrations élevées en triglycérides (supérieures a 20 mmol/L).

Dosage du rivaroxaban : évolution du signal en fonction de la concentration
en triglycérides
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Figure 40 : évolution du signal lors du dosage du rivaroxaban en fonction de la
concentration en triglycérides sur ACL TOP® 700 LAS
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’'Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)
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Il y a la encore, une trés bonne corrélation entre la concentration en triglycérides et la
densité optique a 405 nm de 1'échantillon lors du premier point acquis (a 20 secondes,

200¢me mesure) :
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Figure 41: corrélation entre la concentration en triglycérides et le niveau de
milliabsorbance de la ligne de base a 20 secondes lors du dosage du rivaroxaban
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

d. Apixaban

1) Résultats quantitatifs

TEST Surcharge de plasma spiké en apixaban avec une solution
EFFECTUE d’intralipides de concentration connue en triglycérides.
METHODE DE
Comparaison avec le coefficient de variation de répétabilité
CALCUL
CV des dosages a
Triglycérides apixaban Critere
concentration Acceptation
(mmol/L) (ng/mL) d’acceptation
croissante de TG (%)
1,1 179
RESULTATS L6 174
2,3 172
CV=18% CV<6% 010)|
3,5 169
5,8 175
10,0 173
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Interférence de la lactescence sur le dosage de
I'apixaban
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Absence d’interférence de la lactescence sur la valeur du dosage de

'apixaban

Le dosage d’apixaban aux alentours de 20 mmol/L de triglycérides n’a pas été réalisé
puisque l'apixaban a été la premiere molécule a subir les tests des interférences. Ces
tests ont été réalisés selon les recommandations de la SFBC ou la concentration
maximum en triglycérides testée est de 7 mmoL/L. Ainsi, face a 'absence d’interférence
pour une concentration de 10 mmol/L en triglycérides, d’autres concentrations

supérieures en triglycérides ont été testées ensuite pour le dabigatran et le rivaroxaban.

2) Etude des courbes de milliabsorbance

Les observations de l'interférence de la concentration en triglycérides sur le dosage de

rivaroxaban sont applicables a I'apixaban :
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Figure 42: corrélation entre la concentration en triglycérides et le niveau de
milliabsorbance de la ligne de base a 20 secondes lors du dosage de l'apixaban
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)
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Dosage de l'apixaban : évolution du signal en fonction de la concentration en
triglycérides
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Figure 43 : évolution du signal lors du dosage de I'apixaban en fonction de la
concentration en triglycérides sur ACL TOP® 700 LAS
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’'Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

4.5.1.3. Interférence de la bilirubine

a. Généralités

Une solution de bilirubine de concentration 5,1 mmol/L a été réalisée a partir de 30 mg
de bilirubine (réactif Bilirubin de Sigma-Aldrich®, référence : B4126-1G) dissous dans
une solution de NaOH a 0,1 mmol/L (2,5mL) mélangée a de I'eau distillée (7,5 mL). La
solution de bilirubine obtenue a ensuite été mise en présence d'un pool de plasma
surchargé en anticoagulant. Les concentrations en bilirubine ont ensuite été
déterminées sur AU 5400® (Beckman Coulter). Les résultats sont présentés dans les

tableaux ci-dessous.

b. Dabigatran

1) Résultats quantitatifs

Test Surcharge de plasma spiké en dabigatran avec une solution de bilirubine

effectué de concentration connue.
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Méthode
Comparaison avec le coefficient de variation de répétabilité

de calcul
CV des dosages
Bilirubine dabigatran a concentration Critére
(pmol/L) (ng/mL) croissante de d’acceptation Acceptation
bilirubine (%)
7 169
31 171
95 165
110 161 CV:24% CV<6% oul
253 167
401 164
Résultats 507 161

Interférence de la bilirubine sur le dosage du
dabigatran
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Dabigatran en ng/mL

Absence d’interférence de la bilirubine sur la valeur du dosage du

dabigatran

2) Etude des courbes de milliabsorbance

La surcharge d'un plasma en bilirubine n’interfére donc pas sur la valeur du dosage du
dabigatran pour des concentrations de bilirubine allant jusqu’a 500 pmol/L. Le signal
par contre lui est modifié (Figure 44) mais cela ne joue par sur la valeur numérique. La
présence de bilirubine en concentration élevée dans un plasma n’empéche donc pas le

dosage du dabigatran.
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Figure 44 : évolution du signal lors du dosage du dabigatran en fonction de la
concentration en bilirubine sur ACL TOP® 700 LAS
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

c. Rivaroxaban

1) Résultats quantitatifs

Test Surcharge de plasma spiké en rivaroxaban avec une solution de
effectué bilirubine de concentration connue.
Méthode
Comparaison avec le coefficient de variation de répétabilité
de calcul
CV des dosages
Bilirubine Rivaroxaban a concentration Critere
Acceptation
(nmol/L) (ng/mL) croissante de d’acceptation
bilirubine (%)
7 223
30 224
Résultats
59 228
111 229 CV:1,5% CV<6% 0]0)|
268 228
388 220
576 227
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Interférence de la bilirubine sur le dosage du
rivaroxaban
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rivaroxaban

2) Etude des courbes de milliabsorbance

La présence de bilirubine en concentration élevée dans un plasma n’empéche donc pas
le dosage du rivaroxaban malgré la modification du signal induite par la présence dans

le plasma de bilirubine.

Dosage de rivaroxaban : évolution du signal en fonction de la concentration en bilirubine

Signal (mAbs)

150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650

Temps (dixiéme de seconde)

Figure 45 : évolution du signal lors du dosage du rivaroxaban en fonction de la
concentration en bilirubine sur ACL TOP® 700 LAS
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)
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d. Apixaban

1) Résultats quantitatifs

Test effectué

Surcharge de plasma spiké en apixaban avec une solution de

bilirubine de concentration connue.

Interférence de la bilirubine sur le dosage de

170

160

150

140

Apixaban en ng/mL

130

100

I'apixaban

200 300
Bilirubine (umol/L)

Méthode de
Comparaison avec le coefficient de variation de répétabilité
calcul
CV des dosages a
Bilirubine Apixaban concentration Critére
Acceptation
(umol/L) (ng/mL) croissante de d’acceptation
bilirubine (%)
7 154
35 152
55 146
107 150 CV:24% CV<6% oul
272 153
397 144
571 150
Résultats

400

600

Absence d’interférence de la bilirubine sur la valeur du dosage de

'apixaban

139



2) Etude des courbes de milliabsorbance

Nous retrouvons les mémes résultats que pour le rivaroxaban: La présence de
bilirubine en concentration élevée dans un plasma n’empéche pas le dosage de
I'apixaban malgré la modification du signal induite par la présence dans le plasma de

bilirubine.

Dosage de I'apixaban : évolution du signal en fonction de la concentration en bilirubine
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Figure 46 : évolution du signal lors du dosage de I'apixaban en fonction de la
concentration en bilirubine sur ACL TOP® 700 LAS
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

4.5.1.4. Interférence des autres anticoagulants sur le dosage des ACODs

a. Interférence avec les héparines non fractionnées (HNF)

Des plasmas contenant des concentrations d'HNF a 0,25 et 0,5 Ul/mL (dilutions vérifiées
sur ACL TOP® 700 LAS par la technique COAMATIC® Heparin de CHROMOGENIX,
S-2732, 15 mg et Factor Xa, 35 nkat) ont été soumis a un dosage des différents ACODs

Les dosages sont présentés ci-dessous (Figure 47).
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Figure 47 : dosage des anticoagulants oraux directs en présence d’héparine non
fractionnée sur ACL TOP® 700 LAS

(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

Cependant, ces dosages ont été réalisés en utilisant les controles HNF et non pas une
gamme complete de calibration. Il n’'y a donc pas eu de dosage sur un échantillon sans
héparine (point zéro). L'interférence du dabigatran sur le dosage de I'HNF est faible aux
dosées étudiées mais il aurait été intéressant de réaliser ces dosages sur des plasmas
non surchargés en HNF pour avoir le point zéro héparine. Des concentrations en HNF
allant jusqu’a 0,5 Ul/mL ne semblent pas affecter significativement le dosage en

dabigatran.

Les concentrations en HNF de 0,25 et 0,5 Ul/mL affectent le dosage des xabans. C’est le
dosage du rivaroxaban qui semble étre le plus sensible a ’'HNF (jusqu’a 50 ng/mL pour
0,5 Ul/mL d’HNF).

On sait par ailleurs que de faibles concentrations de xabans vont avoir un effet
considérable sur les dosages des héparines (HNF et HBPM), l'influence étant de 1'ordre

d'une unité d'héparine par 100 ng/mL.

Il apparait donc que le dosage du rivaroxaban et de 'apixaban est plus difficilement
interprétable en cas de relais HNF vers ACODs ou ACODs vers HNF compte tenu de leurs
interférences respectives. Il faut néanmoins retenir que la présence d'HNF retentit
significativement mais relativement peu sur le dosage des xabans, alors qu'a l'inverse,
des traces de xabans peuvent donner des concentrations artéfactuelles tres élevées en

héparine.
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A noter que I'étude de l'influence de 'HNF sur le dosage des ACODs a été effectuée pour
des concentrations relativement basses en HNF (0,5 Ul/mL). Il serait intéressant
d’étudier ces relations pour des dosages plus importants (de l'ordre de 1 Ul/mL par

exemple).

b. Interférence avec les héparines de bas poids moléculaire

Les mémes réactifs que pour le dosage de 'héparine non fractionnée sont utilisés pour

le dosage des héparines de bas poids moléculaire. Les résultats sont présentés dans la

Figure 48.
140 Apixaban ng/mL
120
B Dabigatran ng/ml
100
% 80 B Rivaroxaban ng/mL =
=)
£ 60 0
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S 40
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Figure 48 : dosage des anticoagulants oraux directs en présence d’héparine de bas poids
moléculaire sur ACL TOP® 700 LAS

(Source : dosages réalisés au laboratoire d’'Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

Pour le dabigatran, les mémes observations que 'HNF peuvent étre appliquées a
I’'HBPM. Celle-ci influence peu le dosage du dabigatran.

Pour les anti-Xa, l'influence des HBPM sur le dosage du rixarovaban et de I'apixaban
n’est pas du tout négligeable. Pour des concentrations en HBPM de 'ordre de 1,3 Ul/mL,
I'interférence peut aller jusqu'a 100 ng/mL. A l'inverse, on sait que de faibles
concentrations de xabans peuvent donner des résultats artéfactuels tres élevés

d'HBPM :
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Activité antiXa HBPM réactif Chromogenix, plasma non dilué
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Figure 49 : effet des xabans sur le dosage (en unité anti-Xa) des HBPM réalisé sur ACL
TOP®

(Source : dosages réalisés au laboratoire d’'Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

A des posologies curatives d’'HBPM, l'interférence sur le dosage du rivaroxaban et de
I'apixaban peut aller jusqu’a 100 ng/mL rendant difficile l'interprétation des dosages
des deux familles de molécules, I'interférence forte des xabans sur le dosage de I'HBPM

pouvant se méler a l'interférence plus modeste des héparines sur le dosages des xabans.

c. Interférence avec le fondaparinux (Arixtra®)

Le dosage du fondaparinux (Arixtra®) se fait avec des réactifs et une configuration
identique a ceux des HNF et HBPM, avec une gamme de calibration spécifique. La figure
ci-dessous présente l'influence d'une présence croissante de fondaparinux sur le dosage

du dabigatran, du rivaroxaban et de I'apixaban.
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Figure 50 : dosage des anticoagulants oraux directs en présence de fondaparinux sur
ACL TOP® 700 LAS

(Source : dosages réalisés au laboratoire d’'Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

La encore, le dosage du dabigatran est peu influencé par la présence de fondaparinux. La
présence de fondaparinux influence le dosage des xabans, de facon plus significative que
les autres molécules de la famille des héparines dans la mesure ou les concentrations
anti-Xa sont plus élevées, ce qui peut rendre compliqué leur dosage en cas d'intrication
des traitements. C'est dans ce genre de situation que les dosages par spectrométrie de

masse trouvent tout leur intérét pour affirmer et quantifier la présence des ACODs.

4.5.1.5. Influence des ACODs sur les tests d’hémostase de routine : dosages

réalisés sur ACL TOP® au CHU de Bordeaux

Bien que cette approche ne fasse pas partie de la validation des méthodes pour le dosage
des ACODs, les interférences entre ACODs et tests d'hémostase de routine sont
fondamentales a connaitre pour l'interprétation globale des bilans d'hémostase sous ces

médicaments.

a. Influence des ACODs sur le TP

Le dosage du TP a été réalisé avec le réactif RecombiPlasTin 2G de Werfen sur ACL
TOP® 700 LAS. Ce réactif est une préparation liposomale contenant du facteur tissulaire
humain recombinant relipidé avec un mélange de phospholipides. Il contient également
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du chlorure de calcium et un inhibiteur d’héparine. L’addition de thromboplastine
tissulaire au plasma du patient en présence de calcium entraine l'activation de la voie
extrinseque de la coagulation et la conversion du fibrinogene en fibrine. L’absorbance ou

la quantité de lumiére diffusée pendant la formation du caillot peut alors étre mesurée.

Effet des drogues sur le TP
140
120 * ® rivaroxaban
100 ® dabigatran
S 80 )
= apixaban
= 60
40
20 u
0
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
drogues (ng/ml)

Figure 51 : influence des ACODs sur le dosage du TP sur ACL TOP® 700 LAS

(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

Pour les trois tests, I'influence des ACODs sur le TP est concentration dépendante. C’est
pour le rivaroxaban que le TP diminue le plus rapidement. Le TP semble plus sensible a
la présence de rivaroxaban qu’a la présence d’apixaban ou de dabigatran. Ces

observations rejoignent celles faites dans les paragraphes 3.3.2, 3.4.2 et 3.5.2.

b. Influence des ACODs sur le TCA

Le dosage du TCA a été réalisé avec le réactif HemosIL® APTT-SP de Werfen (APTT
reagent et Calcium Chloride) mesuré sur ACL TOP® 700 LAS. Dans ce test, un activateur
de la phase contact est utilisé pour stimuler la production de facteur XlIla et permettre
'interaction du kininogene de haut poids moléculaire, de la kallicréine et du XlIla. Le
calcium est ensuite ajouté pour déclencher les réactions qui aboutissent a la formation
du caillot. Le réactif contient des phospholipides et de la silice micronisée pour assurer

la reproductibilité et la stabilité.
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Figure 52 : influence des ACODs sur le dosage du TCA sur ACL TOP® 700 LAS

(Source : dosages réalisés au laboratoire d’'Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

Pour les trois tests, I'influence des ACODs sur le TCA est concentration dépendante. C’est

pour le dabigatran que 'effet sur le TCA est le plus important. Le TCA est donc sensible a

la présence de dabigatran. A noter cependant I'absence de données entre 0 et 200

ng/mL pour le dabigatran, limitant I'intérét de ces données. La littérature a cependant

déja montré que l'effet du dabigatran sur le TCA est forte des les faibles concentrations

de dabigatran pour décroitre aux concentrations les plus élevées, et que la réponse du

TCA au dabigatran variait significativement d'un réactif du TCA a l'autre, obligeant

chaque laboratoire a étudier la sensibilité de son propre réactif :

APTT ratio

| | | | | |
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Dabigatran plasma concentration (ng mL "
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4-HEMOCHRON
Signature Elite

5-Dade ActinFS

BCS XP System
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7-Dade Actin FSL
Sysmex CS-2000i System

Figure 53 : effet du dabigatran sur le TCA en fonction de différents réactifs utilisés

(Source : Hawes JTH 2013 [72])
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Quant aux anti-Xa, c’est a I'apixaban que le TCA est le moins sensible méme si, pour ces
deux molécules, un effet significatif sur le TCA est constaté. Ces observations rejoignent

celles faites dans les paragraphes 3.3.1, 3.4.1 et 3.5.1.

c. Influence des ACODs sur le fibrinogene dérivé

Le dosage du fibrinogéne dérivé est réalisé avec le réactif RecombiPlasTin 2G
d’HemosIL® sur ACL TOP® 700 LAS. Le fibrinogéne peut étre mesuré par une « mesure
dérivée du TP » qui calcule la concentration du fibrinogene a partir d'une calibration
spécifique. La mesure repose sur I'absorbance pendant la formation du caillot. Le signal
de DO est ensuite analysé par la dérivée seconde. Le fibrinogéne dérivé est
proportionnel au delta de densité optique observé entre les deux pics de la dérivée

seconde (delta interpic) :
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Figure 54 : signal (mAbs, axe Y) en fonction du temps en secondes (axe X) lors de la
formation du caillot pour la mesure du TP
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

L’effet des ACODs sur le fibrinogene dérivé est a préciser compte tenu des données

actuelles.
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d. Influence de I'apixaban sur le fibrinogene coagulant (Clausss)

Pour le fibrinogene coagulant, il n'y a que le dabigatran qui soit pertinent car il modifie
directement la thrombine contenue dans le réactif utilisé pour quantifier le fibrinogene.
Le dosage du fibrinogene coagulant ou fibrinogene Clauss a été réalisé avec le réactif
TriniCLOT™ Fibrinogen (Tcoag, groupe Stago). La méthode de Clauss mesure le taux de
fibrinogéne converti en fibrine en présence d'un exces de thrombine. Il s’agit de
déterminer 'activité biologique du fibrinogene (par opposition a la mesure quantitative

des taux circulants reposant sur la densité optique du fibrinogene).

