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Article

Etude de I’effet du temps et de la température de congélation sur activité
des facteurs de la coagulation de la voie exogene et du FVW : Ag

Study of the effect of time and freezing temperature on the activity of
extrinsic pathway coagulation factors and VWF:Ag

OULARBI Ryma’, RABIA Iméne’, Dr. CHERIFI Salsabila®

Département de Pharmacie, Faculté de Médecine de Tizi-Ouzou. Université Mouloud Mammeri
de Tizi-Ouzou.

‘Laboratoire d’'Hémobiologie, Centre Hospitalo-Universitaire de Tizi-Ouzou.

Résume

Introduction : La phase pré-analytique est cruciale en hémostase en raison de la nature labile des
facteurs de coagulation. Compte tenu de I’hétérogénéité des moyens techniques, il est recommandé a
chaque laboratoire de définir ses propres durées de conservation selon les températures de
congélation. Objectif : déterminer les durées de conservation optimales des paramétres d’hémostase
étudiés en fonction des températures de congélation utilisées dans notre laboratoire (-25°C et -80°C).
Matériels et Méthodes : I’étude a été menée sur 31 patients au niveau du laboratoire
d’Hémobiologie du CHU Nedir Mohamed de Tizi-Ouzou. Des échantillons de plasma citraté ont été
analysés a JO, puis J15 et J30 a -25°C, J30 et J60 a -80°C. Les paramétres testés sont : TP, TCK,
Fibrinogene, FII, FV, FVII, FX et le FVW : Ag. Résultats : les paramétres TP, TCK, Fll et FVII se
sont montrés stables jusqu’a 30 jours a -25 °C et 60 jours a -80 °C. Le fibrinogene devient instable au
bout de 60 jours a -80 °C, le FV est instable dans toutes les conditions de conservation de 1’étude. Le
FX reste stable 15 jours & -25°C et 60 jours & -80 °C. Le FVW:Ag n’est stable qu’a -80 °C jusqu’a
J30. Conclusion : Cette étude a permis d’évaluer la stabilité de certains paramétres d’hémostase
selon les capacités de congélation disponibles au laboratoire d’Hémobiologie du CHU de Tizi-Ouzou.

Mots clés : phase pré-analytique, parametres d’hémostase, facteurs de la coagulation, température de
congélation, durée de conservation.

Abstract

Introduction: The pre-analytical phase is crucial in hemostasis due to the labile nature of
coagulation factors. Given the heterogeneity of technical resources, it is recommended that each
laboratory define its own storage durations based on the available freezing temperatures. Objective:
To determine the optimal storage durations for the hemostasis parameters studied, according to the
freezing temperatures used in our laboratory (-25°C and -80°C). Materials and Methods: The
study was conducted on 31 patients at the Hemobiology Laboratory of Nedir Mohamed University
Hospital in Tizi-Ouzou. Citrated plasma samples were analyzed at Day 0, then on Day 15 and Day 30
at -25°C, and on Day 30 and Day 60 at -80°C. The parameters tested were PT, aPTT, fibrinogen, FlI,
FV, FVII, FX, and VWF:Ag. Results: PT, aPTT, FII, and FVII remained stable for up to 30 days at -
25°C and 60 days at -80°C. Fibrinogen became unstable after 60 days at -80°C. FV was unstable under
all storage conditions tested. FX remained stable for 15 days at -25°C and 60 days at -80°C. VWF:Ag
was only stable at -80°C up to Day 30.Conclusion: This study assessed the stability of several
hemostasis parameters based on the freezing capabilities available at the Hemobiology Laboratory of
the University Hospital, Tizi-Ouzou.

Keywords: pre-analytical phase, hemostasis parameters, coagulation factors, freezing temperature, storage
duration.



l. Introduction

La phase pré-analytiqgue est une étape
cruciale dans le processus d’analyse des
¢chantillons biologiques, elle est d’autant
plus critique en hémostase ou certains
facteurs de la coagulation sont connus pour
étre labiles. Cette phase comprend la
réalisation du prélevement,
I’acheminement, le prétraitement et la
conservation des échantillons avant analyse
[1]. Les erreurs au cours de cette phase
compromettent la fiabilité des résultats et
conduisent a une interprétation clinique
erronée.

Les  organismes internationaux  de
références telles que la CLSI (Clinical and
Laboratory Standard Institue), la SFTH
(Société Frangaise de Thrombose et
Hémostase) [2,3], I'ISTH ( International
Society on Thrombosis and Haemostasis)
ainsi que la BSH (British Society of
Haematology) ont longtemps montrés un
intérét particulier pour la conservation des
échantillons [4,5], conduisant a la
formulation de nombreuses directives afin
d’encadrer les conditions de stockage du
plasma et d’assurer [I’exactitude des
résultats.

La majorité de ces directives préconisent
une analyse rapide apres le prélevement. En
cas de délai prolongé, une congélation est
alors recommandée, soit a une température
< -20°C pour une durée ne dépassant pas
les 2 semaines ou a une température <-70°C
pour une durée allant de 6 a 18 mois selon
le parametre [4].

Toutefois, I’hétérogénéité des ressources
techniques disponibles dans les laboratoires
rend la mise en ceuvre de ces exigences
standardisées complexe. Plusieurs études

ont démontré cela, notamment 1’étude de
Woodhams et al qui a montré une
stabilit¢ du plasma citraté jusqu’a trois
mois a -24 °C, alors que Nakanishi et al
ont mis en évidence que la congélation du
plasma a une température comprise entre
-15 et -25°C n’est pas adaptée a la
stabilité des activités des FV et FVIII
[6,7].

La tempeérature et la durée de
conservation apparaissent ainsi comme
des facteurs déterminants & maitriser pour
garantir la précision des résultats. C’est
pourquoi il a été suggéré que chaque
laboratoire établisse ses propres durées de
conservation acceptables [8].

Dans cette étude, nous visons a évaluer la
stabilit¢ de I’activité des parametres
d’hémostase : Taux de Prothrombine
(TP), Temps de Céphaline Kaolin (TCK),
Fibrinogéne, Facteurs de la coagulation
de la voie exogene (FII, FV, FVII, FX) et
I’antigéne du Facteur de Von Willebrand
(FVW : Ag) dans le plasma de patients
stockes a différentes durées et
températures de congélation et ainsi
établir les conditions optimales de
conservation au congélateur adaptées a
notre laboratoire.

