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Stabilité des paramétres d’hémostase

Pre-analytical management of samples in hemostasis is essential for the correct assessment of
parameters. Although there is extensive literature on this subject, the Working Group of the French
Society of Thrombosis and Hemostasis deemed it necessary to conduct a review of the literature

and propose recommendations for the stability of samples before hemostasis assays. These recom-
mendations are based on a literature review of publications from 1997 to 2024, initially analyzed by
a working group of 6 experts and then reviewed by 13 other biologists. The various conditions are
summarized in tables that will assist hemostasis laboratories in managing samples and transporting
specimens. Furthermore, since some conditions clearly have not been the subject of evaluation, this
review opens new fields of investigation.

Introduction

La stabilité des paramétres de I'hémostase
est une question cruciale qui a donné lieu a
de nombreuses publications au fil du temps,
rapportant parfois des résultats hétérogenes,
en fonction de la méthodologie utilisée et des
critéres d'interprétation. Les recommandations
du CLSI produites par Adcock et al. en 2008
[1], bien que largement diffusées, reposent sur
un faible niveau de preuve. La sixieme édition
publiée en 2024 n'apporte pas beaucoup plus de
preuves scientifiques [85]. En effet, les conditions
critiques telles que le délai entre le prélévement et
le dosage, le transport, la température et la durée
de stockage varient en fonction du paramétre a
tester. Le groupe de travail sur le pré-analytique
de la SFTH (Société Francaise de Thrombose et
d'Hémostase, anciennement Groupe Francais
d’Etude sur 'Hémostase et la Thrombose [GFHT]
jusqu'en 2023) a effectué une revue de la littéra-
ture des publications parues entre 1997 et 2024.
L'objectif était de résumer les recommandations
et de fournir des propositions garantissant une
revue pour chaque parameétre et soulignant
les conditions inacceptables, sur la base de
références bibliographiques.

Le format a été choisi pour offrir un résumé facile-
ment consultable. Des tableaux ont ainsi été
générés, présentant les paramétres d’hémostase
étudiés, indiquant les modalités générales de
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conservation et la durée de stabilité, permettant
de réaliser les tests prescrits en premiére intention
ou d'en ajouter si nécessaire, pour les échantillons
déja conservés au laboratoire. Etant donné que
plusieurs paramétres d’hémostase peuvent étre
évalués sur le méme échantillon, les délais et la
température de transport doivent étre adaptés
au parameétre le moins stable. De méme, en cas
d'urgence, le délai de communication des résul-
tats doit respecter les procédures d'organisation
locale convenues entre les cliniciens et les biolo-
gistes du laboratoire.

Matériel et méthodes

Ce document est structuré sous forme de tableaux
résumant les informations publiées en ligne entre
2017 et 2024 sur le site de la SFTH'. Ces informa-
tions, disponibles en frangais sur le site ou publiées
en 2024 par le groupe de travail [84], couvrent
les paramétres de coagulation usuels, d savoir
le taux de prothrombine (TP) ou l'International
Normalised Ratio (INR), le temps de céphaline
avec activateur (TCA), le temps de thrombine (TT),
le fibrinogéne et les D-dimeres. La détection et
le suivi des anticoagulants sont également inclus
avec I'évaluation de l'activité anti-Xa en présence
d'héparine non fractionnée (HNF) ou d’héparine

Thttps://sfth.fr/
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de bas poids moléculaire (HBPM) et 'activité
anti-Xa ou anti-lla en cas, par exemple, de traite-
ment par anticoagulants oraux directs (AOD).

Enfin, des parametres spécialisés de I'hémostase
ont également été pris en compte : I'antithrombine
(AT), la protéine C (PC), la protéine S (PS), le test de
résistance d la protéine C activée (RPCA), le temps
de reptilase (TR), la recherche d'un anticoagulant
circulant de type lupique (ACCL) et les dosages
des facteurs (F) (FII, FV, FVII, FVIII, FIX, FX, FXI, FXII,
FXIIl et le facteur von Willebrand [VWF]). A noter
que le terme « ACCL » est utilisé ici pour définir la
présence d’ACCL dans le plasma, entrainant une
prolongation des temps de coagulation mesurés
par des tests de coagulation dépendants des
phospholipides (PL) tels que le TCA et/ou le test
de venin de vipére de Russell dilué (dRVVT). Les
dosages en phase solide pour la recherche des
anticorps anti-phospholipides (aPL) ne font pas
partie de cette revue.