Effet de I'apixaban sur le fibrinogéne coagulant
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Figure 55 : influence de 'apixaban sur le dosage du fibrinogene coagulant sur ACL TOP®
700 LAS

(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

Fibrinogéne coagulant (g/1)

L’effet des ACODs sur le fibrinogéne coagulant n'a été étudié que pour l'apixaban et
serait a confirmer pour le dabigatran et pour le rivaroxaban. Il n'y a pas d’effet marqué
observé sur le fibrinogéne coagulant. Méme pour des concentrations élevées en
apixaban (jusqu’a 800 ng/mL), I'apixaban ne semble pas influencer le dosage du

fibrinogeéne Clauss.
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e. Influence des ACODs sur I'antithrombine

Le dosage de l'antithrombine a été réalisée avec le réactif Liquid Antithrombin
d’HemosIL® (Chromogenic substrate et Factor Xa reagent). Le dosage est basé sur
I'inactivation du FXa et l'utilisation d’'un substrat chromogene synthétique. Dans un
premier temps le plasma est incubé avec le facteur Xa en présence d'un exces
d’héparine. La deuxieme étape consiste en la quantification du Xa résiduel a I'aide d'un

substrat chromogénique. La quantité de para-nitroaniline formée est mesurée a 405 nm.
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Figure 56 : influence des ACODs sur le dosage de I'antithrombine sur ACL TOP® 700 LAS

(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

Concernant le dabigatran, le dosage de I'antithrombine n’est pas influencé par de fortes
concentrations en dabigatran.

Il nen est pas de méme pour le rivaroxaban et I'apixaban. Ces deux anticoagulants
entrainent une surestimation non négligeable de I'antithrombine susceptible de
masquer un déficit en antithrombine. Un plateau est observé vers 500 ng/mL
d’anticoagulant avec une augmentation de quasi 50 % de la valeur de base
d’antithrombine. On peut retenir une approximation d'augmentation de 10 % par 100

ng/mL de xaban.
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f. Influence de I'apixaban sur le facteur V

Le dosage du facteur V a été réalisée avec le réactif STA®-Deficient V de Stago. Le
dosage consiste a mesurer un temps de coagulation d’'un systéeme ou tous les facteurs

sont apportés en exces a I'exception du facteur V apporté par I’échantillon a doser.

Effet de I'apixaban sur le facteur V

120
105
90
75
60
45
30
15

Facteur V (%)

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Apixaban(ng/ml)

Figure 57 : influence de 'apixaban sur le dosage du facteur V sur ACL TOP® 700 LAS

(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hémostase du CHU de Bordeaux, Hopital Pellegrin)

L’effet sur le facteur V n’a été testé que pour I'apixaban et il serait nécessaire de I’évaluer
pour le dabigatran et I'apixaban. Malgré la dilution au 1/10° du plasma avant dosage, un
effondrement du facteur V est constaté lors de fortes concentrations en apixaban. Quand
celui-ci est aux alentours de 800 ng/mL, le facteur V a été divisé par trois, passant
d’environ 100 % a 30 %. En présence d’apixaban, le dosage du facteur V (et par
extrapolation, des autres facteurs) n’est pas recommandé compte tenu de I'interférence

de ces molécules sur son dosage.

4.5.2. Recherche de contamination
4.5.2.1. Contamination inter-échantillons
a. Généralités
Il s’agit d’évaluer la contamination d'un échantillon de niveau faible par un échantillon

de concentration élevée de l'analyte a doser. Un pourcentage de contamination est

déterminé. Il doit étre proche de 0 ou entrainer des regles de réanalyse [70].
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b. Résultats pour les ACODs

La série suivante est répétée 3 fois: 3 passages consécutifs d'un

échantillon (pool plasma spiké) de concentration élevée (H1, H2,

TEST EFFECTUE _
H3 de moyenne H) suivis de 3 passages d’'un échantillon (pool
plasma spiké) de concentration basse (B1, B2, B3).
o (B1 - B3)
Contamination (%) = 57— x100
(H - B3)
METHODE DE _SH-GTA 04
CALCUL
- Recommandations pour l'accréditation des laboratoires de
biologie médicale - Volume 1- Phase pré-analytique et phase
analytique - Annales de Biologie Clinique N° Hors-série
CRITERES - Pourcentage de contamination proche de 0
D’ACCEPTATION - Test «t» de Student entre les deux moyennes (B1 et B3)
Criteres
Valeur Acceptation
d’acceptation
RESULTATS
Pourcentage de
DABIGATRAN -0,32 Proche de 0 OUI
contamination
p value 0,20 > 0,05 (0]0]
Pourcentage de
RESULTATS 1,12 PrOChe de 0 OUI
contamination
RIVAROXABAN
p value 0,15 > 0,05 (0]0]
Pourcentage de
RESULTATS ‘0,21 PrOChe de 0 OUI
contamination
APIXABAN
p value 0,77 > 0,05 (0]0]
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4.5.2.2. Contamination inter-réactifs

a. Généralités

La contamination inter-réactifs peut se produire sur un automate lorsque le systéeme de
distribution est commun aux réactifs. Le parametre a étudier est dosé en alternance avec
le parameétre jugé contaminant.

Pour le dabigatran, les tests choisis ont été le TP (parametre le plus dosé en routine avec
le TCA et considéré comme le plus contaminant) et le fibrinogene Clauss. En effet, le
dosage du dabigatran est basé sur la mesure d’'un temps de thrombine dilué. Il s’agit
donc de choisir le réactif potentiellement contaminant du fait de sa composition (la
thrombine), susceptible d'interférer avec le temps de thrombine dilué. Le réactif utilisé
(TriniCLOT™ Fibrinogen de Tcoag du groupe Stago) apporte 75 NIH U/mL de thrombine
bovine.

Pour l'apixaban et le rivaroxaban, le TP a aussi été choisi ainsi que I'antithrombine. En
effet la mesure fonctionnelle des taux plasmatiques d’apixaban et de rivaroxaban est une
mesure d’activité anti-Xa. Le réactif le plus susceptible d’interagir avec le dosage des
xabans est le Liquid Antithrombin d’HemosIL®, facteur Xa bovin: 10 nkat/mL. Il

contient donc plus de facteur Xa que le réactif COAMATIC® Heparin.

b. Dabigatran

Apres ringcage de 'appareil, la concentration en dabigatran est mesurée
10 fois sur un échantillon. La valeur moyenne de la concentration est

calculée.

Dans une deuxieme étape, la concentration de dabigatran est mesurée sur
TEST
le méme échantillon mais en alternance avec le fibrinogene coagulant
EFFECTUE
d’'une part et avec le TP d’autre part. La valeur moyenne de la

concentration de dabigatran (évaluée en alternance avec soit le TP soit le
fibrinogéne) est calculée. La différence statistiquement significative entre

les 2 moyennes est établie a I'aide d'un test "t".

METHODE
Test de Student bilatéral entre passages consécutifs et passages alternés
DE CALCUL
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Concentration Concentration
moyenne lors moyenne lors
Dosage Critéres
de passages de passages p Acceptation
interférant L i d’acceptation
consécutifs alternés
RESULTATS (ng/mL) (ng/mL)
TP 270 278 0,13 p>0,05 OUI
Fibrinogene
144 145 0,84 | p=>0,05 OUI
coagulant
c. Rivaroxaban et apixaban
Apres rincage de l'appareil, la concentration en rivaroxaban (ou en
apixaban) est mesurée 10 fois sur un échantillon. La valeur moyenne de
la concentration est calculée.
Dans une deuxieme étape, la concentration de rivaroxaban (ou
TEST d’apixaban) est mesurée sur le méme échantillon mais en alternance avec
EFFECTUE I'antithrombine (AT) d’une part et avec le TP d’autre part. La valeur
moyenne de la concentration de rivaroxaban (ou en apixaban, évaluée en
alternance avec soit le TP soit 'antithrombine) est calculée. La différence
statistiquement significative entre les 2 moyennes est établie a I'aide d'un
test "t".
METHODE DE )
Test de Student bilatéral entre passages consécutifs et passages alternés
CALCUL
Concentration Concentration
moyenne lors moyenne lors
Dosage Criteres
de passages de passages p Acceptation
interférant L i d’acceptation
RESULTATS consécutifs alternés
RIVAROXABAN (ng/mL) (ng/mL)
TP 267 261 0,25 p>0,05 OUI
AT 267 267 0,95 p>0,05 010)|
AP AT 197 195 043 | p>0,05 oul
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4.6. Stabilité

4.6.1. Stabilité des réactifs

4.6.1.1.

Généralités

Le but de cette partie de la validation de méthode est d’évaluer la stabilité des réactifs

sensibles a bord de 'automate. Pour cela, un échantillon de concentration élevée est

dosé a intervalles réguliers. La fréquence des dosages est a adapter en fonction de la

durée de conservation attendue (stabilités théoriques données par le fournisseur) pour

obtenir un minimum de 10 résultats. Les limites théoriques de stabilité sont ensuite

déterminées et comparées avec les valeurs obtenues.

4.6.1.2.

Dabigatran

DONNEES

BIBLIOGRAPHIQUES

- Recommandations pour l'accréditation des laboratoires de
biologie médicale - Volume 1- Phase pré-analytique et phase
analytique - Annales de Biologie Clinique N° Hors-série

- SH GTA 04

CONDITIONS DE
RECONSTITUTION ET
DE STOCKAGE DES
REACTIFS

RECONSTITUES

- Thrombine diluée : réactif (Thrombin Time HemosIL®)
reconstitué a I'aide de 10 mL d’eau distillée et laissé a
température ambiante pendant 30 minutes. La thrombine diluée
est ensuite aliquotée en 5 aliquotes qui sont stockés entre +4°C et
+8°C sur une période de 15 jours. Un aliquote est utilisé pendant
trois jours consécutifs puis jeté.

- Controle normal : réactif (HemosIL® Normal Control Assayed) :
reconstitué avec 1 mL d’eau distillée et laissé a température
ambiante pendant 30 minutes. Le réactif est ensuite mis sur I’ACL

TOP® pendant au maximum 24 heures.

TESTS DE

VERIFICATION

- Thrombine diluée : dosage d'un échantillon de concentration
élevée connue en dabigatran une fois par jour avec un méme
flacon de thrombine diluée utilisé sur la période d’essai de

stabilité de 15 jours.

- Controle normal : réactif laissé a bord de I'automate ACL TOP®
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700 LAS pendant 24h : dosage d'un échantillon de concentration

élevée connue en dabigatran toutes les 2h pendant 24h.

CRITERES
CV < 6 % (CV répétabilité)
D’ACCEPTATION
Etude de la stabilité de la thrombine diluée pour
le dosage du dabigatran
350
-
£ 330
on
= u
S 310 ® = . —_—
g s _ -
E n = . ] [ |
RESULTATS POURLA | | £ 290 o
o0
THROMBINE DILUEE S 270
a
250
0 2 4 16

?emps %n jou11§) 12 14

CV obtenu: 2,9 %

Dans les conditions d’utilisation, la thrombine diluée est stable sur

14 jours
Etude de la stabilité du CN pour le dosage du
dabigatran
_. 270
=
ED 250 m
= 230 =" B
RESULTATS POURLE c 210 w l—'—l—. -
© ]
CONTROLE NORMAL a 190 = &
(CN) § 170
0 5 10 15 20 25
Temps de présence du CN a bord en heures
CV=6,78%
Dans les conditions d’utilisation, le CN est stable sur 24 heures
4.6.1.3. Rivaroxaban et apixaban
DONNEES - Recommandations pour l'accréditation des laboratoires de

BIBLIOGRAPHIQUES

biologie médicale - Volume 1- Phase pré-analytique et phase
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analytique - Annales de Biologie Clinique N° Hors-série

- SH GTA 04

TESTS DE

VERIFICATION

- S-2732 et Factor Xa: réactifs laissés a bord de 'automate ACL
TOP® 700 LAS pendant 7 jours: dosage d'un échantillon de
concentration élevée connue en rivaroxaban (ou en apixaban)

deux fois par jour pendant 7 jours.

CRITERES
CV < 6 % (CV répétabilité)
D’ACCEPTATION
Etude de la stabilité des réactifs pour le
dosage du rivaroxaban
—
E 490
» 470
=
= 450
() g B m
g 430 B—r—=—u—= & .—.—.—I
< 410 +—™ = -
RESULTATS s
S 390
RIVAROXABAN S 370
% 350
0 1 2 3 4 5 6 7

Temps en jours

CV obtenu: 1,7 %

Dans les conditions d’utilisation, les réactifs S-2732 et Factor Xa

sont stables 7 jours

RESULTATS APIXABAN

Etude de la stabilité des réactifs pour le
dosage de I'apixaban

310
290
270
250
230

Apixaban en ng/mL

210
4 .
Temps en jours

CV obtenu: 2,9 %

Dans les conditions d’utilisation, les réactifs S-2732 et Factor Xa

sont stables 7 jours
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4.6.2. Stabilité des échantillons

4.6.2.1. Généralités

Des échantillons de concentration connue en dabigatran, rivaroxaban et apixaban
provenant de matrices différentes (sang total, plasma frais, plasma congelé) sont laissés
a température ambiante pendant une durée minimale de 36 heures. Pendant ces 36
heures, différents aliquotes (de sang total, plasma frais et plasma congelé) sont prélevés
et les concentrations en ACODs sont déterminées a intervalles réguliers. Pour le plasma
décongelé, celui-ci a été décongelé a TO et les échantillons ont été dosés sur la période

étudiée. Les résultats obtenus sont présentés ci-dessous.

