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INTRODUCTION 
 

 La maladie de Willebrand est la plus fréquente des maladies hémorragiques 

héréditaires, affectant environ 1% de la population générale(1,2) et de façon égale les 

individus des deux sexes. Environ 100 personnes par million d'habitants sont 

symptomatiques(3). Elle a pour origine un déficit quantitatif (partiel ou total) ou qualitatif du 

facteur von Willebrand VWF. Son diagnostic repose sur le dosage antigénique et de l'activité 

du VWF.  

 Au CHU d'Amiens, le laboratoire d'hémostase spécialisée réalise chaque année entre 

400 et 500 dosages de l'antigène VWF et entre 150 et 300 dosages de l'activité cofacteur de la 

ristocétine VWF:RCo. L'évolution du nombre de dosages VWF:Ag et VWF:RCo est détaillé 

dans le Tableau 1. 

 2010 2011 2012 2013 2014 2015 Moyenne 

VWF:Ag 721 670 503 441 373 461 528 

VWF:RCo 226 149 209 243 188 257 212 

Tableau 1 Evolution du nombre de dosages réalisés pour  VWF:Ag et VWF:RCo 

 

 Le dosage de l'activité cofacteur de la ristocétine, méthode historique et aujourd'hui 

encore méthode de référence, présente des difficultés de réalisation. La mise sur le marché 

d'un nouveau coffret de réactifs permettant de mesurer l'activité du VWF de façon 

automatisée a été à l'origine de ce travail de comparaison de méthodes de dosage. Du fait de la 

polyvalence des techniciens en période de permanence des soins, ce travail devait s'intéresser, 

en plus de l'évaluation des performances globales des méthodes, à des points plus 

pragmatiques comme la facilité de réalisation technique et la compatibilité avec la notion 

d'urgence de rendu du résultat. 

 

1. Erik Adolph von Willebrand 

 La maladie de Willebrand est décrite pour la première fois dans un article de 1926 du 

Docteur Erik Adolph von Willebrand, médecin finlandais, sous les termes de 
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"pseudohémophilie héréditaire"(4). Il y décrit précisément les troubles hémorragiques 

présentés par certains membres de plusieurs familles de l'archipel des Åland, dans le Golf de 

Botnie qui sépare la Suède de la Finlande. Trois familles sont détaillées sur le plan de la 

généalogie (voir Figure 1), de la fréquence, de la sévérité et des circonstances de survenue des 

manifestations hémorragiques. Sur les 66 membres étudiés, 23 présentent des signes 

hémorragiques : 16 femmes et 7 hommes. 

 

Figure 1 Arbre généalogique des trois familles des Aland étudiées par von Willebrand(4) 

 

 Les manifestations hémorragiques y sont principalement cutanées et muqueuses 

(épistaxis, gingivorragies, ecchymoses, ménorragies) et rarement articulaires. L'hérédité 

semble s'opérer selon une transmission autosomique. Selon la clinique et les tests biologiques 

réalisés à cette période, montrant notamment un allongement du temps de saignement et des 

temps de coagulation normaux, Von Willebrand distingue cette pathologie hémorragique de 

l'hémophilie A, de la thrombasténie de Glanzmann et du purpura thrombocytopénique. 

2. Le facteur von Willebrand 

  2.1. Génétique 

 Le gène du VWF est situé sur le bras court du chromosome 12 à l'emplacement 

12p13.2. Il contient 52 exons et s’étend sur 180 kb. Il code pour un polypeptide (preproVWF) 

de 2813 acides aminés (aa) qui se compose d’un peptide signal de 22 aa, un propeptide de 741 

aa et la sous-unité mature de 2050 aa(5). 
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  2.2. Synthèse et maturation 

 La synthèse du VWF a lieu spécifiquement dans les cellules endothéliales(6) et les 

mégacaryocytes(7). Le peptide signal permet la translocation de la protéine dans le réticulum 

endoplasmique (RE) puis est clivé par une signal peptidase. La structure de la protéine est 

alors constituée de la répétition de 5 types de domaines (A, B, C, D, CK), arrangés dans la 

séquence suivante : D1-D2-D’-D3-A1-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2-CK (cf. Figure 2). 

 

Figure 2 Représentation des domaines du preproVWF et VWF. D'après Sadler(5) 

 

 Après translocation dans le RE, les sous-unités proVWF subissent une N-

glycosylation avant de se dimériser à leur extrémité C-terminale via des ponts disulfures 

(liaisons S-S) dans le domaine CK. Le dimère, d'une taille de 540 kDa, est également appelé 

protomère et est donc formé de deux monomères d'environ 250kDa. Certains oligosaccharides 

N-liés et O-liés au VWF appartiennent au système ABO des groupes sanguins (A, B et H)(8).  

Une forme intermédiaire transitoire présente des liaisons disulfures entre le propeptide 

VWFpp (domaines D1 et D2) et le VWF d'une même sous-unité (cf. Figure 3). 



17 
 

 

Figure 3 Modifications post-traductionnelles et multimérisation du VWF. D'après Sadler(9) 

 

 Les dimères tail-to-tail N-glycosylés sont transportés dans l’appareil de Golgi où vont 

à nouveau se dérouler des modifications post-traductionnelles, notamment des étapes de N-

glycosylation, O-glycosylation et sulfonation (cf. Figure 4). La forme transitoire 

précédemment formée permet la formation des multimères head-to-head créés par des ponts 

disulfures au niveau de l’extrémité N-terminale entre deux dimères différents. Une fois 

l’assemblage head-to-head réalisé, le VWFpp est clivé mais reste lié de façon non covalente 

au VWF. 

 Le VWF est donc une glycoprotéine multimérique de poids moléculaire variable et on 

retrouve dans le plasma un éventail de tailles différentes correspondant à un nombre variable 

de dimères : la plus petite unité circulante est le dimère (assemblage de deux sous-unités 

matures) et les multimères les plus grands contiennent jusque 40 dimères pour un poids 
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moléculaire pouvant atteindre 20 000 kDa. L'état de multimérisation du VWF module son 

affinité pour les plaquettes(10), sa capacité à lier les plaquettes étant croissante avec le 

nombre de multimères qu’il comporte. 

 

Figure 4 Modifications post-traductionnelle du VWF - D'après Wagner(11) 

 

 2.3. Stockage intracellulaire et sécrétion 

  

  2.3.1. Stockage intracellulaire 

 Après synthèse, le VWF est stocké en intracellulaire au niveau des cellules 

endothéliales et des mégacaryocytes dans des organelles spécifiques. L'organelle retrouvée 

dans la cellule endothéliale est appelée Corps de Weibel-Palade  (Weibel-Palade Bodies, 

WPB) et n'existe qu'en présence de VWF. Elle présente une forme allongée, de 100 à 300nm 

de large(12) et jusqu’à 4 µm de longueur(13) et est formée par les multimères de VWF 

arrangés en structures tubulaires parallèlement alignées (voir Figure 5). L'organelle 

permettant le stockage intracellulaire au sein des mégacaryocytes/plaquettes est la granule α. 

Elle mesure entre 200 et 500nm et chaque plaquette en contient de 40 à 80(14). Contrairement 

aux WPB, les granules α peuvent exister même en l'absence de VWF. 

  2.3.2. Sécrétion 

 Il existe deux modes de sécrétion du VWF: une voie constitutive non régulée et une 

voie régulée. 

A. Voie constitutive 
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La voie constitutive concerne la grande majorité du VWF sécrété. C’est un processus 

continu, ne nécessitant pas de stimulation cellulaire. et provient de la fusion isolée d'un WBP 

avec la membrane plasmique de la cellule(15). 

B. Voie régulée 

La voie régulée est médiée par des agonistes tels que la thrombine(16), l'histamine, les 

médiateurs de l'inflammation, le DDAVP(17). Elle entraîne la fusion d'un nombre important 

de WBP et donc une sortie massive de multimères de VWF hors de la cellule endothéliale. 

 Dans le cas des mégacaryocytes/plaquettes, aucune sécrétion constitutive n'est 

observée(18) et seule la voie régulée existe. Les plaquettes sécrètent leurs granules α après 

activation(19), i.e. après liaison du VWF au GPIb plaquettaire. 

 

Figure 5 Corps de Weibel-Palade - D'après Jiong-Wei Wang(20) 

 

 2.4. Fonctions 

 Chaque sous-unité du VWF possède les domaines fonctionnels suivants (cf. Figure 6): 

un domaine de liaison au facteur VIII, un domaine de liaison à la GPIb plaquettaire, un 

domaine de clivage par l'ADAMTS13, un domaine de liaison au collagène, un domaine de 

liaison à la GPIIb-IIIa plaquettaire. 