Les modalités générales de centrifugation et de
stockage, déja publiées par ailleurs? [2, 3], ne
seront pas reprises ici.

Afin d'établir les tableaux de synthese des
recommandations, une recherche sur PubMed-
Medline a été effectuée. Pour chaque parametre,
la base de données Medline a été interrogée
avec les mots-clés suivants : pre-analytical,
storage, stability, temperature, frozen, freezing,
time AND hemostasis parameters (pré-ana-
lytique, stockage, stabilité, température, congelé,
congélation, temps ET le nom du parameétre d'hé-
mostase). Un total de 125 articles internationaux a
été analysés par un groupe de travail de six biol-
ogistes spécialisés en hémostase. Le manuscrit a
ensuite été révisé par 13 autres biologistes issus
de différentes structures privées ou publiques,
hospitaliéres universitaires ou non.

Les articles ont été analysés par le groupe de
travail selon les critéres suivants :

2https://sfth.fr/pre-analytique-en-hemostas/
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— Type d'échantillon : sang total, plasma frais,
plasma congelé.

— Type d'anticoagulant : citrate 3,2 % ou citrate
3,8 % ou citrate théophylline adénosine dipy-
ridamole (CTAD).

— Nombre d'échantillons testés et populations
étudiées (donneurs sains ou patients, traite-
ments anticoagulants éventuels).

— Modalités d'acheminement des échantillons :
transport, température.

— Modalités de centrifugation.

— Conditionnement pour la conservation : tube
primaire ou plasma décanté, tube bouché ou
non.

— Température (T°) de conservation.

— Méthodes d'analyses retenues par les auteurs :
tests statistiques ou impact clinique.

Le groupe de travail a choisi, comme mentionné
précédemment, de présenter une revue compléte
des informations de la littérature sous forme
d'une justification argumentée des recommanda-
tions ou propositions, disponible en frangais sur
le site web de la SFTH3. En revanche, le présent
document est un rapport plus synthétique, axé
sur des tableaux facilement consultables et des
références pertinentes.

La synthése de ce document et les recomman-
dations/propositions sont hiérarchisées en 4
niveaux :

— Recommandé : données faisant I'objet d'un
consensus apres la lecture des différents
articles ou, a défaut, reposant sur au moins
un article pour lequel la méthodologie et les
criteres d'interprétation sont solides et robustes
et incluant des sujets ayant des taux anormaux
pour le paramétre analysé (avis d'experts).
Représentent les « régles de l'art ».

— Acceptable : données reposant sur une majo-
rité d'articles ayant fait I'objet d'interprétations
variables selon les publications ou, & défaut, un
article pour lequel les criteres d'interprétation

3https://sfth.fr/
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ne sont pas aussi solides que dans la catégorie
recommandée (exemple : effectif plus faible,
méthodologie statistique utilisée, etc.) ou
données ne reposant que sur une seule étude
solide, n'incluant pas de valeurs anormales
(avis d'experts).

— Non conforme : données non recommandées
faisant I'objet d'un consensus aprés la lecture
des différents articles ou, a défaut, reposant sur
au moins un article pour lequel la méthodologie
et les critéres d'interprétation sont solides et
robustes (avis d'experts).

— Absence de données : données insuffisantes
pour proposer une recommandation/proposi-
tion.

Les recommandations/propositions incluent
une indication temporelle lorsque 'analyse de
la littérature a identifié des données indiquant
une certaine dégradation ou surestimation aprés
un certain laps de temps. Lorsqu’aucune durée
spécifique avant la dégradation du parametre
n'est disponible, le délai de stabilité est indiqué
comme « au moins », suggérant qu'il pourrait étre
plus long mais que cela n'a pas été testé.

Pour tous les parametres étudiés, sauf mention
contraire clairement spécifiée dans les tableaux
de synthése, les conditions générales de conser-
vation et de traitement des échantillons recom-
mandées s'appliquent et sont rappelées ici :

— Les délais de conservation (sang total, plasma,
plasma congelé) ne doivent pas étre cumulés.