4.6.2.2. Dabigatran

Recommandations pour l'accréditation des laboratoires de
DONNEES
biologie médicale - Volume 1- Phase pré-analytique et phase
BIBLIOGRAPHIQUES
analytique - Annales de Biologie Clinique N° Hors-série

Passage d’'un échantillon de concentration connue en dabigatran

TESTS DE (réparti en différents aliquotes sur trois matrices différentes,
VERIFICATION sang total, plasma frais, plasma congelé décongelé) a différents
temps
CRITERES
CV < 6 % (CV répétabilité)
D’ACCEPTATION
Etude de la stabilité du dabigatran sur plasma
congelé
o 220
£
Y (=
= m
§ 200 = =
RESULTATS £ .
b= . m [ |
&
‘s 180
1)
(=] 0 5 10 15 20 25 30 35 40

Temps en heures

CV obtenu: 3,8 %
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Etude de la stabilité du dabigatran sur sang

total
_, 380
£
S~
= 360.-
£ n
S 340
i=] m
S
k= 320
a 0 5 10 15 20 25 30 35 40

Temps en heures

CV obtenu: 3,6 %

Etude de la stabilité du dabigatran sur plasma

frais
_, 380
E
o 360
- 0 -
o | | -
S 340
B
S
'_c.; 320
a 0 5 10 15 20 25 30 35 40

Temps en heures

CV obtenu: 1,6 %

Dabigatran stable a température ambiante sur plasma congelé,

CONCLUSION
sur plasma frais et sur sang total a 36h
4.6.2.3.  Rivaroxaban
Recommandations pour l'accréditation des laboratoires de
DONNEES

BIBLIOGRAPHIQUES

biologie médicale - Volume 1- Phase pré-analytique et phase

analytique - Annales de Biologie Clinique N° Hors-série

TESTS DE

VERIFICATION

Passage d'un échantillon de concentration connue en
rivaroxaban (réparti en différents aliquotes sur trois matrices
différentes, sang total, plasma frais, plasma congelé décongelé) a

différents temps
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CRITERES

CV < 6 % (CV répétabilité)

D’ACCEPTATION
Etude de la stabilité du rivaroxaban sur
plasma congelé
_, 260
g
5 240 -
| ||
£ 220 . =
=} [ | ] _
8 200 % =
3]
>
% 180
.E 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Temps en heures
CV obtenu: 5,1 %
Etude de la stabilité du rivaroxaban sur sang
total
L, 420
% 400 4 -
=) [ ]
= 380 =W =
RESULTATS = 360
< ]
2 340
>
é 320
5 0 5 10 15 20 25 30
Temps en heures
CV obtenu: 4,2 %
Etude de la stabilité du rivaroxaban sur
plasma frais
_, 400
E —
%n 380 - .
[} [ ]
§ 360 =
g
< 340 .
S [ ]
[=]
§ 320
& 0 10 20 30 40
Temps en heures
CV obtenu: 5,2 %
Rivaroxaban stable a température ambiante sur plasma congelé,
CONCLUSION

sur plasma frais et sur sang total a 36h
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4.6.2.4. Apixaban

Recommandations pour l'accréditation des laboratoires de
DONNEES
biologie médicale - Volume 1- Phase pré-analytique et phase
BIBLIOGRAPHIQUES
analytique - Annales de Biologie Clinique N° Hors-série

Passage d'un échantillon de concentration connue en
TESTS DE rivaroxaban (réparti en différents aliquotes sur trois matrices
VERIFICATION différentes, sang total, plasma frais, plasma congelé décongelé) a

différents temps

CRITERES
CV < 6 % (CV répétabilité)
D’ACCEPTATION
Etude de la stabilité de I'apixaban sur plasma
congelé
_, 240
£
~
2 220
=
-}
g 200
=
L]
X
] 180
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Temps en heures
CV obtenu: 4,5 %
RESULTATS
Etude de la stabilité de I'apixaban sur sang
total
400
.
> 380
=
§ 360
g
S 340
[v]
=
2 320
<
0 5 10 15 20

Temps en heures

CV obtenu: 3,0 %
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Etude de la stabilité de I'apixaban sur Plasma

frais
_, 400
E
S 380
=
S 360
=
S 340
(1]
X
2 320
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Temps en heures

CV obtenu : 4,6 %

CONCLUSION

Apixaban stable a température ambiante sur plasma congelé, sur

plasma frais, sur sang total a 36h
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5. Discussion

5.1. Comparaison de méthodes

5.1.1. Dabigatran

La mesure du temps de thrombine dilué sur ACL TOP® 700 LAS a été comparée a quatre
autres techniques de dosages :
- Spectrométrie de masse : LC-MS/MS, Laboratoire de Pharmacologie CHU de
Bordeaux
- Spectrométrie de masse: LC-MS/MS, Nuvisan Pharma Services (Neu Ulm,
Allemagne)
- Hemoclot® Thrombin Inhibitors (HTI, HYPHEN, BioMed) sur STA-R
Evolution® (Stago)
- Test chromogénique a base d’écarine (ECA) sur STA-R Evolution® (Stago)

La spectrométrie de masse LC-MS/MS est la méthode de référence pour le dosage des
anticoagulants oraux directs et de nombreuses publications ont montré les
performances de cette technique pour des concentrations en dabigatran allant de 0 a
500 voire 600 ng/mL [23][24][73][74][75].- Ces méthodes de dosage restent néanmoins
complexes et nécessitent un appareillage coliteux et un personnel formé pour leur mise
en place. Elles ne sont pas applicables en routine hospitaliere quotidienne. Face au
besoin urgent de dosage de ces molécules 24h/24 et 7j/7, des méthodes fonctionnelles
ont été mises au point. Le référentiel de comparaison est la mesure physique par

spectrométrie de masse.

En plus de la comparaison du dTT « maison» avec la LC-MS/MS suffisante pour la
validation de méthode, le dTT « maison » a fait 'objet d’'une comparaison avec le test
chromogénique a base d’écarine (ECA, Stago) et avec 'Hemoclot® Thrombin Inhibitors
(HTI, HYPHEN, BioMed) grace a une étude menée par le laboratoire a la demande du
groupe Stago qui a mis a disposition du CHU, 87 plasmas (plasmas de patients traités
par dabigatran) de concentration inconnue en dabigatran ainsi que les réactifs
nécessaires au dosage. Ces échantillons ont été dosés en parallele sur ACL TOP® (dTT

« maison ») et sur STA-R Evolution® (ECA et HTI). Les plasmas ont été dosés par le
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laboratoire de Pharmacologie en LC/MS-MS (dabigatran libre) et par le laboratoire

Nuvisan en LC/MS-MS (dabigatran glucuronoconjugué et libre).

Les mesures des concentrations en dabigatran libre ont été réalisées au laboratoire de

Pharmacologie du CHU de Bordeaux en utilisant un détecteur Quattro Micro Waters.

Une fois administré, le dabigatran étéxilate est transformé en dabigatran qui pour une
part va subir une glucurono-conjugaison aboutissant a la formation d’'un métabolite, le
dabigatran acylglucuronide. Les formes libres et glucuronoconjuguées possédent toutes

les deux une activité anticoagulante (formant le dabigatran total).

Les mesures physiques de dabigatran total ont aussi été réalisées par Nuvisan Pharma
Services (Neu Ulm, Allemagne) utilisant un détecteur Agilent série 1200.

Le dabigatran acylglucuronide représente environ 20 % du dabigatran total et est
soumis a une forte variabilité inter-individuelle [76][77]. Ce métabolite doit donc étre

pris en compte dans la détermination des concentrations par LC-MS/MS.

Notre technique « maison » (temps de thrombine dilué) a été comparée dans un premier
temps avec la spectrométrie de masse.

La LC-MS/MS Nuvisan, avec un R? de 0,97 (supérieur a 0,80), et une pente a 1,17
(légerement supérieure a 1,15), est tres corrélée au temps de thrombine dilué
«maison » (dTT) ce qui est établi dans la littérature [23]. Le diagramme de Bland et
Altman et des différences permet de visualiser une répartition des points comprises
dans les limites préalablement établies [67] avec tres peu de points en dehors de ces
limites. La moyenne des différences est négative et s’établi a -36,60 ng/mL. En effet, la
spectrométrie de masse Nuvisan donne des résultats légerement supérieurs a ceux
obtenus par notre technique « maison». Cette observation se retrouve avec une
moyenne des rapports qui s’établit a 0,80 et une pente a 1,17.

L’analyse des résultats en zone basse donne de tres bons résultats puisque pour des
échantillons compris entre 8 et 100 ng/mL, le coefficient de corrélation est a 0,95. On
retrouve des résultats légerement supérieurs avec la mesure par LC-MS/MS. 1l est
important de souligner les tres bonnes performances du dTT méme en zone basse. En
effet, comme le seuil interventionnel est fixé a 30 ng/mL [78], il était donc nécessaire
pour le laboratoire de disposer d’'une technique rapide permettant de mesurer ces

faibles concentrations.
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L’European Medicines Agency (EMA) a fourni un guide sur la validation des méthodes. Il
précise que la différence entre deux échantillons a comparer doit étre au maximum de
20 % (par rapport a la moyenne des échantillons) et ce pour au moins 67 % des
échantillons [58]. Ce critere est largement satisfait puisque plus de 90 % des
échantillons ont moins de 20 % de différence par rapport a la moyenne.

La LC-MS/MS mesurant le dabigatran libre donne des performances légerement
inférieures avec un coefficient de corrélation a 0,95 pour des concentrations de 8 a 476
ng/mL mais s’établissant a 0,86 pour des concentrations allant de 0 a 100 ng/mL. Cette
observation peut étre rattachée au fait que le métabolite (le dabigatran acylglucuronide)
n’ait pas été mesuré dans cet essai. En effet, il s’agit d’'un métabolite disposant d'une
activité anticoagulante donc la quantité formée est non négligeable et sujette a des
variations inter-individuelles. De méme que pour la comparaison précédente, les
graphiques de Bland et Altman et les graphiques des différences donnent peu de points
en dehors des limites établies compte tenu de 'effectif (87 échantillons entre 0 et 476
ng/mL). La moyenne des différences est proche de 0 (-5,23 ng/mL) et celle des rapports
proche de 1 (0,96).

En conclusion, Le dTT «maison» est donc une technique tres bien corrélée et

comparable dans sa pertinence clinique a la spectrométrie de masse.

La référence actuelle pour le dosage fonctionnel est I'Hemoclot® Thrombin Inhibitors
(HTI, HYPHEN, BioMed) car il s’agit du premier réactif qui a été commercialisé pour les
médicaments anti-thrombine directs, avant méme la sortie des ACODs. Ses
performances et sa corrélation avec la spectrométrie de masse ont déja été établies dans
la littérature pour le dosage du dabigatran en routine [23][24][39][64]. Les limites de
ces techniques sont cependant bien connues dans les valeurs basses (inférieures a 50
ng/mL) ou la LC/MS-MS montre tout son intérét [79]. Pour les valeurs hautes, les

performances sont bonnes avec une linéarité dépassant les 1000 ng/mL [39].

La corrélation du dTT avec HTI est bonne avec un R? a 0,89 et une pente a 1,070. La
moyenne des différences est proche de 0 puisqu’elle s’établit a -4,97 ng/mL et la
moyenne des rapports proche de 1 puisque qu’elle est de 1,05. Le diagrammes de Bland-
Altman, des différences, et des rapports mettent en évidence une dispersion
relativement homogene avec cependant une limite pour les zones basses comme le
montre le graphique des différences. En effet, la corrélation dans les valeurs basses

(valeurs inférieures a 100 ng/mL) est nettement moins bonne (R? = 0,45). Le graphique
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ci-dessous met en évidence la corrélation entre HTI et la technique de référence, la LC-
MS/MS (dabigatran total) pour des concentrations en dabigatran inférieures a 100
ng/mL. La corrélation n’est pas bonne (R? = 0,56) et la technique HTI, contrairement au

dTT, est limitée dans son utilisation pour la détermination des concentrations basses en

dabigatran.
Corrélation entre la LC-MS/MS (Nuvisan) et HTI
(Hyphen)
140
- |
n
E 120 [ ]
=]
£ 100
=
2 80 m
3 o
£ 60 4
E y =0,6355x + 46,155
> 40 u R*=0,55822
s O m
S g
0
0 20 40 60 80 100 120
HTI ng/mL

Figure 58: corrélation entre la LC-MS/MS (dabigatran total) et la méthode HTI
(Hyphen) pour des concentrations en dabigatran inférieures a 100 ng/mL
(Source : dosages fonctionnels réalisés au laboratoire d’hématologie du CHU de Bordeaux -
Mesures physiques réalisées par Nuvisan Pharma Service (Allemagne))

Enfin, la corrélation du dTT avec le test chromogénique a base d’écarine (ECA) est
excellente. Le R% est a 0,98 et la pente a 1,17. Les diagrammes de Bland et Altman, des
différences et des rapports mettent en évidence une dispersion homogene (rares points
en dehors des limites établies) et une tres bonne corrélation avec cependant des
dosages légerement plus élevés avec I'ECA par rapport au dTT (moyenne des rapports
de 0,81 et celle des différences de -35,0 ng/mL). On retrouve de plus des corrélations
excellentes entre ces deux approches fonctionnelles pour les dosages inférieurs a 100
ng/mL (R? = 0,97). A noter aussi les bonnes performances de 'ECA en zone basse en
comparaison avec la LC-MS/MS (dabigatran total) avec un R? a 0,96 comme le montre la
Figure 59. Les performances du test chromogénique a base d’écarine ont déja été

établies dans la littérature [80].
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Corrélation entre le temps d'écarine (Stago) et la LC-
MS/MS (Nuvisan)
140
y=0,9415x + 6,1438 -
2
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)
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g 60
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o 40
—
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0
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Figure 59 : corrélation entre la LC-MS/MS (dabigatran total) et la méthode dTT (Stago)
pour des concentrations en dabigatran inférieures a 100 ng/mL

(Source : dosages fonctionnels réalisés au laboratoire d’hématologie du CHU de Bordeaux -
Mesures physiques réalisées par Nuvisan Pharma Service (Allemagne))

5.1.2. Rivaroxaban et apixaban

La mesure de l'activité anti-Xa pour le dosage du rivaroxaban et de I'apixaban a été
comparée a la spectrométrie de masse LC-MS/MS réalisée par le laboratoire de
Pharmacologie du CHU de Bordeaux. Il est admis que cette méthode est la référence
pour le dosage du rivaroxaban [81] tout comme I'apixaban [82] pour des concentrations
allant de 3 a 500 ng/mL [64][83]. Un antibiotique, le linézolide (Zyvoxid®), dirigé
contre les bactéries Gram a positif, utilisé en milieu hospitalier, peut interagir avec le
dosage spectrométrique du rivaroxaban sachant que le test fonctionnel y est insensible
[83]. Malheureusement, cette information n’a pas été prise en compte lors de la
réalisation de nos dosages.

La mesure de l'activité anti-Xa est sensible et spécifique pour la détermination des
concentrations plasmatiques en rivaroxaban ce que ne sont pas d’autres tests globaux
de la coagulation comme le TP [46]; de méme pour le dosage de I'apixaban, ou le TP
peut s’avérer normal malgré la présence d’apixaban a dose thérapeutique [54]. La
mesure des concentrations par une mesure chromogénique anti-Xa en utilisant des

controles et des calibrants spécifiques est, selon la littérature, une méthode fiable pour
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des taux de rivaroxaban et d’apixaban allant jusqu'a plus de 500 ng/mL
[51][84][85][86]. La méthode développée au CHU de Bordeaux a montré sa linéarité
jusqu’a 800 ng/mL.

La comparaison de méthodes entre le dosage fonctionnel chromogénique et la mesure
physique avec la LC-MS/MS s’est faite sur des plasmas de patients traités au CHU de
Bordeaux en orthopédie, sur une plage de concentration allant de 0 a 239 ng/mL pour le
rivaroxaban et de 0 a 187 ng/mL pour l'apixaban. La corrélation entre ces deux
méthodes est bonne pour le rixaroxaban et I'apixaban puisque le R? est de 0,94 et de
0,87 et la pente de 0,98 et 0,94 ce qui est en accord avec les critéeres de validation
préalablement définis. Comme le montrent les graphiques des différences, de Bland et
Altman et des rapports, la moyenne des différences est proche de 0 et la moyenne des
rapports proche de 1. En effet, pour le rivaroxaban, la moyenne des différences est de
-0,4 ng/mL et celle des rapports de 1,06 alors qu’elles sont respectivement pour
'apixaban de 6,76 ng/mL et 1,23. Peu de points sortent des limites établies sauf entre 0

et 30 ng/mL ce qui est déja décrit dans la littérature [51][83].