1. Matériels et Méthodes

Il s’agit d’une étude prospective a visée
analytique évolutive, qui a été menée au
niveau du laboratoire d’hémobiologie du
Centre  Hospitalo-Universitaire  Nedir
Mohamed de Tizi-Ouzou, sur une période
de 7 mois allant de décembre 2024 a juin
2025.

I. Population de I’étude

Nous avons inclus dans notre étude tous
les patients adressés au laboratoire



au cours de la période d’étude pour un
dosage des facteurs de la voie exogene de la
coagulation, qu’ils soient hospitalisés,
externes ou recrutés dans le cadre d’une
enquéte familiale, de tout &ge et tout sexes
confondus.
e Critéres d’exclusion :
v' Patient difficile a prélever
v" Non-conformité de 1’échantillon
sanguin ratio 9 1 non
respecté, sang coagulé,
hémolysé, lipémique.
v" Quantité de plasma insuffisante
pour couvrir toute la durée de
I’étude.
v' Les patients déja inclus dans
I’étude (dosage de controle).

I1. Déroulement de I’étude

1. Phase pré-analytique

1.1. Recueil des échantillons

Chaque patient a subi un interrogatoire
approfondi au cours duquel une fiche de
renseignement individuelle a été remplie
(Annexe  n°l). Les renseignements
recueillis sont :

- Les renseignements personnels a
savoir I’age et le sexe ;

- Les antécédents hémorragiques
personnels et familiaux, le type et la
fréquence des hémorragies, ainsi
que les antécédents transfusionnels ;

- Notion de prise médicamenteuse.

Les prélevements sanguins ont été effectués
par une équipe paramédicale tout en
respectant les bonnes pratiques de
prélevement en hémostase suivantes [2, 5,
9,10,4]:

- Patient mis au repos, a jeun de
matieres grasses.

- Garrot peu serré (<1 min), ponction
veineuse franche sans triturer la
veine.

- Prélévement a l’aide d’une
épicranienne de taille entre 19-25G.

- Sang recueilli sur tube contenant du
citrate tri sodique 0.109 M (3.2%).

- Respect du rapport 1 volume
d’anticoagulant pour 9 volumes de sang
total.

Pour chaque patient 2 tubes citratés ont
été préleveés.

1.2. Traitement et conservation des

échantillons

Afin  de préserver lintégrité  des

échantillons, les tubes ont été

délicatement mélangés par retournements
lents apres le prélevement, afin d'éviter
toute activation plaquettaire prématurée.

Une  premiére centrifugation a

40000trs/min ~ (2500G)  pendant 10

minutes a été effectuée sur les deux tubes

[11], le plasma pauvre en plaquette issu

du premier tube a été directement analysé

le JO, celui du second tube destiné a la
congélation a été transféré dans un tube

Sec puis soumis a une seconde

centrifugation identique afin d’éliminer

les plaquettes résiduelles.

Le PPP du second tube ainsi obtenu a été

réparti dans 4 aliquotes remplies jusqu’a

0.5ml :

v Deux aliquotes ont été conservées a
-25°C pour une analyse a J15 et a
J30.

v Deux aliquotes ont été conservées a
-80°C pour une analyse a J30 et a
J60.

Les aliquotes ont été congelés dans un

délai ne dépassant pas 30 min apres

centrifugation.

Les prélevements aliquotés ont été

décongelés au bain marie a 37°C pendant

10 minutes puis homogénéisés avant

analyse [11].
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Figure 01 : schéma récapitulatif des conditions de
conservation des aliquotes

2. Phase analytique
Les parameétres d’hémostase évalués dans

cette étude comprenaient : le Temps de
Prothrombine (TP), le Temps de Céphaline
Kaolin (TCK), le taux de Fibrinogéne,
I’activité des Facteurs de la coagulation de
la voie exogéne (FII, FV, FVII, FX) et
I’antigéne du Facteur de Von Willebrand
(FVW : AgQ). Les mesures ont eté faites au
moyen de ’automate STAGO Compact
Max 2 (DIAGNOSTICA STAGO) avec les
réactifs de la marque STAGO (Tableau I -
Annexe n°2).

La stabilité des réactifs a été respectée
selon les instructions du fabricant.

Une premiere mesure a été réalisée a JO
dans les 2 heures qui suivent le
prélevement, afin de déterminer la valeur
de référence (Baseline). Pour les aliquotes
conservées a -25°C des mesures ont été
effectuées a J15 et a J30, tandis que celles
stockées a -80°C ont été analysées a J30 et
a J60.

Pour chaque nouveau lot de réactifs utilisé
une calibration a été réalisé avec le reéactif
STA®-Unicalibrator.  Avant  chaque
analyse 2 niveaux de controles (contrdle
normal et contrdle pathologique) ont été
utilisés.

3. Analyse Statistique
Les données ont été collectées et analysées a
I’aide du logiciel SPSS (version 29.0, IBM

Corp., Armonk, NY) et les
représentations  graphiques ont été
générées avec Excel 2016.

3.1. Statistiques descriptives

Les variables quantitatives incluant les
paramétres de 1’hémostase, ont été
exprimées sous forme de moyennes +
écart-type (ET), et les variables
qualitatives ont été exprimées en
pourcentages.

3.2. Analyse statistique des effets du
temps et de la température de
congélation

Afin d’évaluer I’effet simultané du temps
et de la température de congélation sur la
stabilit¢ des parametres de 1’hémostase,
nous avons procédé a I’aide du modele
linéaire mixte a une comparaison pour
chaque température (-25°C et -80°C), des
valeurs mesurées a J15, J30 et J60 a celle
mesurée a JO (Baseline).

Ce modele avec des effets fixes pour le
temps et la température car ces deux
parameétres ont été considérés comme des
facteurs controlés et identiques pour
chaque patient, et des effets aleatoires
pour les patients en raison de leur
réaction différente aux conditions de
I’étude, permet d’analyser 1’évolution
quantitative de chaque paramétre en
tenant compte de la structure répétées des
mesures et de la variabilité intra- et inter-
individuelle.