 

Figure 6 Sous-unité mature de VWF - D'après Zhou(21) 
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Ces domaines permettent au VWF de jouer deux rôles fondamentaux, à la fois dans 

l'hémostase primaire et dans l'hémostase secondaire. 

 

 A. Hémostase primaire 

 La première fonction majeure du VWF est de lier les plaquettes au collagène du sous-

endothélium. A l'état quiescent, i. e. en l'absence de lésion de l'endothélium vasculaire, le 

VWF n'interagit pas avec les plaquettes. Une fois les fibres de collagène du sous-endothélium 

exposées suite à une lésion de l'endothélium vasculaire, le VWF vient lier le collagène au 

niveau de son domaine A3. Fixé au sous-endothélium et contraint par les conditions 

hémorhéologiques, le VWF voit sa conformation changer (cf. Figure 7). Il passe ainsi d'une 

forme globulaire à une forme longiligne en rapport avec l'intensité de la force de 

cisaillement(22). La liaison entre le récepteur GPIb des plaquettes circulantes et le domaine 

A1 du VWF devient alors possible, ce qui permet l'adhésion plaquettaire (liaison entre une 

plaquette et un élément autre qu'une plaquette)(23). Cette liaison entre VWF et GPIb 

plaquettaire initie également le processus d'activation plaquettaire(24), permettant la sécrétion 

des granules α et granules denses ainsi que l'activation des récepteurs GPIIb-IIIa(25) présents 

en surface de la plaquette. 

 Le récepteur GPIIb-IIIa des plaquettes activées est capable de lier le fibrinogène et le 

VWF avec une grande affinité(26). Il existe une compétition entre le VWF et le fibrinogène 

pour la liaison à ce récepteur, l'ensemble participant à la formation du clou plaquettaire via le 

processus d'agrégation plaquettaire (liaison de plaquette à plaquette). 

 

  B. Hémostase secondaire 

 Le VWF joue également un rôle dans la stabilisation du FVIII auquel il se lie de façon 

non covalente au niveau des domaines D'D3 (dans les 272 premiers acides aminés de la 

molécule mature(27), i.e. 764-1035 du preproVWF). Chaque sous-unité du VWF est capable 

de lier une unité de facteur VIII mais ce dernier étant inférieur en nombre, la stœchiométrie 

n'est pas respectée et on retrouve un ratio d'environ 1:50(28) dans le sang. Sous sa forme liée 

au VWF, le facteur VIII est protégé de la dégradation protéolytique réalisée par la protéine C 

activée(29) et le facteur Xa, lui permettant une demi-vie d'environ 12 heures(30). Cette demi-
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vie est drastiquement réduite à 2,4 heures chez les patients présentant un VWD sévère. La 

thrombine a une action de clivage sur le facteur VIII, permettant à la fois de le libérer de son 

lien avec le VWF et de le changer en sa forme activée.  

 

 

Figure 7 Modifications conformationnelles du VWF aux forces de cisaillement - D'après Siedlecki(22) 

 

 2.5. Clearance et protéolyse 

 Une fois libéré dans la circulation générale, le VWF va être dégradé progressivement 

selon deux mécanismes. Comme toutes les autres protéines plasmatiques, le VWF va subir 

des modifications dans la circulation sanguine (glycation, protéolyse, oxydation) qui vont 

altérer sa fonction(8). Une clearance est nécessaire pour éliminer ces protéines altérées. Celle-

ci se déroule majoritairement dans les macrophages. 

 La deuxième forme de dégradation du VWF est réalisée par la protéine ADAMTS-13 

(A Disintegrin And Metalloprotease with ThromboSpondin motifs - 13) qui vient cliver le 

VWF au niveau des résidus Y842 et M843 du domaine A2(31). En l'absence de forces de 

cisaillement, l'ADAMTS-13 est incapable de lier de VWF et donc de le cliver. Dans les 

conditions hémorhéologiques adéquates, quand le VWF change de conformation et s'étend, le 

domaine A2 devient accessible à l'enzyme. Cette protéolyse cible spécifiquement les 

multimères de très haut poids moléculaire (ultralarges) qui, en l'absence de l'ADAMTS-13, 

présentent des propriétés hyper-adhésives provoquant la formation spontanée de thrombi 
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plaquettaires. Cette physiopathologie se retrouve dans le Purpura Thrombotique 

Thrombocytopénique. 

 

 2.6. Facteurs influençant le taux de VWF 

 Le taux d'antigène VWF plasmatique présente une distribution large au sein de la 

population avec une moyenne de 100 UI/dL et 95% de la population comprise entre 50 et 200 

UI/dL(32). 

 

Tableau 2 Influence du groupe sanguin sur le taux de VWF:Ag(33) 

 

Figure 8 Dosage VWF:Ag selon le groupe sanguin (34) 

 

 Les patients de groupe sanguin O présentent un taux d'antigène VWF 

significativement plus bas que ceux des autres groupes (O < A < B < AB). Si l'on se base sur 

le seuil de 50 UI/dL pour définir le déficit quantitatif en VWF, certains sujets sains de groupe 

O ayant un taux bas en VWF:Ag peuvent se voir étiquetés VWD type 1. Les mécanismes 
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expliquant ces différences de taux d'antigène entre groupes sanguins ne sont pas entièrement 

connus(35), mais l'augmentation de la clearance semble prédominante. 

D'autres facteurs font varier le taux de VWF: 

• L'âge(36,37), avec une augmentation d'environ 15 à 17 UI/dL par dizaine d'années 

vécues(38) 

• L'origine ethnique: taux plus élevé chez les sujets africains que les sujets 

caucasiens(39) 

• Facteurs hormonaux: œstrogènes(40), grossesse(41) (élévation progressive avec pic 

maximal au terme), thyroïde(42) (augmentation des taux avec l'hyperthyroïdie, baisse 

des taux avec l'hypothyroïdie) 

• L'état inflammatoire 

• Le tabac: taux de VWF augmenté chez les sujets fumeurs(43) 

• Le sport: augmentation avec l'effort physique(44) 

• Stimulation par la desmopressine DDAVP et le stress adrénergique(5) 

 

3. Diagnostic de la maladie de Willebrand 

 Plusieurs situations peuvent amener à évaluer la possibilité d'une maladie de 

Willebrand (ou autre trouble hémorragique), parmi lesquelles(32):  

• Patient présentant des signes hémorragiques, une histoire personnelle ou familiale de 

manifestations hémorragiques, des analyses biologiques pathologiques 

• Patient étiqueté MW sans documentation 

 Le diagnostic de la maladie de Willebrand est complexe(45) du fait de la variabilité 

des signes hémorragiques, des variations du taux d’antigène VWF intra et inter-sujets et de la 

classification de la maladie en sous-types. Il repose sur un faisceau d'arguments cliniques et 

biologiques(46). 

 

 3.1. Clinique 

 La clinique doit rechercher des manifestations hémorragiques personnelles et en 

évaluer la fréquence, les circonstances de survenue et la sévérité. Dans la maladie de 
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Willebrand, celles-ci sont essentiellement cutanéomuqueuses : épistaxis, gingivorragies, 

saignements prolongés après effractions cutanées même minimes, ecchymoses, ménorragies, 

saignements gastro-intestinaux. Les complications de suites opératoires sont à rechercher, y 

compris après extraction dentaire et amygdalectomie, avec notamment la nécessité de reprise 

chirurgicale pour hémostase. Contrairement à l’hémophilie, les hématomes profonds et les 

hémarthroses sont rares mais peuvent être présents si le taux de facteur VIII est suffisamment 

abaissé. 

 La première problématique vient de l'absence de spécificité des signes hémorragiques 

qui peuvent être présent dans la population générale saine. Le Tableau 3 compare la fréquence 

des signes hémorragiques chez les sujets normaux et les sujets atteint de MW(32). 

 

Tableau 3 Fréquences des signes hémorragiques selon sujets sains et VWD (32) 

 La MW étant de transmission génétique autosomique, hors mutation de novo, une 

histoire hémorragique familiale doit également être recherchée. 

 Un questionnaire d’évaluation des manifestations hémorragiques est mis à disposition 

par l’ISTH (International Society on Thrombosis and Haemostasus): l’ISTH-BAT Bleeding 

Assessment Tool.  
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 3.2. Classification 

 L’anomalie du VWF peut être quantitative (partielle ou totale) ou qualitative. Selon 

l’origine de l’anomalie et donc les conséquences sur l’expression et/ou la fonction, une 

classification en 3 principaux types et 4 sous-types est définie(47) telle que: 

• Type 1 : Déficit quantitatif partiel en VWF (70-80%) : diminution de la synthèse avec 

une structure normale. 