La corrélation entre les méthodes fonctionnelle et physique est donc bonne. Cependant,
elle est un peu moins bonne pour les valeurs basses, ce qui se retrouve dans les données
de la littérature [51][83] (concentration de I'ordre de 30 ng/mL) ou la spectrométrie de
masse est plus performante. Pour les résultats obtenus avec nos propres méthodes, les
criteres de comparaison de deux méthodes de L’European Medicines Agency (EMA) sont
satisfaits avec plus de 67 % des échantillons avec moins de 20 % de différence par

rapport a la moyenne.

Il apparait donc que la mesure fonctionnelle chromogénique choisie pour déterminer les
concentrations plasmatiques en rivaroxaban et en apixaban est bien corrélée a la
spectrométrie de masse. A noter cependant que la corrélation entre test fonctionnel et
test physique varie entre les séries de dosage (six séries pour le rivaroxaban) en
spectrométrie de masse d'un jour a l'autre (R? de 0,91 a 0,97) comme le montrent les

figures ci-dessous.
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Corrélation LC-MS/MS avec les dosages fonctionnels du

rivaroxaban : séries 1
300

N
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o
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Figure 60 : Corrélation entre la LC-MS/MS avec les dosages fonctionnels du
rivaroxaban lors de 6 séries de mesures

(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hématologie et de Pharmacologie du CHU de
Bordeaux)

Corrélation LC-MS/MS avec les dosages fonctionnels de
I'apixaban : séries 1a 6
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Figure 61 : Corrélation entre la LC-MS/MS avec les dosages fonctionnels de I'apixaban
lors de 6 séries de mesures

(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hématologie et de Pharmacologie du CHU de
Bordeaux)

En effet, alors que les dosages fonctionnels sur ACL TOP® étaient réalisés au fil de I'eau

pour les patients traités en orthopédie, six séries de dosage par LC/MS-MS ont été
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réalisées. Cela indique que la phase d'extraction pour la spectrométrie de masse est un
facteur de variabilité devant étre pris en compte.

La corrélation entre méthodes pour l'apixaban, bien qu'utilisant la méme méthodologie
en fonctionnel que le rivaroxaban, n'est pas aussi satisfaisante. Une analyse de la
variabilité de la phase d'extraction serait a mener pour expliquer la variabilité des
corrélations obtenues d'un jour a l'autre.

Par extrapolation et compte tenu des données de la littérature, cette limite peut étre
étendue a 500 ng/mL voire méme plus [54][86]. Pour les valeurs inférieures a 30

ng/mlL, la détermination par mesure physique est la plus performante.

La mesure de 50 échantillons provenant de patients non traités sélectionnés parmi nos
patients de routine a permis de mettre en évidence une caractéristique importante des
essais d'inhibition du facteur Xa : chaque individu a son propre potentiel a inhiber le
facteur bovin Xa exogéne ajouté dans l'échantillon. Cette (petite) variation inter-
individuelle dans le signal chromogéne est illustrée par le nuage de points sur la gauche

des courbes de calibrations (Figure 62).

’ Rivasoxabam |
£ 1400 - @ Hyphen cal R*= 0,997 ¢ Home cal 2012/3 R?=0,997
£ o o m= UFHcal R?=0,998 O Stago cal 2014-1 R? = 0,997
A 2_
‘E" 1200 1 w= UFH cal = 0,998
3
1000 & ¥
5
8001 Y
o
[
600 - -
400 A . .
200 - T T T T T T 1] T T T T T T T
Riv 0 100 200 300 400 500 ﬁ‘f‘d‘- 0 100 200 300 400 500 600 ng/ml
0 02 0,4 0,6 0,8 1 0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2 14
UFH e u v u » webesdemsd Ul/m] [ R B r————————— VY

Figure 62 : courbes de calibration HNF et rivaroxaban/apixaban sur ACL TOP®
obtenues avec le réactif COAMATIC® Heparin de CHROMOGENIX, Instrumentation

Laboratory (groupe Werfen)
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hématologie du CHU de Bordeaux)

Y

Bien que variant dans une fourchette étroite, cette capacité individuelle a inhiber le
facteur exogene Xa signifie qu'il n'y a pas de zéro universel pour l'inhibition du facteur
Xa. Comme il n’est possible de faire une courbe d'étalonnage pour chaque individu en

enrichissant son plasma par des concentrations croissantes en ACODs, la variation inter-
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individuelle de la mesure anti-Xa sans traitement anticoagulant a un impact sur la
mesure anti-Xa. Les dosages exprimés en mAbs/min obtenus chez des patients non
traités varient dans une fourchette de 1292 a 1396, tandis que |'effet de cette variation
sur la pente des courbes d'étalonnage donne une gamme de points allant de 0-31 ng/mL
(médiane de 19 ng/mL) pour le rivaroxaban et de 0 a 27 ng/mL (médiane 17 ng /mL)
pour l'apixaban. Ainsi, un résultat inférieur a 30 ng/mL peut correspondre soit a un
sujet non traité avec un potentiel initial élevé pour inhiber le facteur Xa, ou a un sujet
avec un potentiel initial inférieur a inhiber le facteur Xa mais qui a une faible

concentration circulante d’ACOD. Fait intéressant, la méme série de patients a présenté

des concentrations en HNF également variables allant de 0 a 0,17 U/mL.

Les mesures LC-MS/MS ont permis de valider nos analyses fonctionnelles pour le
rivaroxaban et 'apixaban. Les mesures anti-Xa ont été réalisées sur au moins 117 jours
différents au milieu de centaines d'échantillons de routine testés en utilisant une série
d'au moins douze réactifs différents. La corrélation des résultats fonctionnels avec les
mesures de spectrométrie de masse (effectuées dans six séries) a été tres satisfaisante.
Nos corrélations entre la spectrométrie de masse et les mesures fonctionnelles sont en
ligne avec ceux publiés par Douxfils et al. [87] qui ont trouvé un R? = 0,95 dans une
analyse rétrospective d’échantillons congelés de patients traités par rivaroxaban, et avec
ceux publiés par Barrett et al. [46] sur des plasmas spikés en apixaban (R? de 0,88 a
0,89). Récemment, Schmitz et al. [64] ont validé une méthode de quantification pour le
dabigatran, le rivaroxaban et I'apixaban semblable a la notre en confrontant les résultats
de la LC-MS/MS a trois méthodes fonctionnelles. Leurs performances sont tres
similaires a la notre. Ainsi, nos résultats ont renforcé notre confiance dans l'approche
fonctionnelle, qui est simple et peu coliteuse grace a l'utilisation d’'un réactif déja
embarqué sur nos automates pour la mesure de héparines. Les coiits supplémentaires
sont limités a des kits d’étalonnage et de contrdle. Ces derniers pouvant étre remplacés
par des aliquotes de plasmas spikés congelés et titrés localement. La limite inférieure
pour la mesure des xabans n’est pas liée a l'incapacité de l'essai a détecter de petites
quantités d'ACOD, mais au fait que le facteur Xa exogene massivement ajouté est
également partiellement inhibé par l'antithrombine physiologiquement présent dans
I'échantillon. Ainsi, un effet de matrice explique la variabilité inter-individuelle observée
dans les échantillons de patients non traités. Il existe donc un probleme de spécificité
plutot que de sensibilité des tests anti-Xa. De plus, la dilution au tiers du plasma,

nécessaire pour la mesure des ACODs, entraine également une dilution de I'albumine qui
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représente deux tiers des protéines de la matrice du plasma. Elle est la principale
protéine stabilisante et sa diminution rend les enzymes plus accessibles a leur substrat,

facilitant ainsi le clivage du substrat [88].

Ainsi, les tests anti-Xa sont tres fiables dans la gamme 30-500 ng/mL en xabans, mais
moins dans la zone 0-30 ng/mL ou 'effet physiologique est dur a différencier de I'effet
thérapeutique en xabans, et ou LC-MS/MS est indiscutablement plus fiable. Pour une
pratique clinique, la mesure anti-Xa qui est rapide, facilement disponible, fiable et peu
coliteuse peut étre utilisée pour la gestion des patients, a condition que la zone grise 0-

30 ng/mL soit acceptée.

5.2. Etude des performances de la méthode

5.2.1. Dabigatran

Les grands concepts (fidélité, exactitude, justesse, etc.) sont détaillés dans le document

SH GTA 06 [89].

Sur les deux automates ACL TOP® utilisés, les coefficients de variation de répétabilité
sont compris entre 3,8 et 7,3 %. Ils ont été déterminés pour un niveau de concentration
bas et un niveau de concentration élevé. Les coefficients de variation sont légérement
plus élevés pour les valeurs basses du dabigatran mais sont largement acceptables. Il n’y
pas de limites de CV établis. Les ACODs ne figurent pas dans les tables de Ricos. Ce sont
les recommandations fournisseurs qui ont servi de référence en prenant les CV
d’acceptation pour les héparines. La limite acceptable est aux alentours de 15 % pour la
répétabilité [58] voire méme 20 % [90]. Le dosage des taux plasmatiques de dabigatran

est donc jugé répétable avec le dTT « maison ».

De méme, pour l'essai de fidélité intermédiaire, la limite de 15 % est classiquement
choisie. Le GEHT a publié des recommandations pour les CV d’acceptation mais les
anticoagulants oraux directs sont exclus de ces recommandations. Nos CV sur les deux
automates se situent entre 6,8 et 8,1 %. Les CV sont un peu plus élevés lors de la
détermination des concentrations basses mais restent parfaitement acceptables. Compte
tenu des criteres d’acceptation, la méthode dTT « maison » est une méthode dont la

reproductibilité est jugée tres satisfaisante.
171



La limite de détection a été établie a 6,0 ng/mL et la limite de quantification a 21,1
ng/mL. Dans la littérature, pour la spectrométrie de masse, elles sont aux alentours de 1
ng/mL pour la limite de détection et de 1-2 ng/mL pour la limite de quantification [91].
Pour nos mesures fonctionnelles, les résultats sont excellents avec le dTT « maison »
voire méme meilleurs que ceux de la littérature ou les limites de détection pour la
mesure de 'ECA et du dTT sont comprises entre 15 et 20 ng/mL et peuvent aller jusqu’a

prés de 50 ng/mL (HTI) [64][91].

La limite de linéarité a été établie comme étant a 850 ng/mL. Le dTT « maison » est une
méthode qui est linéaire de 0 a 850 ng/mL. Le temps de thrombine dilué apparait
linéaire méme pour des concentrations supérieures a 850 ng/mL pouvant méme aller
jusqu'a plus de 2000 ng/mL [39]. Il faut alors programmer 'automate pour qu'’il puisse
lire des temps extrémement longs, ce qui compromet sa cadence. Le choix de rediluer
manuellement les échantillons pour les concentrations tres élevées a donc été retenu au

CHU de Bordeaux.

5.2.2. Rivaroxaban et apixaban

Sur les deux automates ACL TOP® utilisés, les coefficients de variation de répétabilité
sont compris entre 3,5 et 49 % pour le rivaroxaban et entre 3,4 et 9,0 % pour
'apixaban. IIs ont été déterminés pour un niveau de concentration bas et un niveau de
concentration élevé. Les coefficients de variation sont légerement plus élevés pour les
valeurs basses comme décrit précédemment pour le dabigatran. La limite d’acceptabilité

15 % n’est pas dépassée. La méthode est donc jugée répétable.

De méme, pour l'essai de fidélité intermédiaire. Nos CV sur les deux automates se situent
entre 6,7 et 8,9 % pour le rivaroxaban et entre 7,1 et 8,6 pour 'apixaban. La méthode est

donc jugée reproductible.

Pour le rivaroxaban, la limite de détection a été établie a 7,3 ng/mL et la limite de
quantification a 24,5 ng/mL. Pour I'apixaban, elles sont respectivement de 8,4 et de 28
ng/mL. Quant a la spectrométrie de masse, selon la littérature, elles sont aux alentours
de 0-3 ng/mL pour la limite de détection et de 0,5-5 ng/mL pour la limite de
quantification [81][87].
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La limite de quantification a un intérét moindre dans la détermination des
concentrations en xabans. En effet, comme I'a montré Freyburger et al. [30][47], il existe
une variabilité inter-individuelle dans la réponse anti-Xa. Elle est due au fait que chaque
individu a son propre potentiel a inhiber le facteur bovin Xa exogene ajouté dans

I'"échantillon.

La limite de linéarité a été établie comme étant a 800 ng/mL. La méthode fonctionnelle
utilisée au laboratoire est donc une méthode qui est linéaire de 0 a 800 ng/mL bien que
probablement linéaire pour des concentrations supérieures [86]. Cette approche de la
linéarité ne prend cependant pas en compte le phénomene de variabilité inter-
individuelle du point « zéro » quand on utilise un test anti-Xa ; chaque individu ayant sa
propre capacité a inhiber I'exces de facteur Xa mis en contact de son plasma. La linéarité
théorique, étant évaluée sur un plasma unique, ne permet pas de définir la limite de

quantification qui doit intégrer ce phénomene.

5.3. Etude de la spécificité

5.3.1. Dabigatran

Les interférences de ’hémolyse, de la bilirubine et de la lactescence sont bien connues
en biologie et notamment en biochimie compte tenu des conditions tres variées de
prélevement et d’acheminement des échantillons au CHU ainsi que des nombreuses
comorbidités associées touchant les patients sous ACODs. Peu d’études sont disponibles
a ce jour sur linfluence de ces parameétres sur les dosages fonctionnels des
anticoagulants [39]. Le dosage sur ACL TOP® apparalt comme robuste. L'étude de
I'interférence de 'hémolyse, de la lactescence et de la bilirubine n’a pas mis en évidence
d’effets majeurs sur les valeurs des dosages. Certes les signaux sont modifiés compte
tenu des qualités optiques modifiées du plasma, mais cela n'impacte pas le rendu du
résultat jusqu’a des valeurs élevées d’hémoglobine (184 pmol/L), de triglycérides (9,6
mmol/L) et de bilirubine (507 umol/L). Au-dela de ces valeurs, le dosage devient parfois
impossible et nécessite une pré-dilution manuelle des échantillons comme lors du
dosage du dabigatran en échec au-dela de ce seuil de triglycérides ou d’hémoglobine,

malgré la lecture a 671 nm pour le dTT qui minimise cette interférence (Figure 63).
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Figure 63 : interférences analytiques sur la mesure optique de I'absorbance des dosages
réalisés sur 'ACL TOP® LAS 700

(Source : http://www.werfen-accred.fr)

En effet, dans des conditions d’hémolyse et de lactescence extrémes, le dosage est rendu
en échec a cause d’'un trop grand nombre de points de lecture au-dela du seuil de DO en
échec admis (plus de 1 %) ; on observe un aplatissement des courbes avec un delta
d’absorbance trop faible pour déterminer correctement les temps de coagulation et
donc les taux plasmatiques en dabigatran. Dans ces situations précises, la solution qui
apparait pour palier a ces interférences est la dilution des échantillons avec un plasma
normal. La dilution du plasma avec un plasma dépourvu d’hémolyse, de bilirubine ou de

triglycérides en exces, permet de diluer l'interférence.

Il serait intéressant de mesurer la DO d'un caillot de fibrine dans différentes
configurations de tests et a ces différentes longueurs (Figure 63) dans le but d’observer

le spectre de fibrine par rapport au spectre des facteurs d’interférence.