3.3. Pourcentage de variation moyen

La stabilité de I’activité des paramétres
mesurés a été évaluée par le biais du
pourcentage de variation moyen qui
représente la moyenne des pourcentages
de variation individuels, les variations en
pourcentage par rapport a la valeur de
base (JO) de chaque patient ont éte



calculées avec la formule suivante :

' Résultat & J; — Résultat a Ji
% de variation = A 2 htellachu );-1100

Résultat a J

Une variation de plus ou moins 10%
(x10%) par rapport aux valeurs de départ
a été considérée comme un changement
cliniquement significatif [12].

3.4. Intervalle de tolérance intra-
individuelle a JO

Pour chaque échantillon de plasma, un
intervalle de tolérance a JO a été calculé a
partir d’un CV (coefficient de variation)
= 10%, etant donné que pour les différents
facteurs de la coagulation le coefficient de
variation acceptable est inférieur a 10%
(CV <10%) [13], notre choix du seuil de
10% couvre le haut de la fourchette
« acceptable » et nous procure une marge
de sécurité en incluant la variabilité
analytique tolérable et une petite part de la
variabilité biologique intra-individuelle.
Les formules de calcul étaient les
suivantes :

CV x Valeur a J;

Ecart — type 10

Intervalle de tolérance = Valeur & J0+ Ecart — type

Ces intervalles ont servi de référence
personnalisée pour identifier 1’instabilité
des mesures ultérieures (J15, J30, J60) sous
les différentes températures de congélation
(-25°C et -80°C), en comparant ces mesures
avec les valeurs incluses dans I’intervalle de
tolérance calculé a JO, et ainsi catégoriser
les patients en trois groupes : patients ayant
présenté une Stabilité, patients ayant
présenté une Augmentation et patients
ayant présenté une Diminution des taux des
parametres mesures.

3.5. Tests d’association entre évolution
de la stabilité et statut initial a JO
L’exploration  de  I’association  entre

I’évolution de la stabilité des parameétres

d’hémostase (Stable ou Modifié) et
leur statut initial a JO (Normal ou
Pathologique) sous les différentes
conditions de conservation de notre
étude, a été réalisé par le biais du test
exact de Fisher et du test du Chi?, selon
la taille de I’effectif.

L’utilisation du test exact de Fisher est
justifiée lorsque la taille de I’effectif est
< 5 patients, tandis que le test du Chi? est
applicable pour un effectif > 5 patients.

En cas d’un résultat statistiquement
significatif, I’odds ratio (OR) et son
intervalle de confiance a 95% ont été
calculé dans le but d’identifier quelle
valeur initiale a JO (Normale ou
Pathologique) est associée a un risque
plus ¢élevé d’instabilit¢ du parametre
aprés conservation aux dites conditions.
La formule de calcul suivante a été
utilisée :

a x d

OR bxe
OR >1 : la valeur initiale Normale a JO
est plus associée a ’instabilité
OR <1 : lavaleur initiale Pathologique a
JO est plus associée a I’instabilité
OR =1 : pas d’association entre le statut
initial et I’instabilité

Pour tous les tests statistiques appliqués
dans cette étude, une p-value < 0.05 a été
considéré  comme une  différence
statistiguement significative.

Critéres de jugement

Le Tableau Il fournit un apercu des
valeurs de référence admises pour les
parametres d’hémostase mesurés.



Tableau Il : valeurs de référence des parameétres mesurés [14-21]

Paramétres TP TCK Fibrinogene FII FV FX FVII FVW : Ag
-Normal si rapport
patient/témoin est
inférieur a 1,2
Valeurs de -Allongé si le
référence 70-100% rapport 1.5-3.5¢/I 70-120% 55-170% 50-160%

patient/témoin est
égal ou supérieur a

I11. Résultats

1- Description de la population

Notre étude a inclus 31 patients, d’age et
de sexe différents.

1.1. Selon le sexe

Les femmes représentent plus de la
moitié de la population avec une
proportion de 58.06%, contre 41.93%
pour les hommes (sex-ratio H/F =
0.72). (Figure 02)

1.2. Selon I’age

La moyenne d’age était de 35.7+ 22.8
ans avec un age minimal de 1 an et un
age maximal de 86 ans (Figure 02)

La population dominante est relativement
jeune (<50 ans) avec un taux de
77,38%. (Tableau I11)

Tableau 111 : Nombre de patients selon la
tranche d’age

Tranchesd’age  Nombre de patients (%)

[1-10 ans] 5 (16.2%)
[11-20 ans] 4 (12.9%)
[21-30 ans] 5 (16.2%)
[31-40 ans] 5 (16.2%)
[41-50 ans] 5 (16.2%)
[51-60 ans] 2 (6.45 %)
[61-70 ans] 3(9.67 %]
[71-86 ans] 2 (6.45 %)

Répartition de la population d'étude selon
l'ige et le sexe

12.90%

9,67

"o 455 54= -43%\ 5,458
b
I . BEFF 1 22% 3,22%

[T anans] (1120 [130 (3140 (#1850 [S160 (G170 (7186
ans| ang] ans) anz] ans] ans) ans]

Nombre de pnlie:r.a {%‘_.

Tramches dige (années)
W Hommes B Femmes

Figure 02 Diagramme en barre groupé
représentant la répartition de la population
d’étude selon I'dge et le sexe

1.3. Selon le service
L’enquéte familiale est la source majoritaire

avec 16 patients soit 51.61% des demandes
de bilans, suivi par :

Les externes = 10 patients (32.25%)
Meédecine Interne = 2 patients (6.45%)
Réanimation Médicale = 1 patient (3.22%)
Pédiatrie = 1 patient (3.22%)

Hépato-Gastro-Entérologie = 1 patient
(3.22%).
Répartition de la population selon le servive
préscripteur

Pédiatrie
3,22%

Réanimation
Medicale
3,22%

Medecine Interne
6,45%

enquéte familiale

Externas 51,63%

32,26%

Figure 03 : Diagramme circulaire représentant la
répartition de la population selon le service
prescripteur



1.4. Selon la symptomatologie

Les patients asymptomatiques
représentent le groupe le plus important de
la population avec 83.3%.

Répartition de la population selon la
symptomatologie

26 patients
183,87%)
» Présance de symptomes Absenoe de sympeames

Figure 04 : Diagramme circulaire
représentant la répartition de la population
d’étude selon la symptomatologie

1.5. Selon les résultats du bilan
d’hémostase

Le tableau IV reprend de maniére concise
les résultats des bilans d’hémostases a JO.