• Type 2 : Déficit qualitatif du VWF (10-20%) : anomalie de structure et diminution de 

la synthèse. 

o Type 2A : Diminution de l'affinité du VWF pour les plaquettes et perte 

sélective des multimères de haut poids moléculaire 

o Type 2B : Augmentation de l'affinité de VWF pour la GPIb plaquettaire 

o Type 2M : Diminution de l'affinité du VWF pour les plaquettes sans perte 

sélective des multimères de haut poids moléculaire 

o Type 2N : Diminution marquée de la liaison du VWF au facteur VIII 

• Type 3 : Déficit total en VWF (1-3%)  et donc en facteur VIII. 

 Il n'existe pas de test biologique unique permettant d'une part de poser le diagnostic et, 

d'autre part, d'en indiquer le type/sous-type. Il est donc nécessaire de confronter les résultats 

de différentes analyses et d'en vérifier la cohérence avec la clinique. Le Tableau 4 résume les 

résultats attendus selon le type/sous-type de VWD(32). 
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Tableau 4 Résultats des tests selon le type et sous-type de VWD. Selon Nichols(32) 

 

 

 

3.4. Exploration biologique de la maladie de Willebrand 

 Le rapport de l'HAS de juillet 2011 sur la biologie des anomalies de l'hémostase a 

compilé les recommandations du NHLBI (National Heart, Lung, and Blood Institute), de 

l'UKHCDO (United Kingdom Haemophilia Centre Doctor’s Organisation) et de l'AHCDC 

(Association of Hemophilia Clinic Directors of Canada) et définit les examens de biologie 

médicale à réaliser en première intention devant un désordre hémorragique. L'exploration doit 

initialement comprendre une numération sanguine comprenant la numération plaquettaire, le 

TP, le TCA et, au choix, le temps de thrombine ou le dosage du fibrinogène. Le temps de 

saignement (TS) permet d’explorer l’hémostase primaire mais n'est pas recommandé du fait 

d'un manque de sensibilité, de spécificité et reproductibilité/standardisation, en plus du risque 

de cicatrice inesthétique. 

Une anomalie affectant un ou plusieurs tests autre que le TCA doit faire envisager une 

pathologie autre que la maladie de Willebrand. Au contraire, si tous les examens sont 

normaux ou si seul le TCA est affecté, l'exploration biologique doit se poursuivre à la 
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recherche d'une VWD : dosage de l'antigène VWF (VWF:Ag), dosage de l'activité cofacteur 

de la ristocétine (VWF:RCo) et le dosage de l'activité coagulante du facteur VIII (FVIII:C). 

 

 3.4.1 Unités des résultats 

 Les résultats d'analyses d'hémostase sont habituellement exprimés en UI. Une Unité 

Internationale représente la quantité d'un facteur présent dans 1 mL de pool de plasma 

normal(48). 1 UI/mL = 100 UI/dL, ce qui permet l'équivalence en pourcentage de plasma 

normal fréquemment utilisée par les laboratoires pour rendre les résultats. L'OMS prépare et 

distribue un étalon primaire utilisé par les fournisseurs de réactifs pour créer les étalons 

secondaires qui seront ensuite utilisés pour créer les gammes de calibration des coffrets. Le 

raccordement métrologique des étalons permet de conserver une comparabilité entre 

laboratoires. 

 

 3.4.2 VWF:Ag 

 Le dosage de l'antigène VWF plasmatique (VWF:Ag) est un dosage immunologique. 

Les méthodes habituellement utilisées sont basées sur l'enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) et le latex immunoassay (LIA) automatisé. Il ne permet que le dosage quantitatif de 

la protéine sans présager d'une anomalie qualitative. 

La technique utilisée au CHU d'Amiens est une technique LIA réalisée sur automate STA-R 

Evolution avec le réactif STA-Liatest vWF. Ce réactif contient des microparticules de latex 

recouvertes d'anticorps polyclonaux anti-vWF. Lorsque le plasma à tester est incubé en 

présence du réactif, l'agglutination des microparticules de latex au VWF augmente la turbidité 

du mélange de façon proportionnelle à la concentration en VWF. 

 

 3.4.3. Le dosage de l'activité VWF 

 La mesure de l'activité du facteur VWF permet d'évaluer la capacité de liaison du 

VWF aux plaquettes. Le dosage est historiquement lié à la mesure de l'activité cofacteur de la 

ristocétine (VWF:RCo) qui est un antibiotique de la famille des glycopeptides produit par 

l'actinomycète Amycolatopsis lurida (précédemment Nocardia lurida). Il est maintenant retiré 
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du marché suite à la mise en évidence de thrombopénies iatrogènes induites par ses propriétés 

pro-agrégantes in vivo et in vitro. 

La description du test utilisant la ristocétine pour mesurer l'activité du VWF est publiée par 

Howard et Firkin en 1971(49). In vitro, en l'absence de forces de cisaillement, l'interaction 

entre le VWF et la GPIb plaquettaire est permise par l'ajout de ristocétine au plasma. Les 

plaquettes utilisées sont fixées par du formol afin d'empêcher l'activation in vitro et donc de 

ne doser que le VWF du plasma. La technique est réalisée sur agrégomètre (mesure de la 

pente d'agrégation) ou sur lame (visualisation macroscopique des agglutinats plaquettaires). 

C'est aujourd'hui encore la technique de référence pour mesurer l'activité du VWF(50). 

La technique manuelle sur lame présente cependant de nombreux points négatifs. Tout 

d'abord le recours à l'utilisation d'un agoniste exogène, la ristocétine, rend la liaison VWF-

GPIb non physiologique. Certains polymorphismes du domaine A1 du VWF,  comme le 

P1467S(51) ou le D1472H(52) sont notamment connus pour entraîner une baisse de l'activité 

cofacteur de la ristocétine sans pour autant diminuer l'activité mesurée par d'autres techniques 

et sans que les patients ne présentent de manifestation hémorragique. 

Le second point négatif est inhérent à la réalisation technique manuelle. Le résultat du dosage 

est approché par dilutions successives du plasma à tester, aussi bien patient que contrôle de 

qualité. Aussi bien les étapes de dilutions que de lecture sont conséquentes en temps 

technicien. 

Pour finir, la lecture est manuelle et consiste à chercher, pour chaque dilution, la présence 

d'agglutinats plaquettaires. Chaque dilution est comparée à un témoin négatif (sans 

ristocétine) et on recherche l’apparition d’agglutinats qui se présentent comme des 

granulations fines blanchâtres sur un fond légèrement trouble. Un fond noir et une lumière 

d'incidence oblique par rapport à la lame permettent de faciliter et sensibiliser la détection des 

agglutinats mais cette lecture, opérateur dépendante, reste délicate et particulièrement 

laborieuse lors de séries comportant de nombreux échantillons. 

D'autres techniques de dosage de l'activité ont émergé, se concentrant sur la GPIb. Les 

techniques VWF:GPIbR utilisent des fragments recombinants GPIb WT dont le lien avec le 

VWF est permis par l’ajout de ristocétine. Au contraire, les techniques VWF:GPIbM 

permettent de se passer de ristocétine grâce à l’utilisation de fragments recombinants GPIb 

mutés où des mutations gain-de-fonction ont été insérées. 
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 3.4.4. PFA-100 / PFA-200 

 Le PFA (Platelet Function Analyzer) est un test quantitatif fonctionnel plaquettaire. Il 

permet d'explorer l'hémostase primaire en simulant in vitro ce qui se passe in vivo. 

L'ensemble se compose d'un automate et d'une cartouche à usage unique. Au sein de la 

cartouche, l'échantillon de sang total citraté est aspiré dans un capillaire dont l'extrémité est 

une membrane percée d'un orifice de 147µm(53). La membrane est recouverte de collagène 

additionné soit d'ADP, soit d'épinéphrine. Les forces de cisaillement générées par l'aspiration 

au sein du capillaire et au travers de la membrane sont proches de celles retrouvées in vivo. 

La présence des agonistes(54) plaquettaires (ADP ou EPI) permet d'initier l'adhésion 

plaquettaire, l'activation et l'agrégation(55). L'automate chronomètre le temps nécessaire pour 

obturer la membrane du fait de la formation d'un thrombus, donnant ainsi une mesure 

automatisée du temps d'occlusion plaquettaire. 

 

 3.4.5. Profil multimérique 

 L'étude des multimères est réalisée en électrophorèse. Le principe est la migration des 

protéines au sein d'un gel sous l'action d'un courant électrique. Les protéines étant chargées 

négativement, elles sont déposées dans le gel du côté chargé négativement (cathode) et vont 

migrer vers le côté chargé positivement (anode) lorsque l'on exerce une différence de 

potentiel électrique. 