L’effet des autres anticoagulants (HNF, HBPM, fondaparinux) sur Le dTT « maison » a
aussi été étudié. Jusqu'a 0,5 Ul/mL d’HNF, le dTT « maison » est peu influencé par
I’héparine (environ 20 ng/mL de dabigatran dosé). Il aurait été intéressant d’étudier cet
effet pour des concentrations plus élevées en HNF, susceptibles d’interférer avec la
mesure fonctionnelle [92]. Jusqu'a 1,3 Ul/mL d'HBPM et 1,5 Ul/mL de fondaparinux
(Arixtra®), peu d’effet est constaté sur le test fonctionnel (environ 20 ng/mL de

dabigatran mesuré).
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Pour les parametres d’hémostase de routine, leur effet dépend des techniques de dosage
choisies. Ces interférences ont déja été décrites a de nombreuses reprises [20][25][92].
A noter que la mesure du fibrinogene par la méthode Clauss avec l'utilisation du réactif
TriniCLOT™ Fibrinogen (Tcoag, groupe Stago) a aussi été étudiée au laboratoire. Il a été

montré que l'effet des ACODs, et en particulier du dabigatran, sur le fibrinogene

coagulant est tres limité :

Figure 64 : mesure du fibrinogene Clauss (réactif TriniCLOT™ Fibrinogen, Tcoag, groupe
Stago) en présence de 500 ng/mL de dabigatran/rivaroxaban/apixaban et 1 Ul/mL
d’HNF

(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hématologie du CHU de Bordeaux)

moyenne TCA r [moyenne TP (%)[moyenne Fg(_g/lﬂ
ODMSO-8 1.03 93 7.57
D100-8 1.48 74 7.11
D200-8 1.71 67 7.54
D500-8 2.30 50 7.34
D1000-8 3.17 30 7.03
A100-8 1.08 79 7.43
A200-8 1.14 65 7.45
A500-8 1.31 43 7.35
A1000-8 1.77 29 7.08
1.15 63 7.48
1.25 46 7.51
1.73 26 7.46
2.61 17 7.32
1.67 92 7.46
271 89 7.54
6.15 85 7.31
- 69 7.29

Figure 65 : mesure du TP/TCA/fibrinogene Clauss en présence de concentration
croissante en ACODs sur ACL TOP®
(Source : dosages réalisés au laboratoire d’"Hématologie du CHU de Bordeaux)
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Quant aux essais de contamination, grace aux progres de 'automatisation en biologie, ils
n’ont pas mis en évidence de contamination, que ce soit entre les échantillons ou entre

les réactifs.

5.3.2. Rivaroxaban et apixaban

L’étude de l'interférence de I'hémolyse, de la lactescence et de la bilirubine n’a pas mis
en évidence d’effet sur les valeurs des dosages jusqu'a des valeurs élevées
d’hémoglobine (245 pmol/L), de triglycérides (10 mmol/L) et de bilirubine (571
pumol/L). Comme pour le dabigatran, le signal est modifié compte tenu de I'aspect du
plasma, mais cela n’'impacte pas le rendu du résultat. Aucun dosage n’a été rendu en «

échec » aux concentrations étudiées. Les dosages sont donc robustes.

L’effet des autres anticoagulants (HNF, HBPM, fondaparinux) sur les dosages des ACODs
a aussi eté étudié. L’'HNF, les HBPM et le fondaparinux interferent avec les dosages
d’anti-Xa chromogéniques utilisés. Leur effet n’est pas négligeable. En effet, pour des
concentrations en HBPM de l'ordre de 1 Ul/mL, le dosage du rivaroxaban et de
I'apixaban se situent dans l'ordre de 100 ng/mL. Ces effets ont déja été décrits a
plusieurs reprises [93][94]. 1l est donc impossible de distinguer la part due aux ACODs
en cas de relais par HNF, HBPM ou fondaparinux. Les interférences sont réciproques.
Les ACODs interferent aussi trés lourdement avec les dosages HNF/HBPM et
fondaparinux. Ces dosages ne doivent pas étre réalisés en cas de traitement par ACODs
sous peine d’'une mauvaise interprétation. A noter que la technique de mesure anti-Xa
commercialisée par Hyphen est insensible a la présence d’héparine ou de fondaparinux

via l'utilisation d’'un tampon Tris-EDTA-Nacl [53].

Pour les parameétres d’hémostase de routine (TP, TCA, antithrombine, facteur V), leur
variation dépend des techniques de dosage choisies et cette étude vient confirmer les
effets déja observés [93] [94]. Le réactif TriniCLOT™ Fibrinogen de Stago est insensible a
la présence d’apixaban. Le suivi du fibrinogene d’'un patient sous anti-Xa direct peut

donc se faire par la mesure du fibrinogene coagulant (méthode de Clauss).
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5.4. Etude de la stabilité

\

Les échantillons ont été stockées a -80°C pour conserver l'activité des molécules
[25][17]. La stabilité des ACODs a été étudiée a température ambiante sur une période
de 36 heures. Trois matrices ont été utilisées : du plasma congelé, du plasma frais et du
sang total. Les trois conditions ont montré une stabilité des ACODs a température
ambiante. Certaines études ont méme démontré une stabilité pouvant étre étendue
jusqu’a plusieurs semaines [91] voire plusieurs mois [75]. Nous n’avons pas étudié
I'effet des cycles de congélation/décongélation sur ces mesures fonctionnelles. Il
apparaitrait intéressant de le faire puisqu’il est habituel de proscrire la recongélation
pour les tests fonctionnels [95].

Les réactifs utilisés pour doser les ACODs selon nos méthodes « maison » ont montré
une parfaite stabilité sur les périodes définies. A noter un CV obtenu pour la stabilité du
CN (dosage du dabigatran) qui est légérement supérieur a 6% mais reste inférieur a 8%.
Cependant la présence d'un premier point de dosage tres élevé (a l'origine de ce CV un
peu supérieur aux autres) peut faire suspecter une stabilisation (des réactifs, ou de

’échantillon) potentiellement insuffisante. Quoiqu’il en soit, les résultats des essais de

stabilité sont satisfaisants pour le CN.
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Conclusion

L’utilisation du dabigatran, du rivaroxaban et de I'apixaban ne nécessite pas de suivi de
'activité anticoagulante en routine. En cas d’hémorragie, d'intervention urgente, de
suspicion d’interaction médicamenteuse ou d’inobservance, d’altération de la fonction
rénale ou hépatique, de poids extréme, le monitorage des concentrations plasmatiques
peut cependant étre requis. La détermination des concentrations plasmatiques est a
réaliser si possible a distance de la prise du médicament, c’est a dire en résiduel. En
effet, les mesures au Tmax sont a éviter compte tenu de leur fluctuation [96]. Cependant,
en pratique, les patients nécessitant un dosage urgent peuvent se trouver a des
distances variables de la prise de médicament. Un outil d’interprétation a été développé
au laboratoire pour aider a I'interprétation des résultats en fonction des concentrations
observées, de I'heure de la derniere prise et de I'heure du prélévement, comme ci-

dessous pour le dabigatran :

\Q d CHU Pradaxa® : outil d’interprétation du dosage
\b | Bordeaux

concentrations attendues pour un patient prenant 220 ou 300 mg/jour en fonction

de I'heure de la prise et de I'heure du prélevement.

(genevieve freyburger@chu-bordeaus.fr, 2012, d'aprés la "Clinical Pharmacology Review NDA 22-512, Dabigatran™)
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Figure 66 : outil d’interprétation au laboratoire d’hémostase de Pellegrin-CHU de
Bordeaux, accompagnant le dosage, exemple du dabigatran.
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Il n’existe pas a ce jour de recommandation officielle sur les méthodes de surveillance
biologique. Le groupe d’'intérét en hémostase péri-opératoire (GIHP) a établi des
recommandations en cas de surdosage. Ces recommandations sont fondées sur la
détermination des concentrations plasmatiques [97]. Ainsi, le risque hémorragique est
considéré comme faible en cas de concentration inférieure a 30 ng/mL.

En cas d’hémorragie, des protocoles d’antagonisation sont disponibles avec 'utilisation
de Feiba® ou de concentré de complexe prothrombinique (CCP). Il est important de
souligner que ces molécules ne sont pas des antidotes contrairement a la vitamine K
pour les AVK. Il s’agit de palier a une hémorragie en intervenant sur différentes voies de
la cascade de coagulation. Ces molécules sont onéreuses et nécessitent des cliniciens

habitués a leur maniement.

Boehringer Ingelheim a mis au point un anticorps monoclonal l'idarucizumab sous
forme d'une solution pour perfusion préte a I'emploi qui vise a neutraliser I'action du
dabigatran [98]. Il entraine la neutralisation immédiate, compléte et soutenue de
I'anticoagulation provoquée par le dabigatran. Les complexes dabigatran-idarucizumab
sont ensuite éliminés par voie rénale.

Une étude de Phase III internationale, I’étude RE-VERSE ADMC, est actuellement menée
aupres de patients sous dabigatran et qui présentent des saignements non maitrisés ou
qui doivent subir une chirurgie ou une intervention d’urgence. L’étude est en cours dans
plus de 35 pays. Bien qu’encore en cours d’étude, cet antidote a été l'objet d'une
demande de procédure d’enregistrement rapide aupres de la FDA et des instances
européennes du fait des bons résultats observés chez les premiers patients traités.

Pour antagoniser les xabans, 'andexanet alfa (ANNEXA-A) est en cours d’étude chez des
témoins traités par rivaroxaban [99]. Une étude sur 33 volontaires sains ayant recu de
I'apixaban a été menée ainsi qu'une étude chez des volontaires traités par edoxaban
[100]. L'activité anti-Xa est réduite de plus de 90 % avec I'andexanet alfa [101] et la
génération de thrombine revient a son niveau normal, sans effet rebond.

Une derniére molécule est toujours en cours d’évaluation, l'aripazine. Elle a été
développée comme un antidote de l'ensemble des anticoagulants. Il s’agit d'une
molécule chargée qui est capable de fixer de maniere non covalente différents
anticoagulants (HBPM, fondaparinux, anti-Xa directs, anti-Ila) [98].

A l'avenir, si les effets prometteurs de ces molécules se confirment et se précisent, la
posologie de ces antidotes sera probablement a adapter aux concentrations

plasmatiques en anticoagulant oral direct.
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La position des fournisseurs, sous la pression des régulateurs européens en particulier,
est également en train de s’infléchir vers des indications ponctuelles de ces dosages,
certes beaucoup plus limitées que dans le cas des AVK.

Disposer de méthodes faciles a utiliser pour le personnel (pas de réactifs nouveaux par
rapport a la routine), peu cheéres, disponibles 24h/24 et analytiquement fiables est donc
un enjeu important pour un laboratoire de CHU qui recoit les accidents d’hémorragie
intracérébrale et doit prendre en charge des patients pour des chirurgies urgentes.
Valider ces méthodes en portée B était donc un objectif important.

Cet objectif a engendré un coup supplémentaire pour le laboratoire non négligeable. En
effet plus de 5000 dosages ont été nécessaires pour aboutir a ce travail. Les résultats des

estimations du nombre de dosages réalisés sont présentés dans le tableau ci-dessous.

TEST NOMBRE DE TESTS ESTIME
Dabigatran (méthode fonctionnelle) 1144
Rivaroxaban (méthode fonctionnelle) 1116
Apixaban (méthode fonctionnelle) 993
Dabigatran (LC-MS/MS) 223
Rivaroxaban (LC-MS/MS) 235
Apixaban (LC-MS/MS) 240
Fibrinogéne dérivé 194
Fibrinogene Clauss 153
TP 258
TCA 234
TCK 6
Anti-Xa HNF 55
Facteur V 132
Antithrombine 208
D-Dimeres 40
TOTAL 5231

Tableau 9 : évaluation du nombre de tests réalisés par dosage pour cette validation de
méthode

Le colit des réactifs nécessaires pour le dosage du dabigatran, rivaroxaban et apixaban
et imputable au laboratoire d’Hématologie a été estimé a plus de 4000 euros sans
compter la consommation de réactifs pour les tests de routine réalisés (TP, TCA, TCK,
fibrinogéne dérivé et Clauss, antithrombine, facteurs). De plus, ne sont pas comptés dans
cette estimation les colts des dosages de LC-MS/MS réalisés au laboratoire de
Pharmacologie ainsi que les dosages effectués par Nuvisan Pharma Services. Les
dizaines d’heures de technique nécessaires pour la réalisation de ces dosages ne font pas
partie non plus de cette estimation. La validation de ces méthodes de dosage a donc eu

un impact financier non négligeable sur le budget du laboratoire.
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ANNEXES

Annexe 1 : résumé des conditions pré-analytiques en hémostase

(source : GEHT [19])

PROTOCOLE STANDARD POUR LES TESTS COURANTS D'HEMOSTASE

site de ponction

Recommandé Acceptable Non conforme
tube sous "vide", stérile autres
verre siliconé ou PET étanche
tube
bouchon inerte
volume résiduel d'air <20%
citrate 0,109M (3,2%) citrate 0,129M (3,8%) autres
anticoagulant
CTAD 0,105M
pH plasma anticoagulé 7,3a7,45 <7,30U >7,45
0,30a0,55 résultats sous réserve
hématocrite I/l
si >0,55 ou <0,30
19 a 22 gauge 23 gauge en pédiatrie autres
taille de l'aiguille tubulure avec
volume mort <150microL
garrot <1min >3min
veineux artériel autres

éloigné de toute perfusion

prélevement sur cathéter

apres rejet de 5 a 10ml

2éme tube 1er tube apres tube sec avec activateur
place du tube aprés tube de "purge" ou amicoag‘ﬂi": autre que
ou tube sec sans activateur
remplissage >90% <80%
18a22°C <4°C ou >30°C
transport position verticale si possible
délai avant le test <2h <4h >4h
<4h si CTAD <6h pour T de Quick >6h pour T de Quick
2000 a 2500g, 15 min 4500-11000g, 2 min <1500g
centrifugation
<10 min

double centrifugation

pour les ACC -LA, RPCa

et avant congélation

température de
centrifugation

thermostatée 18 a 22°C

non thermostatée

congélation

rapide a -70°C

rapide & -20°C

conservation

-70°C

-20°C (<15 jours)

>-20°C

tube non mouillable avec

bouchons a vis

capacité adaptée au volume

transport d'échantillon
congelé

carboglace

décongélation

rapide a 37°C

température ambiante ou
>37°C
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Annexe 2 : Préparation d'une solution a 20 pg/ml pour chacune des drogues

Dabigatran | Rivaroxaban Apixaban

Concentration des stock-

solutions en drogue 4720 436 50000

(ng/ml)
Facteur de dilution 236 22 2500 puis
DMSO (uL) 2350 2100 490 1960
40
Stock solution (pL) 10 100 10 (solution
précédente)
Volume final a 20 pg/ml 2360 2200 2000
de drogue (uL)

Annexe 3 : préparation des plasmas spikés a partir de la dilution a 20 pg/ml

Concentration Nombre Solution a Eau Solution Plasma
finale en ACODs li t 20 pg/ml distillée obtenue normal
(ng/mL) | TMUES gy (1)  |(Solutiona20| (L)
ug/ml + eau
1000 5 150 0 125 2375
900 5 113 13 125 2375
800 5 100 25 125 2375
750 5 94 31 125 2375
700 5 88 38 125 2375
600 5 75 50 125 2375
500 5 63 63 125 2375
400 5 50 75 125 2375
300 5 38 88 125 2375
250 50 313 938 1250 23750
200 5 25 100 125 2375
150 10 38 213 250 4750
100 5 13 113 125 2375
75 50 94 1156 1250 23750
50 5 6,25 119 125 2375
40 5 5,00 120 125 2375
30 5 3,75 121 125 2375
20 5 2,50 123 125 2375
10 5 1,25 124 125 2375
0 5 0,00 125 125 2375