— Une conservation da 37 °C est déconseillée.

— Un cycle unigque de congélation/décongélation
est recommandé.

— La décongélation des plasmas congelés se fait
au bain-marie.

— Le temps de décongélation dépend du volume
de l'aliquote (exemple 4 minutes pour 1 mL),
sans dépasser 10 minutes.

— Homogénéisation douce par 5 retournements
aprés décongélation (vortex non conseillée,
sauf mention contraire mentionnée pour
certains parametres).
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Résultats et discussion

Concernant la définition de la température, la
SFTH a choisi de se référer a la Pharmacopée
Européenne [4] et d I'Organisation Mondiale de
la Santé (OMS) [5], qui définissent toutes deux la
température ambiante (TA) comme étant comprise
entre 15 et 25 °C et la température réfrigérée
étant comprise entre 2 et 8 °C. La température
considérée comme TA est donc légérement
différente de celle proposée par l'International
Council for Standardization in Haematology
(ICSH) (entre 18 et 24 °C) [6]. D'une maniére
générale, entre 8 et 15 °C, la SFTH considére qu'il
n'y a pas suffisamment de données disponibles.
Si des publications pertinentes ont évalué des
températures spécifiques, ces derniéres sont
mentionnées dans les tableaux.

La revue de la littérature sur les tests de coagula-
tion de routine et spécialisés est présentée sous
la forme de deux tableaux distincts (tableaux 1
et 2) [7-74, 82-83].

Le tableau 1 considére la stabilité des parameétres
en sang total et en plasma frais centrifugé et
décanté dans les 2 heures suivant le prélevement.
Les durées de stabilité du sang total et du plasma
frais ne peuvent pas étre cumulées (par exemple,
4 heures de stabilité en plasma incluent le temps
avant la centrifugation). Il est important de noter
que les réactifs pour la mesure du TT ne sont
pas équivalents (source de thrombine, concen-
tration, influence de I'héparine, etc.). Ces vari-
ations de réactifs pourraient expliquer certains
résultats discordants et ne sont pas détaillées
dans le tableau 1. Toujours pour la mesure du
TT, les données des plasmas ne contenant pas
d'anticoagulant ou contenant de I'héparine sont
regroupées ensemble. Nos recommandations, en
particulier celles concernant la stabilité de I'HNF
dans le plasma, sont en accord avec la proposi-
tion 6.2 de I'lCSH [6]. En revanche, la mesure du TT
pour les plasmas avec dabigatran est inclus dans
le dosage du dabigatran.
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Le tableau 2 résume la stabilité a long terme des
échantillons de plasma congelé. Deux conditions
de température sont considérées, respectivement
au moins -20 °C et au moins -70 °C.

Une attention particuliere doit étre portée sur les
échantillons congelés conservés en carboglace. Le
tableau 3 synthétise les propositions émanant des
études décrites ci-apres. En effet, plusieurs études
ont montré que le transport en carboglace était
responsable d'une acidification du milieu et de la
variation de certains parameétres d'hémostase, en
particulier pour la protéine C et les recherches de
ACCL. En 2017, Trondsetds et al. [75] ont montré
sur 30 échantillons de plasma de volontaires sains
que le stockage prolongé en carboglace (= 16 h)
modifiait le pH et entrainait une diminution dras-
tique des taux de PC lorsqu'ils étaient évalués par
un test chromogénique, ainsi qu'un allongement
du temps de Quick et du TCA, et une diminution de
0,3 40,6 g/Ldutaux de fibrinogéne. La décongéla-
tion tube ouvert ainsi que la conservation 24 h a
-80 °C apres un transport prolongé en carboglace
permet de normaliser le pH et retrouver les taux
initiaux. L'antithrombine (mesure chromogénique)
et la protéine S (mesure antigene libre) n'étaient
pas affectées par ces variations de pH. Les auteurs
soulignent également que les mémes précautions
sont d prendre pour les tests qui reposent sur des
principes TCA comme les recherches d’ACCL par
exemple.