Les protéines ayant le poids moléculaire le plus faible peuvent se déplacer plus facilement au 

sein du gel et vont donc migrer plus loin pour une même durée de migration. Au contraire, les 

multimères de très haut poids moléculaire vont avoir une capacité de migration réduite. 

L'analyse est qualitative et quantitative, et s'intéresse à la présence et la répartition des 

multimères présents dans l'échantillon. Une distribution normale doit retrouver toutes les 

tailles de multimères: multimères de bas poids moléculaire, de poids moléculaire 

intermédiaire et de haut poids moléculaires. 

La Figure 9 montre les différents profils obtenus selon le type de VWD. Le type 1 montre une 

distribution normale mais quantitativement réduite par rapport au profil témoin. Le type 3 

montre une absence quasi totale de VWF. Les types 2A et 2B montrent une perte des 

multimères de haut poids moléculaire qui n’est pas retrouvée dans le type 2M. 



30 
 

 

Figure 9 Exemples d'électrophorèses des multimères selon le type de VWF (56) 

 

 3.4.6. RIPA - Agrégation plaquettaire à la ristocétine / LD-RIPA 

 Le test RIPA, tout comme le dosage VWF:RCO, utilise les propriétés de l'antibiotique 

ristocétine pour entraîner une liaison entre le VWF et le récepteur GPIb des plaquettes. Un 

plasma riche en plaquettes (PRP) est obtenu par centrifugation lente (100-120G pendant 10-

15 minutes) d'un échantillon de sang total citraté. Un plasma pauvre en plaquettes (PPP) est 

obtenu en centrifugeant le reste de l'échantillon à 2000G pendant 15 minutes. 

Le test est réalisé en agrégométrie optique avec agitation dans des cuvettes thermostatées à 

37°C. Le blanc (100%) est déterminé à l'aide du PPP. En début de test, le PRP permet de 

déterminer l'agrégation minimale, sans ristocétine (0%). La ristocétine est alors ajoutée, à une 

concentration fixée de 0,2 à 1,5 mg/ml pendant que la DO (et donc la courbe d'agrégation) est 

enregistrée. 

En présence de ristocétine en quantité suffisante, le VWF se lie aux plaquettes et entraîne une 

activation puis une agrégation plaquettaire. Ces processus aboutissent à une diminution de la 

turbidité du plasma et donc une diminution de la DO enregistrée par l'agrégomètre. Le seuil 

de positivité de l'agrégation, i.e. agrégation positive à une concentration donnée de ristocétine, 

est de 30 à 50%. Il n'existe pas de contrôle interne de qualité, les résultats des plasmas testés 

sont donc confrontés aux résultats obtenus pour un plasma de sujet sain. 
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Figure 10 Principe analytique RIPA 

 

Les résultats obtenus sont les suivants: 

Sujet 0,2 ≤ [ristocétine] ≤ 0,6 mg/ml 1 ≤ [ristocétine] ≤ 1,5 mg/ml 

Sujet sain et VWD 2N Absence d'agrégation Agrégation normale 

VWD 1, 2A, 2M Absence d'agrégation Agrégation ou diminuée 

VWD 2B Agrégation Agrégation 

VWD 3 Absence d'agrégation Absence d'agrégation 
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Figure 11 Exemple RIPA normale 

 

 3.4.7. L'étude de la liaison au collagène 

 Etude spécialisée en ELISA permettant de mesurer l'affinité de la liaison du VWF au 

collagène : VWF:CB. 

 

 3.4.8. L'étude de la liaison au facteur VIII 

 Etude spécialisée en ELISA permettant de mesurer l'affinité de la liaison du VWF au 

facteur VIII : VWF:FVIIIB. 
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OBJECTIFS DE L'ETUDE 
 

Le laboratoire d'hémostase spécialisée réalise le dosage de l'activité du VWF avec la méthode 

de référence manuelle d'agglutination sur lame, que ce soit pour le diagnostic ou pour le suivi 

thérapeutique. Cette technique présente cependant de nombreux points négatifs, à savoir une 

réalisation entièrement manuelle, un temps technicien conséquent du fait de nombreuses 

dilutions successives et une lecture manuelle des agglutinats, délicate, pour chacune de ces 

dilutions. Ces différents points imposent d'une part un technicien formé et habitué à réaliser 

cette méthode, et d'autre part rendent cette méthode peu adaptée aux urgences. 

L'objectif de l'étude était de comparer la méthode de référence manuelle à deux méthodes 

automatisées, l'une encore en cours d'essais et utilisant la ristocétine, et l'autre déjà en usage 

dans d'autres laboratoires et n'utilisant pas la ristocétine. 

La comparaison devait porter sur les performances globales des différentes méthodes afin de 

s'assurer de conserver une qualité de rendu des résultats. Elle devait également s'intéresser à 

l'aspect pratique, avec une évaluation de la facilité de réalisation (notamment la possibilité 

d'être réalisée par un technicien non référent en hémostase)  et la notion de rendu de résultat 

en urgence (délai de rendu et possibilité d'une série réduite à un seul patient). 
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MATERIELS ET METHODES 

1. Matériels 

1.1. Automate STA-R Evolution 

 Le STA-R Evolution (Diagnostica Stago, Asnières, France) est un automate 

d'hémostase permettant la réalisation automatisée de tests de coagulation de routine et 

spécialisée. Il permet des mesures en chronométrie, colorimétrie et immunoturbidimétrie. 

 

Figure 12 Automate Stago STA-R Evolution 

 

1.2. Plasmas 

 Les échantillons de patients étaient recueillis sur tube BD Vacutainer Citrate de 

sodium 9NC 0,109M (3,2%). Afin de satisfaire les exigences du GEHT (Groupe Français 

d’Etude sur l’Hémostase et la Thrombose), les échantillons subissaient une double 

centrifugation dans le but d’obtenir un plasma pauvre en plaquettes (< 10G/L) indispensable 

avant congélation. 

La préparation était la suivante : l’échantillon était centrifugé à 2250G pendant 13 minutes à 

température ambiante. Le plasma était ensuite aspiré à l’aide d’une pipette pasteur en 

plastique sans aspirer la couche leuco-plaquettaire puis placé dans un second tube. La 

deuxième centrifugation était identique à la première au niveau des paramètres. Le plasma 
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surnageant était ensuite aspiré à l’aide d’une pipette pasteur plastique, sans aspirer le culot 

contenant les plaquettes résiduelles, et placé dans un troisième tube étiqueté. 

L’échantillon était inspecté à la recherche d’un aspect hémolysé, ictérique ou lactescent. 

Les plasmas citratés ainsi obtenus étaient analysés le jour même ou congelés à -80°C si 

l'analyse n'était pas réalisée le jour même. 

Dans le cas de l’utilisation de plasmas citratés congelés, ces derniers étaient décongelés au 

bain-marie thermostaté à 37°C puis homogénéisés avant analyse. 

Dans le cas des échantillons de contrôle qualité, lyophilisés, la reconstitution était réalisée 

selon les indications des fournisseurs respectifs. 

 

1.3. Coffret Siemens VWF REAGENT 

 Le coffret Siemens VWF REAGENT permet de mesurer l'activité cofacteur de la 

ristocétine VWF:RCo. Le principe de la méthode est basé sur la capacité VWF à agglutiner 

des plaquettes stabilisées en présence de l'antibiotique ristocétine A. 

Le coffret comprend: 

• Le Réactif von Willebrand, lyophilisé, qui contient des plaquettes humaines 

stabilisées, de la ristocétine et de l'EDTA. 

• Plaque en verre 

Sont nécessaires mais non inclus dans le coffret: 

• Solution saline isotonique 

• Eau distillée 

• Plasma de contrôle Normal 

• Plasma de contrôle Pathologique 

 

Le réactif von Willebrand était reconstitué avec 2 mL d'eau distillée puis homogénéisé par 

agitation vigoureuse. 

L'échantillon de plasma était successivement dilué en solution saline isotonique pour obtenir 

des dilutions décroissantes de 1/20 à 1/160, selon le schéma suivant: 
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Figure 13 Dilutions du coffret von Willebrand Reagent 

  

Sur chaque case de la plaque en verre étaient déposés: 

• 50 µl de dilution plasmatique ou de blanc 

• 50 µl de réactif von Willebrand. 

 

Les dépôts étaient mélangés pendant 1 minute puis la plaque était mise à reposer pendant 1 

minute. La lecture de l'agglutination était ensuite réalisée sur fond noir avec une source de 

lumière venant de côté, en comparant avec le blanc. Le titre correspondait alors à la dernière 

dilution où l'on observait une agglutination nette par rapport au blanc. Des dilutions plus 

étroites étaient réalisées si nécessaire afin d'affiner le titre, notamment entre la dilution 1/40 et 

1/80. 