192



Annexe 4 : analyse de risque en hémostase

Risque / évenement

Etape / E,l eIPent redouté / mode de Causes (F) Effets (G) ICR Moyel_ls de maitrise
Processus défaillant Py existants (D)
défaillance
Milieu
Sécurité
Accés Ouverture des portes du
Sécurité réglementé et Intrusion / vol / laboratoire (8h-17h) / Portes | Vols / agressions / dégradation 4 Portes sécurisées / accés

sécurisé des agression non fermées (oubli / des locaux magnétique
locaux négligence)
. . . Détecteurs incendie
L . | Surveillance . . . . Dégradation des locaux / : P /
Sécurité incendie | . : Incendie Incendie non détecté . 4 | service sécurité du CHU /
incendie atteinte aux personnels

formation des personnels

Lieu de travai

1

Optimisation des
paillasses et de

Géne entre personnels

Mauvaise organisation de

Perte de temps / chute

Réunion avec le personnel

Ergonomie \ chocs erte de , , . . 8| / recours au service
& I'espace de / /p I'espace échantillons / inconfort / P
. temps ingénierie
travail
n C g Mauvaise puissance éclairage . . Vigilance techniciens et
L Controle de Luminosité non 1Se P rag / Erreurs techniques (pipetage) / sran
Luminosité D . mauvais réglage / probléme PR . 6 | biologistes / recours au
'éclairage adaptée , . sécurité personnel atteinte o
électrique service ingénierie
Environnement
Thermometres / relevés de
Température Climatisation Climatisation excessive | Mauvais réglage Troubles ORL pour le personnel 12 | température / service
ingénierie
Mauvaises conditions de travail Thermometres / relevés de
. . - Panne de la N . . . . .
Température Climatisation Probléeme technique / dégradation des automates / 6 | température / service

climatisation

panne des automates

ingénierie
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Risque / évenement

Etape Elément a Moyens de maitrise
pe/ g redouté / mode de Causes (F) Effets (G) ICR yer
Processus défaillant Py existants (D)
défaillance
Environnement
Difficulté communication avec Service ingénierie /
Communication | Téléphones Non fonctionnels Probléme technique les autres biologistes et avec les 32 | direction du systéme
cliniciens informatique

Elimination des
déchets

Gestion des
déchets

Contamination du
personnel /
contamination de
I'environnement

Négligence / oubli

Non élimination des déchets /
contamination du personnel et
des échantillons

Procédures / formation du
personnel

Main d'ceuvre

Sécurité / hygiéne

Non respect
tenue travail

Contamination du personnel /

Affichage des consignes /

Tenue de travail Contamination Négligence contamination des personnes a 6 ;
(chaussures, Vi . formation du personnel
I'extérieur du laboratoire
blouse)
Non port des . 1 . - .
Gants gants Contaminant Négligence / oubli Contamination du personnel 12 | Cadre de santé
Contamination
du personnel par o . \ Procédure affichée
p . p Comportement Contamination du - Exposition du personnel aun " . ' .
un accident ) , Négligence , o 4 | "Accident d'Exposition au
inadapté personnel risque de contamination

d'exposition au
sang (AES)

Sang"
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Risque / évenement

Etape / E,l eIPent redouté / mode de Causes (F) Effets (G) ICR Moyel_ls de maitrise
Processus défaillant défaillance existants (D)
Formation / qualification du personnel
Formation Planning de formation /

initiale adéquate

Formation des

Personnel non compétent /

évaluation de la formation

. techniciens Personnel non Formation insuffisante . ) e
des techniciens / . . X / erreurs techniques / erreurs 12 | / fiche de qualification et
. nouvellement compétent incompléte . Mahilitats -
internes / ArTivés dans le résultat d'habilitation / suivi par un
biologistes biologiste responsable
. Fiches d'évaluation de
, Personnel non compétent / . .
- Compétences . maintien des compétences
Maintien des . Personnel non . . erreurs techniques ou . :
, techniques et , Compétences non maintenues . . 12 | / formation continue /
compétences . ) compétent biologiques / erreurs dans le g } .
biologiques . évaluation de la formation
résultat .
continue
a Risque / événement P
Etape / Elément p Moyens de maitrise
R redouté / mode de Causes (F) Effets (G) ICR .
Processus défaillant Py existants (D)
défaillance
Organisation des taches
. . . . . Surcharge de travail / retard .
Planning des Connaissance / o ) Mauvaise gestion et mauvaise 5 . / Gestion par le cadre de
. ) Effectif insuffisant . : dans le rendu des résultats / 32 ,
techniciens affichage connaissance du planning s santé
analyses différées
Planning du . . . . Surcharge de travail / retard Communication entre
Connaissance / s ) Mauvaise gestion et mauvaise , . : .
personnel i Effectif insuffisant . . dans le rendu des résultats / 32 | biologistes / internes
. affichage connaissance du planning e . .
médical analyses différées Planning des présences
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Risque / évenement

Etape Elément . Moyens de maitrise
pe/ R redouté / mode de Causes (F) Effets (G) ICR yer
Processus défaillant Py existants (D)
défaillance
Moyens
Température trop o . ,
P Altération de la conservation Sondes de température.
e , élevée ou trop basse \ . . A
Réfrigérateurs Température o Probléme technique des consommables ou des 3 | Suivi en temps réel des
ou variations trop . . \ . .
. échantillons problémes (dispatching)
Importantes
o . Contrdles réguliers des
. . 15 . . Volumes prélevés faussés ) !
Pipettes Etat Mauvais prélévement | Mauvais réglage / souillure . . s 6 | pipettes (service de
(échantillons et réactifs) X :
métrologie du CHU)
Mauvaise
identification des Validation de dossiers non
Identification utilisateurs / droits Mauvaise programmation des Service informatique (DSI)

Acces au réseau

des utilisateurs

informatiques en
fonction des
compétences

droits

autorisée / Visualisation de
dossiers non autorisée

12

du CHU

Réseau défaillant

Probléeme dans
I'enregistrement et

Déclenchement manuel du test

Informatique ou logiciel en Probléme technique sur automate / rendu des 8 | Procédures dégradées
dans le rendu du . .
panne . résultats altéré
résultat
Résultats
potentiellement
faussés (surtout en cas
Automates Centrifugation | d'hématocrite bas). Mauvais réglage Résultats faussés 4 | Centrifugeuses réglées

Normes non établies
pour ces conditions au
laboratoire
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Risque / évenement

Etape Elément . Moyens de maitrise
pe/ g redouté / mode de Causes (F) Effets (G) ICR yer
Processus défaillant Py existants (D)
défaillance
Méthodes
Pas de gestion
R . . s \ informatique du systeme
Systeme Disponible et mis a [ Non acces aux v . . . . au ysu
. . Absence d'information Manipulation inadaptée 4 | documentaire / versions
documentaire jour documents . . . R
papiers disponibles a la
paillasse
Matiéres
Gestion des stocks par les
Mauvais remplissage cadres des services
Tube périmé du tube P § Mauvaise gestion des stocks Résultats faussés 16 | Vérification des dates de
péremption par les
techniciens
Formation du personnel de
Mauvais tube de . : . PRI I'ABC / établissement
N Mauvais tube Mauvaise formation Analyses non réalisées 121, / s
prélévement d'une non-conformité /
service prévenu
Vérification des tubes par
Rapport Tube insuffisamment . 15 les techniciens /
Tube d . . Mauvais prélévement R . .
ube de anticoagulant/sang | rempli Hématocrite perturbé Analyses non réalisées 32| établissement non
prélévement non respecté Hématocrite perturbé p conformité / information
des services
Prélevement sur Résultats
.., ", |potentiellement Mauvaise formation Résultats faussés 16 | Formation des personnels
une voie héparinée ,
faussés
Patient difficile a prélever Formation des personnels
15 Mauvaise formation du soignants au prélévement
Prélevement de . . . . .
Tube coagulé personnel soignant Résultats faussés 16 | Formation du personnel

mauvaise qualité

Mauvaises conditions
d’acheminements

du laboratoire a la
détection
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Risque / évenement

Etape Elément . Moyens de maitrise
pe/ Ao redouté / mode de Causes (F) Effets (G) ICR yer
Processus défaillant Py existants (D)
défaillance
Méthodes
Formation des personnels
soignants / Guide des
. Interférence des Mauvaise formation du examens de biologie et
Traitements . . . - .
i dosages avec un autre | personnel soignant Résultats et interprétations pathologie du CHU de
associés non/mal . . C . 24 .
. anticoagulant non Traitements mal renseignés faussés Bordeaux / Formation du
Tube de renseignés Lo , . R
1 renseigné lors de I'enregistrement personnel du laboratoire a
prélévement . . .
ces interférences / Gestion
des non-conformités
. Résultats . L . . .
Prélevement mal . Durée excessive, a température | Résultats potentiellement . -
, , potentiellement : s A0 . 8 | Formation des techniciens
décongelé , ambiante ou a 37°C faussés
faussés
oy Gestion des non-
Non conformité . ,
15 . . . s conformités par I'ABC /
15 des prélévements | Fonction de la non- Mauvaise formation du Analyses réalisées ou non :
Prélévement o \ o s . s 24 | guide des examens
non spécifiquesa | conformité personnel (fonction de la non conformité) . . .
I'hémostase biologie et pathologie du
CHU de Bordeaux
Mauvaise : .
. P Manque de formation des . . Guide des examens
. température de Altération des Lo Résultats potentiellement . . i
Prélévement équipes 16 | biologie et pathologie du

stockage des
échantillons

échantillons

cliniques/transport/technique

faussés.

CHU de Bordeaux
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Annexe 5 : essai de répétabilité pour le dabigatran sur I’ACL TOP®
(Source : données du laboratoire d’"Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

N° = Niveau

Test 1 227 234 227 66 70 74
Test 2 217 225 230 60 64 60
Test 3 205 223 222 62 69 64
Test 4 223 235 231 68 62 65
Test 5 212 206 218 63 64 64
Test 6 213 214 215 59 62 57
Test 7 216 218 225 62 65 60
Test 8 229 226 216 65 67 62
Test9 228 237 220 64 58 63
Test 10 210 215 231 56 61 58
Test1 226 229 233 71 76 77
Test 2 228 217 221 60 63 64
Test 3 240 222 221 63 70 64
Test 4 229 236 229 64 66 61
Test 5 213 206 213 65 61 64
Test 6 202 204 204 59 59 62
Test 7 221 222 219 63 60 62
Test 8 211 213 221 63 62 62
Test 9 232 222 225 57 63 63
Test 10 219 214 216 58 59 62

Annexe 6 : essai de répétabilité pour le rivaroxaban sur I’ACL TOP®

(Source : données du laboratoire d’"Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

Test 1 268 261 259 81 78 77
Test 2 251 252 257 82 82 73
Test 3 252 240 254 74 78 76
Test 4 240 229 238 74 77 74
Test 5 258 258 239 75 79 77
Test 6 245 252 241 80 76 76
Test 7 253 242 264 59 78 72
Test 8 246 252 255 80 80 70
Test 9 248 246 247 77 77 81
Test 10 245 246 240 70 69 74
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Test 1 242 238 252 74 70 73
Test 2 235 246 243 70 66 71
Test 3 231 221 248 67 64 69
Test 4 234 210 243 72 68 68
Test 5 240 231 220 69 65 69
Test 6 218 241 221 70 72 63
Test 7 218 232 244 65 68 67
Test 8 248 233 241 74 74 64
Test9 232 249 234 68 70 66
Test 10 240 241 212 67 68 68
Annexe 7 : essai de répétabilité pour I'apixaban sur '’ACL TOP®
(Source : données du laboratoire d’'Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)
Test1 193 196 190 56 47 51
Test2 198 197 201 51 51 49
Test 3 191 189 193 50 45 45
Test 4 193 223 196 50 43 46
Test 5 211 192 209 60 55 48
Test 6 191 188 194 53 48 43
Test7 194 187 192 49 47 45
Test 8 197 194 193 49 45 45
Test 9 197 189 200 48 50 46
Test 10 190 190 187 48 46 38
Test 1 206 203 198 61 49 53
Test 2 210 194 204 58 50 48
Test 3 195 201 190 61 54 53
Test 4 196 194 204 60 51 52
Test 5 207 195 205 60 53 49
Test 6 210 201 193 54 54 58
Test 7 207 192 195 51 59 52
Test 8 199 189 202 54 52 54
Test 9 208 200 207 51 58 50
Test 10 186 191 205 52 54 58
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Annexe 8 : essai de reproductibilité pour le dabigatran sur '’ACL TOP®
(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

N° bas N° haut

(ng/mL) (ng/mL)
Test1 129 322 150 348
Test 2 137 359 134 338
Test 3 138 352 142 344
Test 4 146 344 127 352
Test 5 129 356 140 328
Test 6 125 358 131 304
Test7 142 305 142 348
Test 8 113 328 141 332
Test9 146 357 127 306
Test 10 139 332 119 331
Test 11 129 306 120 297
Test 12 120 339 131 315
Test 13 151 366 149 314
Test 14 138 326 136 302
Test 15 145 307 132 315
Test 16 127 318 130 362
Test 17 127 299 143 336
Test 18 114 345 136 327
Test 19 128 304 134 291
Test 20 121 331 123 334
Test 21 122 335 133 358
Test 22 147 320 135 347
Test 23 138 339 144 290
Test 24 131 311 123 309
Test 25 126 307 129 318
Test 26 130 288 127 313
Test 27 119 353 128 317
Test 28 128 349 129 286
Test 29 116 351 112 322
Test 30 115 292 115 290
Test 31 112 308 133 334
Test 32 133 369 117 300
Test 33 110 326 130 286
Test 34 134 321 134
Test 35 142 352 119
Test 36 142 324 119
Test 37 114 308
Test 38 141 352
Test 39 115 286
Test 40 135 318
Test 41 137 333
Test 42 133 338
Test 43 123 310
Test 44 138 309
Test 45 114 328
Test 46 121 315
Test 47 133 290
Test 48 132 309
Test 49 127 303
Test 50 123 369
Test 51 129 342
Test 52 127 329
Test 53 116 303
Test 54 122 311
Test 55 125 323
Test 56 138
Test 57 142
Test 58 111
Test 59 119
Test 60 125
Test 61 131
Test 62 110
Test 63 130
Test 64 129
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Annexe 9 : essai de reproductibilité pour le rivaroxaban et I'apixaban sur ’ACL TOP®

(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

Rivaroxaban Apixaban
N° bas N° haut N° bas N°haut
(ng/mL) | (ng/mL) (ng/mlL) | (ng/mL)

Test 1 91 234 94 248 232 467 212 462
Test 2 88 265 93 277 256 442 202 410
Test 3 109 272 81 237 221 408 183 405
Test 4 123 272 89 243 203 505 212 439
Test 5 104 250 104 267 224 459 230 444
Test 6 93 241 102 254 248 433 212 421
Test 7 102 263 81 216 220 446 189 409
Test 8 106 261 84 219 210 492 221 405
Test 9 96 253 91 227 220 418 214 468
Test 10 100 291 93 253 206 510 207 474
Test 11 104 229 90 232 246 512 237 467
Test 12 123 266 94 252 220 440 245 451
Test 13 106 266 88 220 213 392 251 443
Test 14 126 280 94 246 207 480 202 415
Test 15 101 277 103 265 246 439 216 415
Test 16 111 271 99 246 222 465 228 438
Test 17 106 270 87 249 195 451 217 429
Test 18 106 302 91 244 217 415 205 438
Test 19 100 253 91 261 215 469 220 450
Test 20 112 266 96 242 215 497 224 447
Test 21 100 261 85 225 263 522 217 471
Test 22 108 280 90 243 232 539 200 455
Test 23 98 245 91 232 238 517 238 544
Test 24 110 263 101 232 260 523 214 521
Test 25 106 249 88 223 253 451 223 463
Test 26 96 261 76 210 251 471 217 398
Test 27 100 270 90 237 278 481 217 448
Test 28 112 256 72 202 233 494 213 436
Test 29 102 219 86 215 241 491 205 437
Test 30 92 275 76 208 243 481 197 425
Test 31 117 77 248 212 483 194 426
Test 32 91 256 431 206 432
Test 33 230 436 194 404
Test 34 215 194 417
Test 35 215

202



Annexe 10 : évaluation des incertitudes de mesure pour les ACODs

Incertitude de Dabigatran Rivaroxaban Apixaban
100<EEQ<200 | 200<EEQ<300 90<EEQ<200 200<EEQ<300 68<EEQ<245
Moyenne écarts des
5,0 -2,5 0,3 6,7 -12,0
EEQ (ng/mL)
Ecart type des 4,2 3,5 8,1 12,9 12,7
écarts des EEQ
U(EEQ) 51 3,8 8,2 13,5 14,5
U(CIQ) 9,9 22,0 8,6 17,9 17,7
Incertitude 11,2 22,3 11,8 22,4 22,8
composée en ng/mL
Incertitude élargie 22,3 44,7 23,6 44,8 45,7
en ng/mL