Tableau 1V : résultats des bilans d’hémostase a JO

Parmi les 31 patients de 1’étude, 20
patients sont déficitaires en facteurs de la
coagulation de la voie exogene, 12
d’entre eux ont un déficit en un seul
facteur (FVII= 8 patients, Fll= 2 patients,
FV= 2 patients), les 8 autres ont un
déficit en plusieurs facteurs (FII+FX = 1
patient, FV+FVII= 1 patient, FV+FX = 1
patient, FII+FV+FVII= 2 patients,
FII+FV+FX= 1 patient,
FII+FV+FVII+FX= 2 patients).

2- statistiques descriptives

Le tableau V montre la moyenne *
I’écart-type de chaque paramétre a JO
puis aux temps de conservation
subséquents (J15, J30, J60) et selon la
température de congélation (-25°C et
-80°C).

Parameétres Nombre de patients selon le Valeurs Moyenne +
taux Ecart- type
Bas Normal Elevé Max Min
TP (%) 15 16 00 100 10 66,87 + 22,57
(48.38%) (51.61%)
TCK (secondes) 00 26 5 42,2 26 31.56 + 3.66
(83.87%) (16.12%)
Fibrinogene (g/l) 1 22 8 447 0.8 2,99+081
(3.22%) (70.96%) (25.80%)
Facteur 11 (%) 8 23 00 129 31 83,9 + 25,27
(25.80%) (74.1%)
Facteur V (%) 9 21 1 153 22 91,64 29,44
(29%0) (67.74%) (3.22%)
Facteur V11 (%) 13 18 00 127 1 62,10 + 30,19
(41.93%) (58.06%6)
Facteur X (%0) 5 26 00 118 20 85,51 + 22,65
(16.12%) (83.87%)
Facteur VW : Ag (%) 00 15 16 643 63 215,06 £149.53

(48.38%)

(51.61%)




Tableau V : Valeurs moyennes des paramétres mesurés selon le temps de conservation et de la
température de congélation

Parameétres Baseline (J0O) Température J15 ]30 J60
TP 66.87% 22.57 -25°C 67.74+22.86 68.71+23.41 -
-80°C - 70.22+23.66 68.931+23.28
TCK 31.56+ 3.66 -25°C 31.71+3.62 33.45+£3.82 -
-80°C - 32.54+4.08 33.17+3.8
TCKp/TCKt 1.05+0.135 -25°C 1.08+0.15 1.12+0.147 -
-80°C - 1.09+0.145 1.11+0.147
Fibrinogéne 2,99+ 0.81 -25°C 2.79+0.86 2.74+0.80 -
-80°C - 2.70+0.81 2.63+0.67
Fll 83.90+ 25.27 -25°C 82.29+25.58 81.41+25.26 -
-80°C - 81.80+25.41 78.71+24.87
FV 91.64+ 29.44 -25°C 76.38+29.32 75.71+29.78 -
-80°C - 73.22+29.45 74.031+29.83
FVIl 62.10%+30.19 -25°C 62.19+31.92 61+31.83 -
-80°C - 60.77%+30.40 59.67+31.37
FX 85.51+ 22.65 -25°C 79.77+25.26 76.90+25.98 -
-80°C - 77.06%£25.29 77.03£24.70
FVW : Ag 215.06* 149.53 -25°C 193.35+141.15 192.13+142.54 -
-80°C - 196.38+146.32 187.81+139.82

3-Analyse statistique et clinique de I’effet
du temps et de la température de
congélation

Le tableau ci-dessous montre la p-value et

celles observées aux autres points de

le pourcentage de variation moyen obtenus mesures (J15/-25°C), (J30/-25°C),
pour chaque paramétre étudié, en (J30/ -80°C), (J60/ -80°C).

comparant les valeurs

mesurées a JO avec

Tableau V1 : Valeurs du p-value des paramétres mesurés avec le pourcentage de variation moyen par rapport a la
valeur de référence (J0) selon le temps de conservation et la température de congélation

Température Durée de TP TCK TCKp/  Fibrinogéne Fll FV FVil FX FVW:Ag
I'essai TCKt
(jours)
-25°C Ovs 15 0.508 1.000 0.06 0.07 1.000 <0.001* 1.000 0.128 0.011*
P-value (1.30) (0.47)  (2.86) (-6.53)  (-1.92) (-16.7)® (0.14) (-6.7) (-10.09)"
(% de Ovs 30 0.006° <0.001* <0.001* 0.011° 0.533 <0.001° 1000 0.006" 0.0072
variation) (2.75) (597)  (6.66) (-8.3) (-2.96) (-17.4)® (-1.8) (-10.08)° (-10.6)"°
-80°C Ovs30 <0.001° 0.005° 0.007° 0.003* 0.818 <0.001° 1.000 0.007° 0.043*
P-value (5) (3.10)  (3.80) (-9.41) (-25)  (-20)® (-2.14) (-9.9) (-8.7)
(% de Ovs60 0.002* <0.001° <0.001% <0.001° 0.008* <0.001* 1.000 0.007* <0.001°
variation) (3) (5) (6.38) (-11.8)*  (-6.59) (-19.2)® (-3.9) (-9.92) (-12.7)®

2 p-value < 0.05: Différence statistiquement significative

b Pourcentage de variation moyen par rapport 3 J0 >+ 10%



> A-25°C:

—J15: le FV et FVW : Ag ont montré
une difference statistiquement
significative et ont également
présenté une différence cliniquement
significative avec des pourcentages
de variation dépassant de + 10% la
valeur de base (J0). Tandis que, pour
le TP, le TCK, le rapport
TCKp/TCKt, le Fibrinogene, le FII, le
FVII et le FX aucune différence
statistiquement et  cliniqguement
significative n’a été observée.

— J30 : une différence statistiquement
significative a été relevée pour tous
les parametres hormis le FIl et le
FVII qui n’ont présenté aucune
différence statistiquement
significative. Cependant, il n’y a que
le FV, le FX et le FVW : Ag pour
lesquels une différence cliniqguement
significative a été constatée car leurs
pourcentages de variation dépassent
de plus ou moins 10% la valeur de
référence a JO.

> A-80°C:

— J30 : Les parametres d’hémostase
TP, TCK, rapport TCKp/TCKt,
Fibrinogéne, FV, FX et FVW : Ag
ont  présenté  une  différence
statistiquement  significative, a
contrario du FII et du FVII qui n’en
ont présenté aucune. Une différence
cliniquement significative a été notée
uniguement pour le FV (-20%).