En 2015, Gosselinet al.[62] ont montré surdes pools
de plasmas normaux que 'exposition prolongée
en carboglace jusqu'a 16 h versus une conserva-
tion a -70 °C était a l'origine de variations statis-
tiquement significatives (test ANOVA) des temps
de dépistage (LAT) et de confirmation (LA2) du
test de venin de vipére Russel dilué (DRVVT), des
temps de Quick, des TCA et des taux de facteur X.
Les dosages de D-dimeéres, fibrinogéne, facteurs
(1, Vv, VII, VI, IX, XI et XII), activité du facteur
Willebrand, protéine C (méthode chromogénique)
et antithrombine (méthode chromogénique)
n'étaient pas cliniguement affectés. On peut noter
que dans cette étude, les modifications des tests
LAT et LA2 étaient malgré tout sans impact sur le
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calcul du ratio LA1/LA2. Dans cette étude, plusieurs
conditions de stockages étaient évaluées (tube
polypropylene avec ou sans bouchon a vis), ainsi
que plusieurs conditions de décongélation a 37 °C
au bain-marie (tube ouvert ou fermé). Les auteurs
suggerent que le raccourcissement (biais maximal
< 0,2 s) du test LAT dans certaines conditions
de stockage, en particulier pour les tubes sans
bouchon a vis, ferait que des ACCL de faible puis-
sance biologique et proche de la limite de posi-
tivité pour le test de recherche ne seraient plus
détectés et les tests de confirmation non réalisés.
La décongélation en tube ouvert ne modifie pas
les résultats dans cette étude. La discordance
avec |'étude précédente de Trondsetas et al. [75]
peut s'expliquer par les délais de conservation
dans la carboglace différents entre ces études.

Odsaeter et al. [76] ont évalué l'impact de la
conservation a -20 °Cou & -80 °C, apres 24 heures
de transport en carboglace, de plasmas congelés
dans les 4 heures suivant le prélévement, obtenus
a partir de 8 volontaires sains. La conservation
a -20 °C pendant 72 heures suivant un transport
en carboglace diminue en moyenne le pH de 71 a
6,1, avec un allongement significatif des DRVVT
et des Silice Clotting Time (SCT) avec un impact
sur l'interprétation clinico-biologique. Les tests
de recherche, de confirmation et les ratios sont
affectés, avec une augmentation de faux positif
de l'ordre de 75 %. Une conservation & -80 °C
pendant 4 jours des échantillons suivant le
transport en carboglace est alors sans impact sur
la recherche d’ACCL.

Murphy et al.[77] ont observé que l'acidification du
milieu apres un transport en carboglace pouvait
étre prévenue en placant les échantillons a -70 °C
pendant 96 heures avant la décongélation ou en
décongelant les tubes bouchons ouverts. De la
méme fagon, Plumhoff et al. [78] ont décrit que
pour certains tests, le TQ en particulier, I'acidi-
fication peut étre neutralisée en maintenant les
échantillons 15 a 30 minutes a TA aprés la décon-
gélation avant la réalisation des tests.

Les cycles multiples de congélation/décongéla-
tion sont traditionnellement interdits dans les
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laboratoires d’hémostase, bien que peu de littéra-
ture soutienne cette restriction. Aprés plusieurs de
ces cycles, Gosselin et al. [79] n'ont trouvé aucune
différence dans les résultats des évaluations de
FV, FIX, FXI, FXII et FXIIl, des mesures des activités
de I'AT, de la PC, de la PS, du plasminogéne, de
I'activité anti-Xa de I'HNF, et de I'évaluation de
I'activité cofacteur de la ristocétine du VWF. Au
maximum, ils rapportent une variation mineure,
statistiquement significative mais non clinique-
ment pertinente pour le TP/INR, le TCA, le fibrin-
ogene, les Fll et FX, et le dRVVT. Des études
supplémentaires sont nécessaires pour confirmer
ces données et potentiellement modifier les habi-
tudes dans les laboratoires. En ce qui concerne les
AOD (apixaban, rivaroxaban, dabigatran), comme
mentionné dans le tableau 2, les informations
concordantes indiquent qu'il n'y a pas d'impact
jusqu'a trois cycles de congélation/décongélation.