 

Le contenu en cofacteur de la ristocétine en % était obtenu en multipliant le titre du spécimen 

par la limite de détection indiquée dans le coffret. 

Les contrôles qualité étaient passés de la même façon que les échantillons issus de patients. 

 

1.4. Coffret ABP VWF Ricof Assay 

 Le dosage proposé par Stago est une adaptation du coffret ABP Ristocetin Co-Factor 

Assay Kit, initialement prévu pour une utilisation sur agrégomètre, pour l'automate Sta-R. Il 

mesure la capacité du plasma testé à agglutiner des plaquettes fixées au formol en présence de 

ristocétine. La méthode sera appelée « VWF:RCo ABP Stago » pour la suite de ce travail. 

Le coffret se compose de cinq réactifs et permet de réaliser deux séries de dosages. 
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• Le réactif I contient des plaquettes humaines fixées au formol et lyophilisées 

• Le réactif II contient de la ristocétine lyophilisée 

• Le réactif III est un tampon TBS 

• Le réactif IV est un plasma de référence lyophilisé 

• Le réactif V est un contrôle de qualité pathologique 

 

Ne sont pas inclus dans le coffret mais nécessaires: 

• Réactif auxiliaire: STA-OWREN-KOLLER 

• Matériel auxiliaire: Barreau aimanté 

• Eau distillée 

 

 Les réactifs ont été reconstitués selon l'"Application Suggérée", Ref. 1501-V5, fournie 

par Stago et disponible en Annexe. L'ensemble des réactifs nécessaires à la réalisation d'une 

série étaient laissés à température ambiante 30 minutes avant reconstitution: 2 flacons de 

réactif I, 2 flacons de réactif II, 1 flacon de réactif III, 1 flacon de réactif IV et 1 flacon de 

réactif V. 

 

Réactif Reconstitution 

Réactif I Chacun des deux flacons de plaquettes stabilisées et lyophilisées était reconstitué avec 

3 mL de tampon TBS. Après 15 minutes à température ambiante, les flacons étaient 

agités doucement par retournement puis poolés. Un barreau aimanté était placé dans le 

flacon puis le réactif était positionné en zone R1 du tiroir de l'automate, dans un 

emplacement permettant l'agitation magnétique du réactif. 

Réactif II Chacun des deux flacons de ristocétine lyophilisée était reconstitué avec 1,2 mL d'eau 

distillée. Après 15 minutes à température ambiante, les deux flacons étaient 

homogénéisés doucement puis poolés. Le réactif était ensuite positionné en zone R2 du 

tiroir. 

Réactif IV Le flacon de plasma de référence était reconstitué avec 1 mL d'eau distillée. Après 30 

minutes à température ambiante, le flacon était homogénéisé puis placé en zone R0 du 

tiroir. 

Réactif V Le plasma de contrôle pathologique "tait reconstitué avec 0,5 mL d'eau distillée. Après 

30 minutes à température ambiante, le flacon était homogénéisé puis placé en zone R0 

du tiroir. 

Tableau 5 Reconstitution de la méthode VWF:RCo ABP Stago 
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 La gamme de calibration était réalisée à l'aide d'un plasma standard fourni dans le kit. 

La valeur de l'étalon était celle indiquée dans le coffret. Elle se constituait de 6 points en 

double mesure au 1/4, 1/6, 1/8, 1/10, 1/12 et 1/20ème. La régression était polynomiale d'ordre 

3. La limite d'acceptabilité de la courbe de calibration était indiquée dans l'"Application 

Suggérée" et fixée à ≥ 0,985. 

 

Figure 14 Courbe de calibration de la méthode VWF:RCo ABP Stago 

Le déroulement du test était le suivant: 

• Etaient mélangés puis incubés pendant 240 secondes 

o 70 µl d'échantillon dilué selon la zone de mesure souhaitée 

o 150 µl de réactif I  (plaquettes reconstituées et agitées) 

• La ristocétine (réactif II) était ensuite ajoutée à un volume de 44 µl et servait de réactif 

déclenchant. 

• Deux mesures de DO étaient réalisées à 50 secondes puis 350 secondes afin d'en 

déduire une cinétique de DO en DO/minute. 
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Le test principal utilisait une dilution de l'échantillon au 1/3 dans du tampon STA-OWREN-

KOLLER permettant une mesure du VWF:RCo de 16 à 43%. Des tests dépendant étaient 

utilisés pour étendre la gamme de mesure, avec les dilutions de l'échantillon suivantes: 

Zone de mesure 9 - 16 % 16 - 43 % 43 - 81 % 81 - 160 % 

Dilution échantillon 1/2 1/3 1/6 1/12 

Tableau 6 Gamme de mesure selon la dilution - coffret VWF:RCo ABP Stago 

Les mesures inférieures à 9% et supérieures à 160%, limites de la zone de mesure toutes 

dilutions confondues, étaient rendues <9% et >160% respectivement. 

Le contrôle de qualité pathologique inclus était passé en début et fin de série, avec comme 

limites d'acceptabilité celles fixées par l'"Application Suggérée": 13,3 - 30%" et non pas celles 

indiquées dans le coffret. 

Deux autres contrôles étaient passés aux mêmes moments: 

• Stago STA-Liatest Control N 

• Stago STA-Liatest Control P 

Aucune borne n'était donnée par Stago pour ces contrôles. 

 

1.5. Coffret Siemens Innovance Ac 

 Le coffret Innovance de Siemens offre la possibilité de mesurer l’activité du VWF 

sans utilisation de plaquette ni de ristocétine. Le test se base sur un fragment GPIbα 

recombinant où deux mutations gain-de-fonction ont été insérées(57). Ces deux mutations, 

G233V et M239V, sont connues de la pseudo-VWD(58,59) et modifient la conformation du 

site de liaison GPIbα au domaine A1 du VWF de telle sorte que le VWF se lie spontanément 

au GPIb muté avec pour conséquence une agrégation des plaquettes in vivo et également in 

vitro en l’absence de ristocétine(60).  

Un épitope est également ajouté au fragment recombinant, permettant une liaison avec une 

haute affinité du complexe VWF:GPIbα aux anticorps du réactif I. 

La liaison des microparticules au complexe VWF/GP1bα est mesurée par un accroissement de 

la turbidité causée par l’agglutination des particules. 
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Le coffret se compose de trois réactifs prêts à l'emploi: 

• Le réactif I contient des microparticules de polystyrène recouvertes d’un anticorps 

monoclonal dirigé vers le fragment GPIbα 

• Le réactif II contient un réactif de blocage hétérophile permettant de supprimer les 

liaisons non spécifiques 

• Le réactif III contient le fragment GPIbα recombinant proprement dit. 

Ne sont pas inclus dans le coffret mais nécessaires: 

• Siemens Plasma Standard Humain (REF ORKL 13) 

• Siemens Plasma de Contrôle Normal (REF ORKE 41) 

• Siemens Plasma de Contrôle Pathologique (REF OUPZ 17) 

Les plasmas de calibration et de contrôle étaient reconstitués selon la notice technique incluse 

dans leurs coffrets respectifs. 

La gamme de calibration était réalisée avec le Plasma Standard Humain et était constituée de 

6 points en double mesure au 1/3 1/4 1/5 1/6 1/10 et 1/30ème. La régression était polynomiale 

d'ordre 3. 

 

Figure 15 Courbe de calibration du coffret Siemens INNOVANCE 
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Le déroulement du test était le suivant : 

• Etaient mélangés et incubés pendant 120 secondes: 

o 65 µl d’échantillon (pur ou dilué selon la zone de mesure souhaitée) 

o 100 µl de tampon HBR (réactif I) 

o 25 µl de GP1b (réactif III) 

• 145 µl de réactif I étaient ensuite ajoutés et servaient de réactif déclenchant 

• Deux mesures de DO étaient réalisées à 20 secondes puis 150 secondes. 

 

Le test principal utilisait une dilution de l'échantillon au 1/3 dans du tampon STA-OWREN-

KOLLER permettant une mesure du VWF:RCo de 10 à 80%. Des tests dépendant étaient 

utilisés pour étendre la gamme de mesure, avec les dilutions de l'échantillon suivantes: 

Zone de mesure 3,33 - 10 % 10 - 80 % 80 - 160 % 

Dilution échantillon 1/1 1/3 1/6 

Tableau 7 Gamme de mesure selon la dilution - coffret VWF:Ac Siemens Innovance 

 

Les mesures inférieures à 3.3% et supérieures à 160%, limites de la zone de mesure toutes 

dilutions confondues, étaient rendues <3.3% et >160% respectivement. 