— J60 : Tous les parametres
d’hémostase mesurés ont montré une
différence statistiquement
significative a 1’exception du FVIL
Des différences cliniquement
significatives ont été détectées pour le

Fibrinogéne (-11.8%), le FV (-19.2%) et
le FVW : Ag (-12.7%).

Les pourcentages de variation moyens des
parametres d’hémostase étudiés ont été
illustrés dans les figures ci-dessous :
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Figure 05 Graphique de tendance des
pourcentages de variation des parametres
mesurés au cours de la conservation a J15 et
J30 a une température de -25°C

La courbe correspondant au pourcentage
de variation du FV franchit nettement le
seuil inferieur de —10% a partir de J15,
tandis que celle du FVW:Ag et du FX
dépasse légérement cette méme borne a
J15 et J30 respectivement.
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Figure 06 Graphique de tendance des
pourcentages de variation des paramétres
mesurés au cours de la conservation a J30 et
J60 a une température de -80°C

Le pourcentage moyen de variation du
FV dépasse largement le seuil inférieur
de -10% a partir de 30 jours de
stockage a -80°C , le Fibrinogéne et
le FVW:Ag ont montré  des



pourcentages de variation moyens de
plus de -10% a J60.

» Comparaison des résultats obtenus
aux températures -25°C et -80°C a
J30

Le tableau VII présente les valeurs du

p-value de la comparaison des moyennes

des paramétres d’hémostase  étudiés
obtenues a -25°C a celles obtenues & -80°C
aprés 30 jours de stockage.

Des différences statistiquement
significatives ont été notées pour le TP,
TCK et le rapport TCKp/TCKt.

Tableau VII : valeurs du p-value des paramétres
mesurés apres conservation a -25°C et -80°C
pendant 30 jours

Paramétre P-value a J30
(-25°C vs -80°C)
TP 0.014*
TCK < 0.001*
TCKp/TCKt < 0.001*
Fibrinogene 0.058
FIl 0.747
Fv 0.089
FVII 0.844
FX 0.954
FVW : Ag 0.242

*p-value < 0.05 : différence statistiquement
significative

4- Intervalle de tolérance intra-
individuelle a JO

Cette approche, nous a permis de
déterminer le nombre de patient qui ont
présenté une stabilité, une augmentation et
une diminution des taux des parametres
d’hémostase mesurés aux points J15/-25°C,
J30/-25°C, J30/-80°C, J60/-80°C.
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Figure 07 : Diagramme en colonne du
nombre de patients ayant présenté une
Stabilité, Augmentation et Diminution des
taux des parameétres mesurés a J15
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Figure 08 : Diagramme en colonne du nombre
de patients ayant présenté une Stabiliteé,
Augmentation et Diminution des taux des
parametres mesurés a J30

Les valeurs du TP, du TCK et du rapport
TCKp/TCKt été restées stables chez la
quasi-totalit¢ de la population de 1’étude
durant toute la période (J15 et J30).

Pour le FV le nombre de patient ayant
présenté une diminution a augmenté de
fagon continue de J15 & J30.

Alors que pour le FX, le nombre de
patients présentant des taux stables est
rest¢ comparable, tout comme la
proportion de ceux ayant manifesté une
diminution de leurs valeurs.



Une tendance a la baisse a été observée
pour le FII, le Fibrinogene, le FVII car
principalement stables a J15 avec un
nombre élevé de patients ayant présenté une
stabilité des taux de ces derniers, puis une
nette augmentation des diminutions a J30.

Le nombre de diminution pour le FVW:Ag
représente presque la moitié des patients, il
n’y a pas eu de différence notable entre J15
et J30.
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Figure 09: Diagramme en colonne du nombre de
patients ayant présenté une  Stabilité,
Augmentation, Diminution des taux des
paramétres mesurés a J30
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Figure 10 : Diagramme en colonne du nombre de
patients ayant  présenté une  Stabilité,
Augmentation, Diminution des taux des
parameétres mesurés a J60

La majorité de la population de I’étude ont
présentés des taux stables du TP, TCK et le
rapport TCKp/TCKt. Le changement le plus
marquant a été observe pour le Facteur V

(FV) : alors qu’environ un tiers des
patients ont présenté une stabilité des taux
du FV a J30, leur nombre diminue
nettement & J60 au profit d’une hausse
remarquable des cas de diminution.

Pour ce qui est du FIlI une augmentation
significative du nombre de diminution a
été remarquée dans le second graphe
(J60).

Pour le FVII une baisse légére du
nombre de patients ayant des taux
stables a été constatée tandis que la
proportion du nombre de diminution a
accru a Jeo0.

Le nombre de patients aux taux stables
et diminués du FX a J30 était égal a
celui de J60.

Un nombre comparable de patients
présentant un taux stable du FVW : Ag
entre J30 et J60 a été observe.

5- Tests d’association entre
I’évolution de la stabilité et le statut
initial a2 JO

Nous avons cherché a identifier
I’existence ou non d’un lien entre
I’évolution de la stabilité des parametres
mesurés (Stable ou Modifié) et le statut
initial a JO (Normal ou Pathologique),
lorsque les échantillons ont été soumis
aux différentes conditions de
conservation utilisées dans notre étude.

Les résultats des deux tests statistiques
effectués ont été non statistiquement
significatifs (p-value > 0.05) pour tous
les parametres d’hémostase mesurés a
tous les points de temps (J15, J30, J60)



et aux deux températures (-25°C et-80°C)
excepté pour le FIl a J30 pour la
température -25°C (p-value = 0.027).

L’0Odds Ratio (RO) a ensuite été calculé afin
de déterminer quelle valeur initiale a JO
(Normale ou Pathologique) était associé a
un risque plus élevé d’instabilité du FII
aprés conservation a -25°C pendant 30
jours, la valeur obtenue était de 11,5 avec un
intervalle de confiance a 95% de (1,22-
109,19) indiquant une forte association entre
le statut initial normal a JO et I’instabilité du
FIl & J30 (-25°C).