Annexe 11 : évaluation de la limite de détection et de quantification pour les ACODs sur

ACL TOP®
(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)
Dabigatran (ng/mL) Rivaroxaban (ng/mL) Apixaban (ng/mL)
TEST 1 0 27 11
TEST 2 0 29 5
TEST 3 0 24 12
TEST 4 0 25 10
TEST 5 0 25 8
TEST 6 0 24 8
TEST 7 0 27 7
TEST 8 0 27 6
TEST 9 0 23 4
TEST 10 5 24 6
TEST 11 0 23 2
TEST 12 5 24 3
TEST 13 6 21 3
TEST 14 0 26 6
TEST 15 0 24 4
TEST 16 6 21 3
TEST 17 6 23 5
TEST 18 5 23 6
TEST 19 0 24 8
TEST 20 0 28 3
TEST 21 0 27 11
TEST 22 0 29 5
TEST 23 0 24 12
TEST 24 0 25 10
TEST 25 0 25 8
TEST 26 0 24 8
TEST 27 0 27 7
TEST 28 0 27 6
TEST 29 0 23 4
TEST 30 5 24 6
TEST 31 0 23 2
TEST 32 5 24 3
TEST 33 6 21 3
TEST 34 0 26 6
TEST 35 0 24 4
TEST 36 6 21 3
TEST 37 6 23 5
TEST 38 5 23 6
TEST 39 0 24 8
TEST 40 0 28 3
TEST 42 0 27 11
TEST 42 0 29 5
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Annexe 12 : évaluation de la linéarité pour le dabigatran sur I’ACL TOP®

(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

Gamme dabigatran (ng/mL) Dosages dabigatran (ng/mL) Moyenne des dosages (ng/mL)
0 0 0 0
10 9 9 9
20 11 9 10
30 17 17 17
40 24 23 24
50 30 29 30
75 58 51 55
100 77 72 75
150 122 115 119
200 205 204 205
250 218 202 210
300 208 204 206
400 309 311 310
500 404 396 400
600 472 492 482
700 566 605 586
750 631 620 626
800 658 656 657
900 788 764 776

1000 882 837 860

Annexe 13 : évaluation de la linéarité pour le rivaroxaban sur I’ACL TOP®

(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

Gamme rivaroxaban (ng/mL) | Dosages rivaroxaban (ng/mL) | Moyenne des dosages (ng/mL)
0 13 12 13
10 25 21 23
20 27 34 30
30 35 46 40
40 43 48 45
50 47 50 48
75 64 77 71
100 82 98 90
150 139 139 139
200 193 194 194
250 224 224 224
300 286 299 292
400 370 379 374
500 519 551 535
600 571 553 562
700 638 651 644
750 675 669 672
800 738 698 718
900 792 740 766

1000 816 799 807
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Annexe 14 : évaluation de la linéarité pour I’apixaban sur ’ACL TOP®

(Source : données du laboratoire d’'Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

Gamme apixaban (ng/mL) | Dosages apixaban (ng/mL) | Moyenne des dosages (ng/mL)
0 0 0 0 0
10 0 0 7 2
20 3 8 9 2 6
30 9 13 15 8 11
40 26 25 27 18 24
50 29 28 28 23 27
75 44 47 40 48 45
100 60 65 59 58 60
150 104 | 106 43 85
200 137 | 141 | 145 | 159 146
250 197 | 206 | 201 | 217 205
300 239 | 230 | 226 | 235 232
400 326 | 340 | 326 | 352 336
500 452 | 449 | 469 | 463 458
600 478 | 469 | 554 | 589 522
700 655 | 609 632
750 692 | 696 694
800 694 | 701 698
900 764 | 771 768

1000 811 | 792 801
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Annexe 15 : comparaison de méthodes pour le dabigatran
(Source : données du laboratoire d’'Hémostase et de Pharmacologie, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

ECAII |Dabigatran | Dabigatran | HTI Dabigatran | Dabigatran Dabigatran | Dabigatran
N° ig/TmL Stago, |libre (LC- |total (LC- [Hyphen |N° |dTT Stcaz (I)I libreg(Lc- totalg(Lc- E}T,;hen N° |[dTT Stcaz (I)I libreg(Lc- totalg(Lc- E}T,;hen
ng/mL | MS/MS MS/MS ng/mL ng/mL | MS/MS MS/MS ng/mL | MS/MS MS/MS

ng/mL) ng/mL) ng/mL ng/mL) ng/mL) ng/mL ng/mL ng/mL) ng/mL) ng/mL
1 8 17 8 14 0 30 | 107 125 85 119 115 59 | 222 271 203 256 216
2 16 27 26 30 22 31 | 107 127 123 139 105 60 | 225 264 289 253 205
3 17 24 25 29 0 32 | 108 124 87 121 105 61 | 227 264 244 249 278
4 21 34 34 32 0 33 | 112 143 128 138 116 62 | 233 298 258 318 302
5 22 36 32 37 17 34 | 119 147 132 147 115 63 | 235 299 281 289 280
6 37 49 39 55 0 35 | 120 142 122 142 137 64 | 239 290 218 282 255
7 44 52 55 60 47 36 | 132 152 144 149 151 65 | 243 310 254 333 303
8 46 63 54 66 55 37 | 132 180 165 175 153 66 | 246 296 280 280 309
9 47 55 61 60 62 38 | 134 150 133 163 148 67 | 251 279 262 285 283
10 | 47 60 65 76 51 39 | 136 157 157 155 134 68 | 252 314 254 326 297
11| 50 75 69 75 73 40 | 139 172 122 178 104 69 | 255 323 219 316 279
12| 50 65 76 70 0 41 | 140 172 129 181 127 70 | 270 319 237 342 287
13| 51 70 53 70 66 42 | 147 179 151 184 190 71 | 272 323 253 314 123
14 | 62 78 69 75 33 43 | 147 184 152 189 169 72 | 276 358 225 364 284
15 | 64 85 68 89 61 44 | 148 179 142 210 152 73 | 287 343 317 345 322
16 | 67 88 62 93 71 45 | 158 188 148 203 194 74 | 291 337 316 317 323
17 | 69 88 68 94 81 46 | 159 197 177 209 149 75 | 300 367 305 386 379
18| 70 75 78 79 0 47 | 162 194 189 184 174 76 | 300 372 336 397 324
19| 80 98 82 100 70 48 | 165 179 148 188 174 77 | 301 339 252 358 236
20| 80 95 93 103 89 49 | 178 191 169 195 220 78 | 302 365 325 368 364
21| 85 107 92 104 98 50 [ 179 204 201 237 208 79 | 304 398 336 407 378
22| 87 94 87 92 70 51 | 183 186 185 193 177 80 | 305 367 325 344 191
23| 91 115 110 107 104 52 | 196 259 231 267 279 81 | 315 359 323 278 267
24| 93 120 106 127 93 53 [ 197 292 241 253 211 82 | 332 412 359 389 388
25| 93 116 79 123 111 54 [ 199 214 179 217 199 83 | 340 444 344 444 377
26| 95 117 84 102 18 55 | 206 212 199 212 212 84 | 379 445 450 426 329
27 | 97 115 78 112 41 56 | 212 259 176 251 127 85 | 385 425 364 476 373
28| 99 124 113 116 82 57 | 215 224 209 263 264 86 | 394 438 297 458 440
29 | 101 132 106 132 109 58 | 217 293 227 260 231 87 | 406 452 437 471 409
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Annexe 16 : Comparaison de méthodes pour le rivaroxaban

(Source : données du laboratoire d’Hémostase et de Pharmacologie, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

LC/MS- ACL LC/MS- | ACL TOP LC/MS- ACL LC/MS- ACL LC/MS- ACL LC/MS- ACL
Dosage MS TOP® Dosage MS (ng/mL) | Dosage |MS TOP® Dosage MS TOP® Dosage MS TOP® Dosage MS TOP®
(ng/mL) | (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) | (ng/mL) (ng/mL) | (ng/mL) (ng/mL) | (ng/mL) (ng/mL) | (ng/mL)
1 0 0 42 0 0 79 53 51 118 0 19 157 102 93 196 93 80
2 38 25 41 0 0 80 173 161 119 64 70 158 112 107 197 4 0
3 23 0 42 187 203 81 190 154 120 34 38 159 3 17 198 0 0
4 172 188 43 156 166 82 12 0 121 144 129 160 0 0 199 32 37
5 0 0 44 0 14 83 0 0 122 10 12 161 92 98 200 63 41
6 0 0 45 0 0 84 0 0 123 17 24 162 93 91 201 106 107
7 49 28 46 18 12 85 187 226 124 0 0 163 10 18 202 5 0
8 131 80 47 102 139 86 7 0 125 25 33 164 5 0 203 0 14
9 17 19 48 127 130 87 2 16 126 111 106 165 53 50 204 59 57
10 4 0 49 0 0 88 54 78 127 91 71 166 106 85 205 13 17
11 0 25 50 0 0 89 132 125 128 0 0 167 26 22 206 92 84
12 74 76 51 0 0 90 137 130 129 26 31 168 0 0 207 6 0
13 92 96 52 95 85 91 6 14 130 141 168 169 4 0 208 0 12
14 71 61 53 147 146 92 0 15 131 130 147 170 123 107 209 0 22
15 6 12 54 0 13 93 71 71 132 30 25 171 94 81 210 113 134
16 0 11 55 9 12 94 147 147 133 174 130 172 8 0 211 5 0
17 130 99 56 112 97 95 154 154 134 148 129 173 0 0 212 0 0
18 188 145 57 76 73 96 3 11 135 4 25 174 0 0 213 0 20
19 70 52 58 7 18 97 0 0 136 0 0 175 14 13 214 49 48
20 3 0 59 0 0 98 110 122 137 84 77 176 92 120 215 162 187
21 0 20 60 92 94 99 68 67 138 146 207 177 8 0 216 189 215
22 0 0 61 54 67 100 172 259 139 24 27 178 0 0 217 0 10
23 35 30 62 14 0 101 19 35 140 1 0 179 239 257 218 62 61
24 15 12 63 0 0 102 0 0 141 0 12 180 95 63 219 171 179
25 7 16 64 103 95 103 0 0 142 77 80 181 158 177 220 8 13
26 0 23 65 13 16 104 29 24 143 65 52 182 21 19 221 85 84
27 43 43 66 180 192 105 24 37 144 177 159 183 0 0 222 12 0
28 160 166 67 12 21 106 7 0 145 23 23 184 7 0 223 0 0
29 135 104 68 0 0 107 0 0 146 0 0 185 104 122 224 24 39
30 10 11 69 77 64 108 124 106 147 15 11 186 163 163 225 58 57
31 0 0 70 37 24 109 199 236 148 51 52 187 0 0 226 41 43
32 57 33 71 195 214 110 14 28 149 88 90 188 0 0 227 14 0
33 112 77 72 97 94 111 75 52 150 0 15 189 104 99 228 0 0
34 212 154 73 0 0 112 4 14 151 0 0 190 115 140 229 97 89
35 12 11 74 30 22 113 73 91 152 160 156 191 0 0 230 169 127
36 0 0 75 108 100 114 0 0 153 45 39 192 0 0 231 198 198
37 76 80 76 117 113 115 44 48 154 16 27 193 0 21 232 14 19
38 130 135 77 4 0 116 133 132 155 0 0 194 173 143 233 20 21
39 0 0 78 0 0 117 207 217 156 5 0 195 66 65 234 104 75
235 12 34
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Annexe 17 : Comparaison de méthodes pour I’apixaban

(Source : données du laboratoire d’Hémostase et de Pharmacologie, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

Dosage LC/MS-MS ACL Dosage LC/MS-MS ACLTOP ® Dz LC/MS- ACL Dz LC/MS- ACL Dz LC/MS- ACL DA LC/MS- ACL
(ng/mL) TOP® (ng/mL) MS TOP® MS TOP® MS TOP® MS TOP®
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) | (ng/mL) (ng/mL) | (ng/mL) (ng/mL) | (ng/mL) (ng/mL) | (ng/mL)

1 0 13 41 0 0 81 0 21 121 36 31 161 87 66 201 120 127
2 41 55 42 0 0 82 66 57 122 64 43 162 83 75 202 120 147
3 79 78 43 26 35 83 107 86 123 26 24 163 0 13 203 55 82
4 52 53 44 53 63 84 56 65 124 0 0 164 37 41 204 0 0
5 0 0 45 36 58 85 0 0 125 12 23 165 128 131 205 32 69
6 0 16 46 0 18 86 32 33 126 124 120 166 33 46 206 150 123
7 97 98 47 10 11 87 75 76 127 117 131 167 0 0 207 107 64
8 112 97 48 72 129 88 40 41 128 39 68 168 7 38 208 49 42
9 94 82 49 63 62 89 0 0 129 0 17 169 135 183 209 0 0
10 0 0 50 0 0 90 94 132 130 17 25 170 104 144 210 23 19
11 30 36 51 0 23 91 39 51 131 96 92 171 38 56 211 45 47
12 58 52 52 75 79 92 0 12 132 49 53 172 0 19 212 22 31
13 86 109 53 75 60 93 0 13 133 57 63 173 95 90 213 26 38
14 64 68 54 75 95 94 107 121 134 0 0 174 102 108 214 0 0
15 110 121 55 0 0 95 54 74 135 56 47 175 58 78 215 18 17
16 68 76 56 40 47 96 0 12 136 82 58 176 0 23 216 103 121
17 0 16 57 84 113 97 109 149 137 83 102 177 80 97 217 136 132
18 11 33 58 72 67 98 22 33 138 0 0 178 123 70 218 0 24
19 107 167 59 38 43 99 27 40 139 0 0 179 0 17 219 0 19
20 112 185 60 0 13 100 0 0 140 28 33 180 0 0 220 72 57
21 45 56 61 8 25 101 38 54 141 22 24 181 61 41 221 76 91
22 0 0 62 36 73 102 94 102 142 30 35 182 110 88 222 67 70
23 0 0 63 29 56 103 104 119 143 68 81 183 33 36 223 0 16
24 157 156 64 23 39 104 43 53 144 36 44 184 0 0 224 65 71
25 189 161 65 0 12 105 0 0 145 0 25 185 0 15 225 37 57
26 68 65 66 12 17 106 15 53 146 114 111 186 78 85 226 0 0
27 0 0 67 49 33 107 112 136 147 59 64 187 39 54 227 89 102
28 120 128 68 58 54 108 85 86 148 0 16 188 32 35 228 60 83
29 184 162 69 40 56 109 45 57 149 28 40 189 0 12 229 55 67
30 66 54 70 58 61 110 0 0 150 74 65 190 16 32 230 0 13
31 60 54 71 0 0 111 0 0 151 51 27 191 165 187 231 0 0
32 0 13 72 0 0 112 29 39 152 19 45 192 82 118 232 153 152
33 49 51 73 97 94 113 75 83 153 0 14 193 105 104 233 130 109
34 85 77 74 121 111 114 35 64 154 0 31 194 0 0 234 53 64
35 85 80 75 54 46 115 0 0 155 114 120 195 43 33 235 0 0
36 38 39 76 0 0 116 13 22 156 29 24 196 84 56 237 0 34
37 0 0 77 0 0 117 51 54 157 29 42 197 20 31 238 75 79
38 48 53 78 100 94 118 72 108 158 0 12 198 36 48 239 52 48
39 35 23 79 76 104 119 0 0 159 106 90 199 0 0 240 21 36
40 47 68 80 32 51 120 19 13 160 76 68 200 65 90
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Annexe 18 : fabrication des échantillons pour 1’évaluation de I’interférence de I’hémolyse