Les contrôles qualité étaient passés en début et fin de série, les limites d'acceptabilité étaient 

celles indiquées dans les coffrets respectifs. 

 

2. Méthodes 

 2.1. Réalisation des analyses 

La réalisation des analyses s'est déroulée dans le secteur d'hémostase spécialisée du 

laboratoire d'hématologie. Chaque série était encadrée par les contrôles qualité propres à 

chaque méthode, tels que décrits dans leur section respective. 

Dans le cas où le dosage de l'activité du facteur Willebrand avait été réalisé auparavant, celui-

ci était à nouveau réalisé en parallèle dans les 3 méthodes pour respecter les conditions de 

comparaison (notamment la possibilité de dégradation du VWF durant la conservation de 

l'échantillon). 
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Les tests automatisés étaient réalisés sur l'automate STA-R Evolution dédié à l'hémostase 

spécialisée. Les réactifs auxiliaires (tampon STA-Owren-Koller, calcium STA-CaCl2) étaient 

changés à chaque série. 

La technique manuelle était réalisée par une technicienne référente en hémostase, habituée à 

réaliser cette technique de dosage. 

Dans le cas des technique automatisées, et lorsque le dosage du VWF:Ag était connu, la 

dilution de départ était choisie selon le principe de l'égalité du VWF:Ag et du VWF:RCo ou 

VWF:Ac. 

 

 2.2. Analyse statistique 

 L'analyse statistique a été réalisée avec le logiciel libre R version 3.3.1 x64 pour 

Windows. Les diagrammes de Bland-Altman(61,62) ont été réalisés à l'aide de la librairie 

BlandAltmanLeh version 0.3.1. Les régressions de Passing Pablok(63,64) ont été réalisées à 

l'aide de la librairie mcr version 1.2.1. Les intervalles de confiance ont été calculés pour un 

degré de confiance de 95%. 
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RESULTATS 
 

 Au total, 105 plasmas issus de patients et 5 plasmas de contrôle qualité (3 contrôles 

nationaux et 2 contrôles internes) ont été dosés parallèlement avec les 3 méthodes. Les essais 

se sont déroulés sur 8 journées, de février 2015 à aout 2015. 

 La majorité des analyses a été réalisée sur plasma conservé par congélation à -80°C, 

les autres analyses ont été réalisées sur plasma frais ou plasma lyophilisé reconstitué. La 

répartition précise est détaillée dans le Tableau 8. 

Plasma congelé Plasma frais Plasma lyophilisé Cumul 

99 6 5 110 

Tableau 8 Répartition des plasmas utilisés 

 Les plasmas issus de la plasmathèque ont été sélectionnés parmi les doublons de 

plasmas citratés de patients suivis en consultation au Centre Régional du Traitement de 

l’Hémophilie du CHU d’Amiens. L'objectif principal de cette sélection était de disposer d'un 

éventail large de concentrations et d'activité du VWF afin de tester les méthodes sur 

l'ensemble de la gamme de mesure et les différents types de VWD. 

Certains patients ont été dosés plusieurs fois, soit sur un prélèvement de même circonstance 

(doublon tube congelé), soit dans des circonstances différentes (différents stades de grossesse, 

différents temps de test au Minirin). 

Quatre-vingt deux patients uniques ont été dosés, avec une répartition homogène des deux 

sexes. La répartition et les caractéristiques des plasmas issus de patients sont précisées dans le 

Tableau 9. 

Femmes  Hommes  Cumul 

Nombre Âge moyen  Nombre Âge moyen  Nombre Âge moyen 

51 37,4  31 34  82 36,1 

Tableau 9 Répartition en âge et sexe des patients 

 La  majorité (93.9%) des plasmas issus de patients avaient une durée de conservation 

inférieure à 12 mois, avec une moyenne de 3,5 mois. Seuls 6 plasmas congelés dépassaient 

cette durée de conservation, avec un maximum de 17 mois (13 mois, 13 mois, 16 mois, 16 

mois, 17 mois et 17 mois). 
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Tous les coffrets Siemens Innovance VWFAc utilisés étaient issus du même lot et nous 

n'avons pas été amenés à refaire la calibration. Pour le coffret VWF:RCo ABP Stago, la 

calibration a été refaite à l'occasion d'un changement de lot. 

La distribution des dosages de l'activité du VWF ainsi que de l'antigène (lorsque réalisé) des 

plasmas testés est présentée dans la Figure 16. Les statistiques de distribution sont précisées 

dans le Tableau 10. 

 

Figure 16 Distribution des dosages des plasmas testés. A) VWF:RCo Lame. B) VWF:RCo ABP Stago. C) 
VWF:Siemens. D) STA-Liatest VWF:Ag lorsque disponible 
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Dosage Nombre Min. 1er Q Médiane Moyenne 3ème Q Max. 

VWF:RCo Lame 95 7.7 31 46 51.2 66 123 

VWF:RCo ABP Stago 95 9 32.5 48 51.86 70.5 160 

VWF:Ac Siemens 95 8.0 29.5 43.0 48.37 67.5 144 

STA-Liatest VWF:Ag 93 7.0 39 58 70.41 90.5 385 

Tableau 10 Paramètres de distribution des dosages (en %) 

 L'analyse statistique a été réalisée sur les échantillons où le résultat obtenu dans les 

différentes méthodes était dans le domaine de mesure des méthodes respectives. Les 

échantillons où un ou plusieurs résultat était inférieur ou supérieur au domaine de mesure ont 

été étudiés séparément. Enfin, un échantillon a été exclu de l'analyse car analysé en fin de 

période de stabilité à bord pour le coffret VWF:RCo ABP Stago. Cette répartition est résumée 

dans le Tableau 11. 

Résultats dans le 

domaine de mesure 

≥ 1 résultat hors du 

domaine de mesure 

Echantillon exclu 

de l'analyse 

Total 

95 14 1 110 

Tableau 11 Répartition des échantillons pour l'analyse statistique 

 

 Pour les 95 échantillons inclus dans l'analyse statistique, les données issues de la 

régression de Passing Bablok (pente, interception et leurs IC95% respectifs) ainsi que de le 

coefficient de corrélation de Pearson (et son IC95%) sont résumés dans le Tableau 12. 

Régression Passing Bablok Estimation IC 95% r IC 95% r 

VWF:RCo Lame / VWF:RCo ABP Stago 
Pente 1.049 0.961-1.148 0.878 0.822-0.917 

Intercept. -0.723 -6.158-2.631   

VWF:RCo Lame / VWF:Ac Siemens 
Pente 0.869 0.756-1.000 0.850 0.783-0.898 

Intercept. 3.086 -2.000-8.855   

VWF:RCo ABP Stago / VWF:Ac Siemens 
Pente 0.836 0.777-0.894 0.961 0.942-0.974 

Intercept. 4.371 1.276-7.049   

Tableau 12 Résultats de la régression Passing Bablok et corrélation de Pearson 

 

 Les résultats issus du diagramme de Bland-Altman, à savoir le biais et les limites 

d'acceptabilité à ±1,96 écarts-types sont résumés dans le Tableau 13. 
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Comparaison Biais IC 95% biais Limtes d'acceptabilité IC 95% 

VWF:RCo Lame / VWF:RCo ABP Stago -0.664 -3.599 - 2.271 -28.9 - 27,6 
VWF:RCo Lame / VWF:Ac Siemens 2.830 -0.195 - 5.856 -26.3 - 31.9 
VWF:RCo ABP Stago / VWF:Ac Siemens 3.494 1.673 - 5.316 -14 - 21 

Tableau 13 Résultat diagramme Bland-Altman 

 

Les graphiques montrant les régressions de Passing Bablok et les diagrammes de Bland-
Altman sont présentés dans la Figure 17. 

Les résultats des 14 échantillons analysés séparément sont détaillés dans le Tableau 14. Ceux 
de l’échantillon exclu de l’étude sont présentés dans le Tableau 15. 

VWF:RCo Lame VWF:RCo Stago VWF:Ac Siemens 

107 151 > 160 

7,7 < 9 12 

> 123 >160 >160 

> 123 155 121 

8 < 9 11 

> 123 160 160 

> 123 160 > 160 

1 <9 10 

< 7,7 <9 12 

>133 160 >160 

> 123 > 160 > 160 

>133 160 160 

8 <9 4 

92 >160 >160 

Tableau 14 Détails des 14 échantillons présentant ≥1 résultat hors du domaine de mesure (en %) 

 

VWF:RCo Lame VWF:RCo Stago VWF:Ac Siemens 

46 67 45 

Tableau 15 Résultats obtenus pour l'échantillon exclu de l'analyse statistique 
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Figure 17 Régression Passing Bablok et diagramme de Bland-Altman. A) Comparaison VWF:RCo Lame et 
VWF:RCo ABP Stago. B) Comparaison VWF:RCo Lame et VWF:Ac Siemens. C) Comparaison VWF:RCo ABP 

Stago et VWF:Ac Siemens 
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DISCUSSION 

1. Analyse statistique 

La sélection de plasmas testés a permis de couvrir l'ensemble de la gamme de mesure des 

méthodes comparées, notamment dans les valeurs basses d'activité VWF. 