1. Discussion

Notre étude de nature monocentrique, a
bénéfici¢ d’un protocole unifi¢, I’ensemble
des prélévements sanguins a été réalisé par
un seul infirmier, garantissant une technique
uniforme de ponction veineuse et de
manipulation des échantillons. L’utilisation
d’un seul type de récipient de collecte (tubes
et aliquotes), d’une seule centrifugeuse, et
d’un unique automate avec une seule source
de réactifs a permis d’¢liminer toute autre
variabilite (pre-analytique et analytique).
Seule la durée de conservation et la
température ont constitués les variables
étudiees dans ce travail.

Dans le Tableau VI, qui expose les valeurs
du p-value et les pourcentages de variation
moyens obtenus pour chaque parametre
étudié, le TP, le TCK et le rapport
TCKp/TCKt ont montrés une différence
statistiquement  significative pour la
température -25°C a partir du J30 et pour
une température de -80°C aux deux points
de temps J30 et J60.
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Cependant, cela n’a été accompagné
d’aucune  différence  cliniquement
significative (pourcentage de variation
moyen < 10%), traduisant une stabilité a
-25°C jusqu’a 30 jours et s’étendant
jusqu’a 2 mois a -80°C appuyé par la
constatation que chez pratiquement
toute la population de 1’étude I’évolution
du TP et du TCK était stable quel que
soit la condition de conservation
(Figures 7, 8,9, 10).

En complément, une comparaison des
mesures de ces parameétres du bilan de
routine a -25°C et -80°C apres 30 jours
de stockage a révélé une différence
statistiquement significative (Tableau
VII) faisant allusion a la sensibilité du
TP et du TCK a la température de
congélation. Une température de -80°C
semble contribuer a une meilleure

stabilitt de ces deux parametres
d’hémostase  comparé a -25°C,
puisqu’on remarque que la valeur

moyenne du TP était basse a -25°C
(68.71%) par rapport a celle a -80°C
(70.22%) et que la valeur moyenne du
TCK était allongée en comparaison a
celle a -80°C (Tableau V).

L’ensemble de ces résultats concordent
avec ceux de Alesci et al (Allemagne,
2009) qui en raison de [I’influence
de la température de congélation sur la
stabilité du TP et TCK ont recommandé
que ces derniers se fassent sur plasma
frais non congelé [22].



Toutefois, cette recommandation était basée
uniquement sur les valeurs du p-value sans
prise en compte de la signification clinique
des variations observées. La SFTH (France,
2024) dans ses recommandations émises en
2024 les a rejoints sur ce point, mais a
accepté une congélation a une température
inférieure a -20°C pour un maximum de 4
semaines pour le TP et 12 mois pour le
TCK, et une congélation a une température
inférieure a -70°C pendant 3 ans pour le TP
et 2 ans pour le TCK [3]. La CLSI quant a
elle dans sa directive H21-A5 (Etats-Unis,
2008) a recommandé un délai plus court
lors de la congélation des échantillons de
plasma destinés a I’analyse du TP et du
TCK qui est de 2 semaines a une
température < -20°C et de 12 mois a une
température < -70°C [2].

De maniére similaire, le Fibrinogene a
-25°C a également démontré une différence
statistiquement significative a J30 par
rapport a JO (p-value=0.011), ces taux sont
en conformité avec celles de Ndoumba et al
(Cameroun, 2022) [23]. A -80°C une
différence statistiqguement significative a été
observée apres 30 jours et 60 jours de
congélation (Tableau VI).

Contrairement a ce que Woodhams et al
(Royaume-Uni, 2001) ainsi que Zhao et al
(Chine, 2017) ont trouvés concernant le
délai de stabilitt du Fibrinogéne, qui
pouvait s’étendre jusqu’a 24 mois aux
températures < -20°C et < -70°C [6,24],
nos résultats démontrent une stabilité
jusqu’a 1 mois a -25°C et une instabilité au
bout de 60 jours a -80°C.

Les analyses n’ont révélé aucune
différence statistiguement significative a
-25°C (J15 et J30) pour les Fll et le FVII.
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Les mesures & -80°C n’ont également
montré aucune significativité statistique a
J30 pour ces deux facteurs de Ila
coagulation, tandis qu’a J60 seul le FII a
présenté une différence statistiquement
significative (Tableau VI) argumenté par
le nombre augmenté de patients ayant
présenté une diminution du FIl a J60 par
rapport a J30 (Figures 9 et 10). Aucune
significativité clinique n’a cependant été
enregistrée a -25°C et -80°C quel que soit
le point de mesure.

On en déduit donc que le Fll et le FVII
sont stables jusqu’a 30 jours a -25°C et
pendant 2 mois a -80°C. C’est en parfait
accord avec les résultats de Woodhams et
al (Royaume-Uni, 2001) et de la SFTH
(France, 2024) qui ont décrit un long
délai de stabilit¢ de ces deux facteurs,
atteignant 24 mois aux températures
< -70°C, et un délai de 12 mois pour le
FIl et 6 mois pour le FVII aux
températures < -20°C [6,3].

Le FV a montré une significativite
statistigue a J15 (-25°C) ce qui
correspond a ce qu’a trouvé Louati et al
(Tunisie, 2016) [25], cette significativité
a persistt méme a J30 (-25°C) et aux
deux points de mesure J30 et J60
(-80°C).

Le pourcentage de variation moyen a été
au-dessus du seuil de = 10% pour toutes
les conditions de conservation indiquant
une différence cliniquement significative
(Tableau VI), se traduisant par une
instabilité du FV a toutes nos conditions
de stockage. Cela a été appuyé par le
nombre croissant des patients présentant
un taux diminué du FV au cours de
I’étude (Figures 7, 8, 9, 10).



Nos résultats s’alignent avec ceux de
Nakanishi et al (Japon, 2024) qui ont conclu
que le stockage du FV a des températures
inferieurs a -20°C était non acceptable [7].

A D’opposé, Woodhams et al (Royaume-
Uni, 2001) tout comme la SFTH (France,
2024) ont observé que le délai de stabilité
du FV sg’¢tendait jusqu’a 24 mois aux
températures < -20°C et <-70°C, mais la
SFTH a tout de méme souligné qu’a une
température < -20°C le délai de stabilité du
FV pouvait varier selon le type de tube
utilisé lors de la congélation (Tube
propyléne : 24 mois, Tube polystyrene :
6mois) [3], a noter que des tubes en
propyléne ont été utilisés dans notre étude.