Echantillon 1 2 3 4 5 6 7
Plasma contenant anticoagulant 450 450 450 450 450 450 450
Hémolysat a 50 g/L d’hémoglobine 0 2,5 5 10 20 30 40
Nacl 150 mmol/L (pL) 50 47,5 45 40 30 20 10
Taux de surcharge en hémoglobine 0 15 30 60 120 180 240

Annexe 19 : évaluation de I’interférence de I’hémolyse pour le dabigatran
(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

Moyenne
Hémoglobine Dabigatran 1 Dabigatran 2
dabigatran
(umol/L) (ng/mL) (ng/mL)

(ng/mL)
Aliquote 1 0 169 156 163
Aliquote 2 15 160 164 162
Aliquote 3 31 160 162 161
Aliquote 4 61 160 156 158
Aliquote 5 122 166 158 162
Aliquote 6 184 165 163 164

Annexe 20 : évaluation de I’interférence de 1’hémolyse pour le rivaroxaban

(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

Moyenne
Hémoglobine Rivaroxaban 1 Rivaroxaban 2
rivaroxaban
(umol/L) (ng/mL) (ng/mL)

(ng/mL)
Aliquote 1 0 167 165 166
Aliquote 2 15 168 172 170
Aliquote 3 31 162 170 166
Aliquote 4 61 162 181 171
Aliquote 5 122 174 183 177
Aliquote 6 184 172 170 171
Aliquote 7 245 171 175 173

Annexe 21 : évaluation de I’interférence de ’hémolyse pour 1’apixaban
(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

Moyenne
Hémoglobine Apixaban 1 Apixaban 2
apixaban
(umol/L) (ng/mL) (ng/mL)

(ng/mL)
Aliquote 1 0 148 137 143
Aliquote 2 15 135 141 138
Aliquote 3 31 146 136 141
Aliquote 4 61 136 134 134
Aliquote 5 122 143 148 145
Aliquote 6 184 145 137 140
Aliquote 7 245 143 142 142
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Annexe 22 : fabrication des échantillons pour 1’évaluation de I’interférence de la lactescence
(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

Echantillon 1 2 3 4 5
Dilution intralipides - 1/80 1/40 1/20 1/10
Volume de solution d’intralipides diluée (uL) - 50 50 50 50
Nacl 150 mmol/L (puL) 50 - - - -
Plasma contenant anticoagulant (uL) 450 450 450 450 450
Equivalent triglycérides* (mmol/L) 2,0 3,0 4,6 5,0 7,0
e avérifier par dosage
Annexe 23 : évaluation de I’interférence de la lactescence pour le dabigatran
(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)
Moyenne
TG Dabigatran 1 | Dabigatran 2 | Dabigatran 3
dabigatran
(mmol/L) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
(ng/mL)
Aliquote 1 0,8 171 163 183 172
Aliquote 2 1,4 174 172 173 173
Aliquote 3 1,9 167 171 164 167
Aliquote 4 3,0 168 156 174 166
Aliquote 5 5,3 160 161 183 168
Aliquote 6 9,6 154 157 175 162
Annexe 24 : évaluation de I’interférence de la lactescence pour le rivaroxaban
(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)
Moyenne
TG Rivaroxaban | Rivaroxaban | Rivaroxaban | Rivaroxaban
rivaroxaban
(mmol/L) 1 (ng/mL) 2 (ng/mL) 3 (ng/mL) 4 (ng/mL)
(ng/mL)
Aliquote 1 1,1 194 193 194 193 194
Aliquote 2 1,6 193 194 193: 198 194
Aliquote 3 2,3 188 189 195 200 193
Aliquote 4 2,8 210 194 205 194 198
Aliquote 5 5,8 200 198 188 189 192
Aliquote 6 10,2 208 193 191 192
Aliquote 7 24,1 196 199 197 192 196
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Annexe 25 : évaluation de I’interférence de la lactescence pour 1’apixaban
(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

TG Apixaban 1 | Apixaban 2 | Apixaban | Apixaban | Moyenne apixaban
(mmol/L) | (ng/mL) (ng/mL) | 3 (ng/mlL) | 4 (ng/mL) (ng/mL)
Aliquote 1 1,1 179 179 177 180 179
Aliquote 2 1,6 172 175 174 175 174
Aliquote 3 2,3 168 179 172 169 172
Aliquote 4 35 169 174 171 163 169
Aliquote 5 58 173 175 179 174 175
Aliguote 6 10,0 181 176 168 167 173

Annexe 26 : fabrication des échantillons pour 1’évaluation de I’interférence de la bilirubine

Echantillon 1 2 3 4 5 6 7

Plasma contenant anticoagulant (puL) 450 450 450 450 450 450 450

Solution de bilirubine (uL) 0 2,5 5 10 25 37,5 50
Nacl 150 mmol/L (uL) 50 47,5 45 40 25 12,5 0
Surcharge de bilirubine ((pmol/L)* 0 25 50 100 250 375 500

* avérifier par dosage

Annexe 27 : évaluation de I’interférence de la bilirubine pour le dabigatran
(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

Bilirubine Dabigatran 1 Dabigatran 2 | Moyenne dabigatran
(umol/L) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Aliquote 1 7 170 168 169
Aliquote 2 31 163 172 171
Aliquote 3 55 172 157 165
Aliquote 4 110 160 162 161
Aliquote 5 253 167 167 167
Aliquote 6 401 157 170 164
Aliquote 7 507 160 162 161

Annexe 28 : évaluation de I’interférence de la bilirubine pour le rivaroxaban
(Source : données du laboratoire d’'Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

Moyenne
Bilirubine | Rivaroxaban | Rivaroxaban | Rivaroxaban | Rivaroxaban
rivaroxaban
(wmol/L) | 1 (ng/mL) 2 (ng/mL) 3 (ng/mL) 4 (ng/mL)
(ng/mL)
Aliquote 1 7 234 226 226 217 226
Aliquote 2 30 227 215 238 221 225
Aliquote 3 59 228 226 221 231 227
Aliquote 4 111 231 225 228 234 229
Aliquote 5 268 215 237 215 233 225
Aliquote 6 388 214 223 218 215 219
Aliquote 7 576 216 224 229 223

Annexe 29 : évaluation de I’interférence de la bilirubine pour I’apixaban
(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)
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Moyenne
Bilirubine | Apixaban 1 | Apixaban 2 | Apixaban 3 | Apixaban 4
apixaban
(nmol/L) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
(ng/mL)
Aliquote 1 7 157 152 155 153 154
Aliquote 2 35 147 151 157 157 152
Aliquote 3 55 147 144 148 148 146
Aliquote 4 107 145 151 148 155 150
Aliquote 5 272 157 155 155 144 153
Aliquote 6 397 143 144 146 144 144
Aliquote 7 571 143 146 158 153 150

Annexe 30 : évaluation de I’influence des autres anticoagulants sur le dosage des ACODs
(Source : données du laboratoire d’'Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

N° dosage Fondaparinux Apixaban Dabigatran Rivaroxaban
(ug/ml) (ng/mL) (ng/ml) (ng/mL)
1 0 0 17 13,2
2 0 5,6 17 18,4
3 0 4,2 17 13,0
1 0,5 41,7 17 45,3
2 0,5 48,2 17 52,2
3 0,5 39,2 17 42,3
1 1 63,8 17 65,4
2 1 84,3 17 74,2
3 1 62,4 17 72,6
1 1,5 87,5 17 82,9
2 1,5 954 17 105,6
3 1,5 83,3 17 75,1
N° dosage HNF (U/mL) Apixaban Dabigatran Rivaroxaban
(ng/mL) (ng/ml) (ng/mL)
1 0,24 21,1 18 30,7
2 0,24 17,0 18 33,2
3 0,24 17,6 18 31,4
1 047 32,3 19 46,2
2 047 34,2 19 39,5
3 047 31,0 19 45,1
N° dosage HBPM (U/mL) Apixaban Dabigatran Rivaroxaban
(ng/mL) (ng/ml) (ng/mL)
1 0,81 49,6 19 55,2
2 0,81 54,2 18 62,0
3 0,81 47,5 18 58,6
1 1,3 95,5 19 75,8
2 1,3 89,0 19 82,8
3 1,3 71,5 19 72,8

212



Annexe 31 : évaluation de L’influence du dabigatran sur les parametres d’hémostase de

routine

(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

Dabigatran (ng/mL) TP TCA. Fibrinogéne dérivé Antithrombine

(%) en ratio (g/L) (%)

0 117 1,01 3,9 97
210 65 2,30 3,3 82
206 67 2,18 3,4 77
310 55 2,51 3,4 80
400 47 278 3,2 81
482 39 2,90 2,9 81
586 30 3,15 2,6 80
626 32 3,07 2,7 82
657 31 3,12 2,6 81
776 24 3,44 2,5 82
860 21 3,53 2,3 81

Annexe 32 : évaluation de I’influence du rivaroxaban sur les parameétres d’hémostase de

routine

(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

Rivaroxaban TP TCA Fibrinogéne dérivé | Antithrombine (%)
(ng/mL) (%) ratio (g/L)

13 117 1,01 3,9 97
23 113 1,06 4,0 98
30 109 1,07 4,0 96
40 105 1,09 4,0 97
45 102 1,16 4,0 97
48 95 1,15 4,0 99
71 86 1,18 4,0 103
90 79 1,22 3,9 104
139 65 1,32 3,9 109
193 56 1,36 3,8 113
224 52 1,39 3,7 119
292 45 1,48 3,6

374 40 1,59 3,6

535 30 1,73 3,3 144
562 28 1,83 3,2 135
644 25 1,96 3,1 139
672 24 2,00 3,0 138
718 21 2,24 2,9 137
766 20 2,35 2,8 137
807 17 2,8 137
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Annexe 33 : évaluation de I’influence de I’apixaban sur les paramétres d’hémostase de

routine

(Source : données du laboratoire d’'Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

Apixaban TP TCA Fibrinogéne Fibrinogene Antithrombine Facteur V
(ng/mL) (%) | ratio dérivé (g/L) coagulant (%) (%)
0 117 1,01 4,0 3,0 97 99
2 111 1,01 4,0 3,0
5 115 1,09 4,2 2,9
11 107 1,09 4,0 3,0
24 107 1,09 4,1 3,0 82
27 110 1,10 4,0 31 96
45 104 1,13 4,0 3,1 104 82
60 99 1,16 4,0 2,9 104 82
85 90 1,19 3,9 2,9 114 81
145 82 1,18 3,9 3,0 111 76
205 73 1,23 3,9 3,0 113 75
232 71 1,21 3,9 2,9 113 68
336 57 1,28 3,7 3,0 127 59
458 53 1,32 3,7 3,0 135 54
522 45 1,37 34 2,9 138 46
632 41 1,41 34 2,9 137 43
694 37 1,45 33 2,9 142 40
698 36 1,43 3,3 2,9 138 38
767 34 1,59 3,2 2,9 142 35
801 31 1,62 3,0 2,9 145 31
Annexe 34 : évaluation de la contamination inter-échantillons pour le dabigatran
(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)
Dabigatran | Dabigatran | Dabigatran | Dabigatran | Dabigatran | Dabigatran
H1 H2 H3 B1 B2 B3
Passage 1 561 548 567 44 45 46
Passage 2 583 574 554 43 47 46
Passage 3 559 562 540 47 45 47
Annexe 35 : évaluation de la contamination inter-échantillons pour le rivaroxaban
(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)
Rivaroxaban | Rivaroxaban | Rivaroxaban | Rivaroxaban | Rivaroxaban | Rivaroxaban
H1 H2 H3 B1 B2 B3
Passage 660 660 647 88 79 78
Passage 649 646 659 79 80 76
Passage 650 666 659 83 86 79
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Annexe 36 : évaluation de la contamination inter-échantillons pour 1’apixaban
(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

Apixaban Apixaban Apixaban Apixaban Apixaban Apixaban
H1 H2 H3 B1 B2 B3
Passage 1 454 462 433 44 454 462
Passage 2 456 467 453 36 456 467
Passage 3 474 453 476 40 474 453
Passage 4 476 454 454 38 476 454

Annexe 37 : évaluation de la contamination inter-réactifs pour le dabigatran

(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

Dabigatran sans Dabigatran avec
Dabigatran sans TP | Dabigatran avec TP

FgC FgC
Passage 1 274 290 145 147
Passage 2 259 293 137 152
Passage 3 258 280 138 154
Passage 4 267 279 136 163
Passage 5 276 261 144 131
Passage 6 283 291 142 136
Passage 7 283 277 152 142
Passage 8 272 262 149 142
Passage 9 270 279 149 137
Passage 10 262 271 145 142

Annexe 38 : évaluation de la contamination inter-réactifs pour le rivaroxaban
(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

Rivaroxaban sans | Rivaroxaban avec | Rivaroxaban sans | Rivaroxaban avec

TP TP AT AT
Passage 1 259 278 259 259
Passage 2 254 270 254 278
Passage 3 262 264 262 264
Passage 4 282 258 282 260
Passage 5 268 252 268 272
Passage 6 274 258 274 264
Passage 7 270 252 270 273
Passage 8 274 257 274 257
Passage 9 271 262 271 285
Passage 10 259 262 259 259
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Annexe 39 : évaluation de la contamination inter-réactifs pour I’apixaban
(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

Apixaban sans TP | Apixaban avec TP | Apixaban sans AT | Apixaban avec AT
Passage 1 195 232 195 197
Passage 2 187 210 187 194
Passage 3 143 196 196 204
Passage 4 200 191 200 193
Passage 5 187 201 187 195
Passage 6 198 188 208 190
Passage 7 197 192 197 194
Passage 8 199 192 199 190
Passage 9 189 197 203 198
Passage 10 197 205 197 194

Annexe 40 : évaluation de la stabilité de la thrombine diluée pour le dosage du dabigatran
(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

Temps (jours) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 | 11 | 12| 13 | 14

dTT (ng/mL) 311(299|301(290|309|285(298|298|310(296|304(311(293|316(295

Annexe 41 : évaluation de la stabilit¢ du CN pour le dosage du dabigatran
(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

Temps (heures) 0 2 4 6 8 10 | 12 14 | 16 | 18 | 20 | 22 | 24

dTT (ng/mL) | 247| 197] 204 215] 192| 214 218] 213| 222 228] 233] 220] 226

Annexe 42 : évaluation de la stabilité des échantillons pour le dabigatran
(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

Dabigatran (ng/mL)

Temps en heures Plasma congelé Sang total Plasma frais
0 209 354 354
1 199
2 195 361
3 196
4 190
8 199

12 205 352 348
24 187 332 344
36 188 356
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Annexe 43 : évaluation de la stabilité¢ des échantillons pour le rivaroxaban

(Source : données du laboratoire d’'Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

Rivaroxaban (ng/mL)

Temps en heures Plasma congelé Sang total Plasma frais
0 202 335
1 226 393 362
2 227 373 384
3 210 374 383
4 210 384 344
8 224 376 371
12 213 399 367
24 203 350 368
36 232 335

Annexe 44 : évaluation de la stabilité des échantillons pour 1’apixaban

(Source : données du laboratoire d’Hémostase, Hopital Pellegrin, CHU de Bordeaux)

Apixaban (ng/mL)

Temps en heures Plasma congelé Sang total Plasma frais

0 206 347 347

1 212 370

2 223 376 389

3 207

4 199 369 326

8 200 361 370

12 192 376

24 215 341

36 212 343
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Annexe 45 : diagramme d’Ishikawa appliqué au dosage des anticoagulants oraux directs
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SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence des maitres de la Faculté, des conseillers de I'ordre des Pharmaciens

et de mes condisciples :

D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur témoigner ma

reconnaissance en restant fidele a leur enseignement ;
D’exercer, dans l'intérét de la santé publique, ma profession avec conscience et de
respecter non seulement la législation en vigueur, mais aussi les regles de '’honneur, de

la probité et du désintéressement ;

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le malade et sa dignité

humaine.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour corrompre

les moeeurs et favoriser les actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele a mes promesses.

Que je sois couvert d’'opprobre et méprisé de mes confreres si j'y manque.
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