Le coefficient de corrélation de Pearson était supérieur à 0.70 dans les 3 comparaisons, 

montrant une relation linéaire forte entre les différentes méthodes. Ce résultat était 

attendu(65) puisqu'il s'agit du dosage d'un même mesurande par différentes méthodes. Le 

coefficient de corrélation était significativement supérieur entre les deux méthodes 

automatisées, avec r = 0.961 (IC 95%: 0.942-0.974).  

La régression de Passing Bablok n'a pas mis en évidence de biais systématique entre le dosage 

en technique manuelle et les techniques automatisées respectivement. En revanche, un biais 

systématique était présent entre les deux techniques automatisées (IC95% de l'interception 

excluant 0). Un biais proportionnel n'a pas été mis en évidence entre la technique manuelle et 

les techniques automatisées respectivement. Un biais proportionnel était présent entre les 

deux techniques automatisées (IC95% de la pente excluant 1). 

Visuellement, les diagrammes de Bland-Altman n'ont pas montré de motif particulier dans la 

répartition des points. La qualité de l'accord entre la méthode manuelle sur lame et la 

technique automatisée VWF:RCo ABP Stago était très élevée, avec un seul point en dehors 

des limites d'acceptabilité pour la gamme 0-100%. La qualité de l'accord entre la méthode 

manuelle et la technique automatisée VWF:Ac Siemens était en deçà mais acceptable, avec 5 

points en dehors des limites d'acceptabilité sur la gamme 0-100%. La qualité de l'accord entre 

les deux méthodes automatisées était également acceptable. 

Concernant le seul point hors limites d'acceptabilité dans la comparaison de la technique 

manuelle et la technique automatisée VWF:RCo ABP Stago, il est intéressant de noter que ce 

point était également hors limites d'acceptabilité pour la méthode VWF:Ac Siemens. Le 

prélèvement présentait, au final, les résultats suivants: 

VWF:RCo 

lame (initial) 

VWF:RCo 

lame 

VWF:Ag 

(initial) 

STA-Liatest 

VWF:Ag 

VWF:RCo 

ABP Stago 

VWF:Ac 

Siemens 

NR 123 126 64 58 53 

Tableau 16 Résultats obtenus pour l'échantillon hors limites d'acceptabilité (en %). NR: Non réalisé 
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Le prélèvement avait été conservé de façon similaire aux autres prélèvements, avec une durée 

de conservation de 2.5 mois. Les résultats obtenus par les trois techniques ont été vérifiés. Le 

VWF:Ag a été redosé, montrant une nette diminution sans qu'il ne soit trouvé d'explication. 

Les dosages automatisés concordaient avec le dernier dosage du VWF:Ag. 

 

2. Analyse des résultats hors analyse principale 

Dans les 14 échantillons séparés de l'analyse statistique, 9 présentaient au moins un dosage 

supérieur au domaine de mesure d'une des méthodes et 5 échantillons présentaient au moins 

un dosage inférieur au domaine de mesure d'une des méthodes. Dans les deux cas, les 

résultats donnés par les autres méthodes étaient concordant. 

La technique limitante dans les valeurs hautes était majoritairement la technique manuelle. 

Cependant, l'intérêt de prolonger les dilutions plus loin que 1/160 en agglutination sur lame ne 

présente que peu d'intérêt, le dosage étant de fait supérieur à 100% (la valeur exacte dépend 

du titre du lot utilisé) et donc normal. 

La technique limitante dans les valeurs basses était majoritairement la technique automatisée 

VWF:RCo ABP Stago. Contrairement aux valeurs hautes, il est intéressant de disposer d'un 

domaine de mesure descendant le plus bas possible afin de pouvoir doser l'activité des VWD 

sévères. 

3. Evaluation de chaque technique de dosage 

3.1. Technique manuelle (coffret Siemens VWF Reagent) 

La méthode de dosage manuelle sur lame a montré une pénibilité certaine lors de ces grandes 

séries, avec notamment 21 échantillons lors de la dernière journée d'essais. Le temps 

technicien conséquent imposait de détacher une technicienne référente de l'activité spécialisée 

afin de réaliser les essais de comparaison. 

 

3.2. Technique automatisée VWF:RCo ABP Stago 

Lorsque les tests ont été réalisés, la méthode de dosage proposée par Stago était encore en 

phase d'essais et le coffret fourni était identique au coffret commercialisé directement par 

ABP. L'application suggérée fournie par Stago donnant des instructions de reconstitution et 
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d'usage différents, notamment sur les volumes de reconstitution différents de ceux indiqués 

sur les flacons, le risque d'erreur lors de la préparation des réactifs n'était pas négligeable. La 

nécessité de pooler les flacons (plaquettes et ristocétine) augmentait également le nombre de 

manipulations lors de la préparation des réactifs. 

Le coffret n'appartenant pas à la gamme STA de Stago, l'introduction des réactifs à bord de 

l'automate était relativement fastidieuse du fait de l'absence de codes-à-barres sur les flacons 

et des volumes de réactifs à modifier manuellement à l'introduction. 

Concernant la rapidité de mise en œuvre et la notion d'urgence, la méthode de dosage ABP 

Stago s'est révélée inadaptée. En effet, en prenant en compte le temps de remise à température 

ambiante, le temps de stabilisation des réactifs après reconstitution et celui de préparation de 

l'automate, il fallait compter au minimum 80 minutes avant de pouvoir analyser un plasma de 

patient, soit un rendu de résultat au mieux en 90 minutes. Même si la situation ne s'est pas 

présentée lors des essais, il aurait été délicat de décider de la conduite à tenir en cas de 

contrôle qualité hors limites d’acceptabilité du fait des temps de reconau vu du temps de mise 

en œuvre et du nombre limité de tests réalisable par coffret, il est délicat de choisir entre la 

réalisation d'une nouvelle calibration et la reconstitution d'un nouveau coffret. 

La solution proposée par Stago concernant les contrôles internes de qualité était peu 

satisfaisante. Pour rappel, il s'agissait d'utiliser un plasma pathologique de niveau bas intégré 

au coffret et un plasma de niveau normal appartenant à la gamme de contrôles LIA (Stago 

STA-Liatest Control N). Les bornes d'acceptabilité étaient fixées, larges et indépendantes du 

lot du coffret dans le cas du contrôle pathologiques, et non fournies dans le cas du niveau 

normal. 

La conservation des réactifs à bord de l'automate était très réduite, avec une durée maximale 

de 4 heures tant pour les plaquettes stabilisées que pour la ristocétine. 

La limite inférieure de quantification était élevée, à 9%, empêchant un résultat précis du 

dosage de l’activité dans les VWD sévères. 

 

3.3. Technique automatisée Siemens INNOVANCE VWF:Ac 

Contrairement au coffret VWF:RCo ABP Stago, le coffret Siemens Innovance VWF:AC s'est 

montré plus simple à mettre en œuvre du fait de réactifs prêts à l'emploi. Cependant, l'absence 
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de codes-à-barres sur les flacons imposait une saisie manuelle des codes réactifs ainsi que des 

numéros de lots. 

La solution proposée par Siemens concernant les contrôles internes de qualité était 

satisfaisante. Pour rappel, il s'agissait d'utiliser des contrôles qualité externes au coffret, avec 

des bornes d'acceptabilité fournies. Par ailleurs, ces CIQ étaient déjà en usage comme CIQ de 

la méthode manuelle. 

Le délai de rendu des résultats était inférieur à la technique VWF:RCo ABP Stago, avec un 

premier résultat obtenable en moins de 40 minutes. 

La limite inférieure de quantification de l’activité était plus basse, avec une quantification 

réalisable jusque 3,3%. 

 

4. Assurance Qualité 

La norme NF EN ISO 15189 impose au Laboratoire de Biologie Médicale impose de parvenir 

à l’accréditation de 100% des analyses réalisées d’ici à 2020. Le marquage CE-IVD des 

réactifs d’une analyse permet l’accréditation de cette analyse en portée A où une simple 

vérification des performances sur site est demandée. L’absence de ce marquage impose au 

contraire une demande d’accréditation en portée B où une validation de la méthode est 

nécessaire. La validation de méthode est plus contraignante et fastidieuse du fait de nombreux 

points à valider : linéarité, interférences, limites de détection, stabilité, en plus des points en 

commun avec la vérification de méthode. 