Cette contradiction des délais de stabilité du
FV rapportée par Woodhams et al
(Royaume-Uni, 2001) et la SFTH (France,
2024) [6,3] avec ceux observés dans notre
¢tude n’est pas ¢étonnante, cela peut
s’expliquer par les  caractéristiques
intrinséques propres au facteur V, connu
pour sa labilité et sa grande sensibilité au
froid, et par une différence dans les
modalités de congélation (équipements et
rapidité de congélation) utilisées dans les
études compareées.

Les résultats du FX a -25°C par rapport a JO
ont montré une différence statistiquement
significative a J30, accompagné d’un
pourcentage de variation moyen légérement
au-dessus du seuil de = 10% (-10.08%),
marquant une différence cliniquement
significative ~a cette condition de
conservation.
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Tandis qu’a -80°C une différence
statistiguement significative a été noté a
J30 et J60 mais n’a entrainé aucune
significativité clinique laissant entendre
que le FX était stable a -25°C pendant 15
jours et a -80°C jusqu’a 2 mois
(Tableau VI). Woodhams et al (Royaume-
Uni, 2001) et la SFTH (France, 2024) ont
conclu que le FX était stable pour un délai
de 4 mois aux températures < -20°C [6,3],
ceci diverge largement de nos résultats a
-25°C.

Le FVW : Ag a présenté des résultats
statistiquement significatifs par rapport a
JO a toutes les durées et températures de
congélation choisie dans notre étude. Une
différence cliniqguement significative était
apparue a J15 et J30 (-25°C) et a J60
(-80°C) suggérant une instabilité de ce
parameétre a une température de -25°C des
2 semaines de conservation et au bout de
2 mois a -80°C (Tableau VI).

Nos résultats sont en discordance avec ce
que Woodhams et al (Royaume-Uni,
2001) et la SFTH (France, 2024) ont
observés concernant les délais de stabilité
de ce facteur. Selon Woodhams et al
(Royaume-Uni, 2001) la stabilité du FVW
: Ag etait conservée jusqu’a 24 mois a
-24°C et -74°C [6], et jusqu’a 12 mois et
24 mois respectivement aux températures
<-20°C et <-70°C selon la SFTH (France,
2024) [3].

Dans le Tableau VII une comparaison
entre les moyennes obtenues des différents
parameétres d’hémostase mesurés lors de
notre étude a J30 aprés congélation a



-25°C et -80°C a eté réalisée .Aucune
différence statistiquement significative n’a
été détectée pour le Fibrinogene, le FlIl, le
FV, le FVII, le FX et le FVW : Ag, ce qui a
laissé penser que la température de
congélation n’exercgait aucun effet sur la
stabilité des taux de ces parametres, on
émet dans ce cas I’hypothése que
I’instabilit¢ des parameétres mesurés serait
probablement due au temps. Ce résultat
pour le Fibrinogéne a été soutenu par la
constatation de Woodhams et al (Royaume-
Uni, 2001), de Zhao et al (Chine, 2017) et
de Alesci et al (Allemagne, 2009), que ce
paramétre de routine restait stable jusqu’au
méme point de mesure que ce soit a une
température inférieure ou égale a -20°C ou
inférieure ou égale a -70°C [6, 24, 22].

A propos de I’étude de 1’association entre
I’évolution de la stabilité des paramétres
mesurés (Stable ou Modifié¢) et le statut
initial @ JO (Normal ou Pathologique), les
deux tests statistiques appliqués n’avaient
montré aucune différence statistiquement
significative pour tous les parametres
d’hémostase étudiés a tous les moments de
mesure et aux deux températures utilisées
excepté pour le FII a J30 (-25°C). Ce qui
affirme qu’aucun lien entre 1’évolution de la
stabilité et le statut initial a JO n’a été établi
quel que soit la condition de conservation
dans cette étude, hormis pour le FIl apres
congélation a -25°C pendant 30 jours.

L’odds ratio de 11.5 (OR> 1) révele que le
statut initial normal a JO etait fortement
associé¢ a un risque plus élevé d’instabilité,
ce résultat est di au déséquilibre de la
répartition de la population d’étude entre
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le statut normal initial et le statut
pathologique initial a JO du FII, qui était
en faveur du statut normal initial a JO, ce
qui rend ce resultat non représentatif
d’une vraie association entre la valeur
normale initiale a JO et le risque élevé
d’instabilité.

« Limite de ’étude

limites

Notre étude a présenté les
suivantes :

Biais de temps : le temps dont on a
disposé était insuffisant pour aller au-dela
de 60 jours d’analyse et d’établir des
délais de conservation au long terme
propre a notre laboratoire.

Ce biais a également limité la taille de la
population d’étude qui était relativement
réduite. En plus, la proportion des profils
normaux et des profils pathologiques
n’était pas égale.

Ajouté a cela, le manque de réactif ne
nous a pas permis d’effectuer les analyses
aux mémes points de temps J15 et J60
pour les deux températures -25°C et
-80°C, et a empéché 1’étude de la stabilité
des autres facteurs du bilan spécialisé
(facteurs de la voie endogéne, Protéine C,
Protéine S....) pour les mémes conditions
de conservation de 1’étude.

e Suggestions et recommandations
Cette étude nous a conduit a
I’établissement  des recommandations
propres au laboratoire d’Hémobiologie
du CHU Nedir Mohamed de Tizi-Ouzou



concernant les délais de stabilité des
parameétres du bilan de routine (TP, TCK,
Fibrinogéene) et du bilan spécialisé
(Facteurs de la coagulation de la voie
exogene : FlI, FV, FVII, FX) et du FVW :

Ag aux conditions de conservation
possibles dans le laboratoire.
Le tableau VIII résume les délais de

conservation acceptables au niveau du
laboratoire d’Hémobiologie du CHU Nedir
Mohamed de Tizi-Ouzou aux températures
-25°C et -80°C.

La  réalisation
complémentaire s’avére nécessaire afin
d’établir des délais de stabilité au-dela de
60 jours pour les paramétres mesurés au
cours de cette étude, mais egalement pour
¢tudier I’effet combiné du temps et de la
température de congélation sur la stabilité
de Dactivité des autres facteurs de la
coagulation non étudiés dans ce travail.

d’une autre  étude

V. Conclusion

Le respect de la phase pré-analytique est
primordiale afin d’éviter toute erreur
d’interprétation clinique. Les
recommandations internationales ont pour

but d’offrir des directives générales
concernant les delais de stabilité des
paramétres d’hémostase lors de la

congélation mais chaque laboratoire est
tenu de définir ses propres durées de
conservation  selon les  moyens
disponibles.