Aucun des coffrets utilisé dans cette comparaison ne dispose d’un tel marquage CE-IVD. 

 

5. Transmission informatique au SIL 

La réalisation de l'analyse sur automate offre la possibilité de transmettre de façon 

informatique le résultat au SIL (Système Informatique de gestion du Laboratoire). Cependant, 

en l'état actuel de paramétrage et du fait de la nécessité de dilutions indépendantes pour 

couvrir la gamme de mesure, il n'était pas possible d'utiliser cette transmission informatique 

pour les méthodes automatisées testées. 
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6. Limites 

La vérification de l'aspect de l'échantillon était simplement visuelle, sans mesure automatisée 

de l'indice d'hémolyse, d'ictère ou de lactescence (H.I.L.). Dans la mesure où les principes 

analytiques des méthodes automatisées sont basés sur la D.O., il serait utile de s'intéresser à 

l'influence de l'aspect de l'échantillon sur le dosage. 

La stabilité de la calibration n'a pas été étudiée du fait d'une période d'essai insuffisamment 

longue et de l'absence de lot unique pour les méthodes automatisées. 

La variabilité inter-opérateur n'a pas été étudiée pour aucune des techniques. 

La Nomenclature des Actes de Biologie Médical (version 43 du 11/04/2016) donne une 

cotation de B50 pour le dosage fonctionnel du VWF (code 192). La valeur du B actuelle est 

de 0,27€, donnant un remboursement de 13,50€ HT par la Sécurité Sociale. Il n'a pas été 

possible d'obtenir de tarif des différents coffrets de réactifs auprès du service achat du CHU 

d'Amiens, rendant une analyse du seuil de rentabilité impossible. 
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CONCLUSION 
 

Les différentes méthodes automatisées ont montré une corrélation et une concordance 

satisfaisante avec la méthode de référence manuelle, avec une supériorité pour la méthode 

VWF:RCo ABP Stago. La technique automatisée Siemens INNOVANCE VWF:Ac s’est 

montrée supérieure à la méthode ABP Stago au niveau de la limite inférieure de quantification 

ainsi que pour la praticité d’usage du fait de l'utilisation de réactifs prêts à l'emploi. Le délai 

de rendu des résultats était significativement allongé pour le coffret VWF:RCo ABP Stago en 

rapport avec un temps de préparation du coffret conséquent. Dans les deux techniques 

automatisées, la faible durée de stabilité des réactifs à bord de l'automate imposait de 

travailler en série. Aucun des coffrets ne disposait d’un marquage CE-IVD, imposant de ce 

fait une portée B pour l'accréditation de l'analyse par le COFRAC. Aucune des techniques 

automatisées n'a véritablement montré d'intérêt pour la réalisation d'un dosage isolé ou urgent 

de l'activité du facteur Willebrand mais ces deux techniques ont montré une praticité évidente 

lors de la réalisation de grandes séries.  
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Annexe 1 Nomenclature des Actes de Biologie Médicale - Avril 2016 
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Annexe 2 Exemple rendu de résultat de test RIPA 
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Annexe 3 Application Suggérée par Stago pour le coffret Siemens INNOVANCE VWF Ac 
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Annexe 4 Application Suggérée par Stago pour la technique VWF:RCo ABP Stago 
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Annexe 5 Régression linéaire et coefficient de corrélation de Pearson 
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VWF:RCo Lame VWF:RCo ABP Stago VWF:Ac Siemens 

25 18 22 

92 90 101 

92 86 79 

28 17 12 

31 39 38 

15 31 32 

58 69 71 

31 41 58 

15 10 15 

11,5 20 22 

46 58 67 

38,5 36 47 

7,7 10 21 

46 69 64 

77 87 72 

15 16 10 

7,7 10 13 

31 40 36 

31 47 54 

31 11 12 

46 52 41 

31 36 25 

46 50 47 

31 53 45 

77 86 86 

46 41 37 

62 46 48 

62 52 43 

62 70 74 

31 35 39 

69 78 58 

31 41 35 

38,5 26 27 

15 17 21 

38 42 35 

38 62 51 

23 20 29 

92 124 88 

62 63 57 

46 49 45 

60 37 28 

92 94 74 

46 36 34 

85 86 65 

69 82 69 

15 19 24 

92 76 71 

31 31 28 

54 51 40 



65 
 

123 160 144 

46 22 25 

23 21 29 

123 58 53 

92 95 80 

46 56 57 

38 33 36 

30 17 23 

62 81 68 

92 137 105 

77 81 68 

15,4 34 30 

23 35 32 

62 39 37 

31 32 30 

8,3 9 11 

33 32 30 

35 36 29 

17 19 24 

45 46 40 

66 73 64 

100 98 77 

100 83 72 

8,3 9 8 

100 73 66 

50 44 39 

45 39 37 

100 107 102 

17 9 20 

66 60 52 

100 82 72 

62 56 60 

66 61 54 

75 71 77 

50 44 42 

50 48 41 

58 64 72 

33 36 35 

55 58 56 

50 55 50 

23 10 10 

50 49 46 

50 74 77 

58 48 37 

100 104 94 

90 69 74 

Annexe 6 Résultats de l'analyse statistique principale 
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RESUME 
Mots clés: facteur von Willebrand, comparaison de méthodes, activité cofacteur de la 

ristocétine, maladies hémorragiques 

La maladie de Willebrand est la plus fréquente des maladies hémorragiques héréditaires, 
affectant environ 1% de la population générale. Elle a pour origine une anomalie quantitative 
(partielle ou totale) ou qualitative du facteur von Willebrand, entrainant des manifestations 
hémorragiques principalement cutanéomuqueuses. Le diagnostic demeure complexe et basé 
sur un faisceau d'arguments clinico-biologiques. Le dosage de l'activité du VWF tient une 
place importante dans le diagnostic positif et la classification en sous-types. Il est 
historiquement réalisé en technique manuelle ou en agrégométrie, mesurant la capacité de 
liaison de VWF à des plaquettes stabilisées en présence de ristocétine. Le laboratoire 
d’hémostase du CHU d’Amiens utilise la méthode de référence manuelle dont la réalisation 
est délicate et nécessite un technicien habitué à la réaliser, et donc non compatible avec un 
dosage en urgence. L'objectif de ce travail était de comparer 3 méthodes de dosage de 
l'activité du facteur Willebrand: la méthode manuelle de référence utilisant la ristocétine, et 
deux méthodes automatisées, l'une utilisant la ristocétine et l'autre un récepteur GP1bα 
recombinant présentant deux mutations gain-de-fonction. Les patients analysés étaient 
majoritairement des patients suivis au Centre Régional du Traitement de l'Hémophilie 
(CRTH) du CHU d'Amiens. Les deux techniques automatisées ont montré une corrélation et 
une concordance satisfaisante par rapport à la méthode de référence manuelle ainsi qu'un 
intérêt lors de la réalisation de séries comportant de nombreux échantillons. Cependant, 
aucune des deux ne s’est révélée adaptée pour la réalisation d’un dosage en urgence. 

 

keywords: von Willebrand factor, methods comparison, ristocetin cofactor activity, bleeding 
disorders 

The von Willebrand disease (VWD) is the most common inherited bleeding disorder,  
affecting about 1% of the population. It is due to quantitative (partial or total) or qualitative 
defects of the von Willebrand factor (VWF) and causes excessive bleeding mainly from 
mucous and cutaneous sites. The diagnosis remains complex and based on a cluster of clinical 
and biological arguments. VWF activity’s assay is important for the diagnosis and the 
classification in subtypes. It has historically been realized with a manual method or with 
aggregometry, measuring VWF’s capacity to bind stablized platelets in the presence of 
ristocetin. The haemostasis laboratory of Amiens's University Hospital is using the manual 
reference method, the realization of which is delicate, therefore requiring a technician used to 
perform it and thus inadequate for emergency testing. The objective of the study was to 
compare 3 VWF activity’s assays: the manual reference method using ristocetin, and two 
automated methods, one using ristocetin and the other using a recombinant GPIba receptor 
with two gain-of-function mutations. Patients analyzed were mainly patients followed in the 
Haemophilia Regional Treatment Center of Amiens’s Hospital. Both automated methods have 
shown satisfactory correlation and agreement with the manual reference method. They have 
also presented interest for batch testing with numerous samples. However, none of these 
methods turned out to be adequate for emergency testing. 

 