Gréace a cette déemarche, nous sommes
parvenus a définir les délais de
conservation au  congelateur  des
échantillons de plasma, permettant de
garantir la stabilit¢ de D’activité des
facteurs de la coagulation de la voie
exogene et de I’antigéne du FVW, au
niveau du laboratoire d’Hémobiologie
du CHU Nedir Mohamed de Tizi-
Ouzou, et par conséquent, assurer la
fiabilité des résultats :

les échantillons de plasmas destinés aux
analyses du TP, du TCK, et des activités
du FIl et du FVII peuvent étre
conservés en toute sécurité pendant 30
jours a -25°C et pendant 2 mois a
-80°C, Il’activit¢ du FV doit étre
mesurée sur plasma frais non congele,
tandis que la stabilité de D’activité du
FX est maintenue jusqu’a 15 jours a
-25°C et 2 mois a -80°C. On optera pour
une congélation des échantillons de
plasma destinés a la mesure des taux du
FVW : Ag uniquement & -80°C et cela
pour une durée maximum d’un mois.

Tableau VIII : Délais de conservation recommandés au niveau du laboratoire d’Hémobiologie du CHU

Nedir Mohammed de Tizi-Ouzou

Délais de conservation recommandés

Parameétres Congélation a -25°C Congélation a -80°C
TP, TCK, FII, FVII 1 mois 2 mois
Fibrinogéne 1 mois 1 mois
FV Non acceptable (plasma frais) Non acceptable (plasma frais)
FX 15 jours 2 mois
FVW : Ag Non acceptable (plasma frais) 1 mois
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Annexe n°l :

CHU TIZI-OUZOU Le / /
HOPITAL NEDIR MOHAMED
SERVICE HEMOBIOLOGIE

INITE HEM SE

Fiche de renseignement pour dosage des facteurs de la

coagulation
NOM : PRENOM - AGE :
ADRESSE : N de téléphone :

Médecin prescripteur : Groupage sanguin :

| Antécédents personnels :

e Notion d'hémorragie : Oui E:] Non E
Si oui :

e Type d'hémo je :
- A Ak -
» Cu ucuse

Profonde

- Epistaxis E - Hématome [ |
- Ecchymoses :] - Hémarthrose
- Gingivorragic - H. cérébrale
- Otormragie - autres :
- Rectomagie
- Hé¢ ie
- Hématémeése
- H.génitale : méworragic [ | ménorragie[ | ménométrorragie [ |
- Purpura
- autres

e Fréquence d*hémorragics :

e Caractére d’hémorragic : spontané D provoqué :]

e Durée des saignements :

e Anémieassocié: oui [ non ==l

e antécédents transfusionnels: oui [__] non [_]
e Traitements :

I Antécédents familiaux :

e Notion de consanguinité : degré :
e Notion d’hémorragie :
e Type/localisation/caractére/fréquence :

........................................................................................................
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Annexe n°2 : principes et méthodes de dosage des parametres d’hémostase étudiés

Le Taux de Prothrombine (TP) est un test de coagulation dont le calcul est réalisé par
méthode chronométrique. 1l est calculé & partir de la mesure du temps de quick par
extrapolation d’une courbe de thivol. Le principe du temps de Quick consiste a comparer, en
présence de thromboplastine calcique, le temps de coagulation du plasma a étudier a celui
d’un témoin normal servant de référence.

Le Temps de Céphaline Kaolin (TCK) est un test de coagulation dont le calcul est réalisé
par méthode chronométrique. Il mesure le temps de recalcification plasmatique en présence de
céphaline (un substitut plaquettaire) et de kaolin (pour une activation standardisée du facteur
XI1). Ce test explore ainsi les facteurs de la voie intrinséque (Facteurs XII, X1, IX, VIII) et de
la voie commune (Facteurs X, V, Il et Fibrinogéne), a lI'exception des plaquettes.

Le dosage du Fibrinogéne (Fg) est réalisé par méthode chronométrique. Son principe repose
sur la mesure du temps de coagulation d'un plasma dilué dans des proportions adéquates, en
présence d'un exces de thrombine. Ce temps de coagulation est directement lié a la quantité de
fibrinogene présente, ce qui permet de la quantifier

Le dosage des facteurs I, V, VII et X est réalisé par méthode chronométrique. Son principe
consiste a mesurer le temps de coagulation d'un systeme dans lequel est introduit un reactif
specifique : ce réactif est un plasma déficient du facteur a doser, mais contenant tous les
autres facteurs nécessaires a la coagulation en exces. Le facteur manquant dans ce systeme est
alors apporté par I'échantillon de plasma du patient.

Le dosage du Facteur von Willebrand Antigéne (FVW:Ag) est réaliseé par immuno-
turbidimétrie. Cette méthode est basée sur I'augmentation de la turbidité d'une suspension
de microparticules de latex, mesurée par photométrie. La technique implique des
microspheres de latex, sur lesquelles sont fixés par covalence des anticorps spécifiques du
VWEF, elles sont mises en présence du VWF du plasma a tester. La réaction antigéne-anticorps
qui en résulte entraine une agglutination de ces microsphéres, induisant une augmentation de
la turbidité du mélange réactionnel et donc une élévation de I'absorbance du milieu.
L'amplitude de cette augmentation est directement proportionnelle a la quantité de VWF
contenu dans le plasma testé.

Tableau | : Instruments, réactifs et méthodes analytiques utilisés pour le dosage des paramétres
d’hémostase.

Instruments Tests Réactifs Méthodes Analytiques
TP STA®-NeoPTimal Chronométrique
TCK STA®-C.K. Prest Chronométrique
Cacl2
Fibrinogéne STA®-Liquid Fib Clauss
Fll STA®-Deficient Il Chronométrique
STAGO COMPACT MAX 2 STA®-NeoPTimal
FV STA®-Deficient V Chronométrique
STA®-NeoPTimal
FVII STA®-Deficient VII Chronométrique
STA®-NeoPTimal
FX STA®-Deficient X Chronométrique
STA®-NeoPTimal
FVW : Ag STA®-Liatest® FVW : Ag Immuno-turbidimétrique
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