Bien que la phase pré-analytique soit également
une source majeure de variations dans les résul-
tats de tests de laboratoire, celle-ci n'a pas été
mentionnée ici. Les conditions pré-analytiques
en hémostase incluent le type d'anticoagulant,
I'ordre de prélevement des échantillons, les condi-
tions de prélévement, la centrifugation, etc.

Conclusion

Ces recommandations ont été publiées sur le
site web de la SFTH et sont pour la plupart en
accord avec celles publiées par d'autres sociétés
telles que I'ICSH et la Fédération Européenne de
Chimie Clinique et de Médecine de Laboratoire
(EFLM), par exemple [6, 80, 81]. Notre revue de
la littérature nous a permis de recommander
ou de proposer des délais de stabilité pour les
tests globaux de coagulation ainsi que pour la
plupart des dosages spécifiques de facteurs ou
d'inhibiteurs. Ce résumé devrait aider a la gestion
appropriée des échantillons transmis en sang
total, en plasma frais ou congelé aux labora-
toires d’'hémostase. Il fournit des informations
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détaillées, paramétre par parameétre, contraire-
ment aux propositions actuellement disponibles
dans la littérature. Cette synthése permet donc
également de mieux adapter la gestion des ajouts
de tests, par exemple sur des échantillons déja
présents dans le laboratoire. Elle met également
en lumiére les informations solides pour lesquelles
la littérature est sans ambiguité. Cette lecture
critique a également identifié le manque d'in-
formations pour certaines conditions, ouvrant la
voie a la conception d'études supplémentaires
sur la stabilité des échantillons en hémostase.
Cependant, lorsque des études de stabilité sont
ou seront planifiées, elles doivent se conformer
aux recommandations actuelles de la Fédération
Européenne de Chimie Clinique et de Médecine de
Laboratoire (EFLM) [80, 81].

En somme, ces notions de stabilité sont
majeures pour les paramétres de coagula-
tion. Historiquement, ceux-ci ont été considérés
comme labiles et I'idée que la stabilité maxi-
male du plasma est d’environ 4 heures pour les
tests d’'hémostase était communément acceptée.
L'objectif de cette revue est donc d'améliorer ces
pratiques dans les laboratoires. Ces recomman-
dations devraient permettre aux cliniciens et
aux biologistes de réaliser des dosages supplé-
mentaires sur des échantillons existants, si le
contexte le justifie, sans avoir besoin de réaliser
de nouveaux prélévements sanguins. Cela devrait
se révéler particuliéerement utile en pédiatrie et
en néonatologie, compte tenu des petits volumes
pouvant étre prélevés, ou pour éviter de rappeler
les patients externes qui ont déja quitté I'hopital.
Enfin, cela devrait également permettre aux biol-
ogistes d'avoir un référentiel pour répondre au
paragraphe 7.2.7.3 de la norme 15189 v2022 qui
établit une exigence de surveillance de délai entre
le prélevement et la réalisation de I'analyse. m

Liens d'intéréts :
les auteurs déclarent n’avoir aucun lien d’intérét en
rapport avec 'article.
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Ann Biol Clin 2025; 83(4): 22-22 Stabilité des paramétres d’hémostase

Tableau 3. Recommandations et propositions générales pour les parametres tests réalisés aprés le transport en
carboglace.

Condition .
Absence de données ou
ceptable Non conforme données insuffisantes

- Apres réception, conservation
des échantillons pendant au
moins 24 h d une température

de < -70 °C avant de réaliser les - Aucune information dispo-
Apres réception, tests. nible concernant la conser-
conservation des - Conservation a T °C < -70 °C - . vation entre -20 °C et
. . A o Aprés réception, o \ . .
échantillons pendant et décongélation pendant - -70 °C aprés la réception
Transport en au moins 3 jours a uelques minutes dans un conservation des A inf ti
carboglace 2] quelques minutes échantillons & > ucune information
une température de bain-marie & 37 °C, en tube 220°C disponible concernant la
<-70°Cavant de débouché. décongélation tube ouvert
réaliser les tests - Aprés décongélation, maintien aprés une conservation
du tube débouché a tempé- < -20 °C apres la réception

rature ambiante pendant 15
minutes avant de procéder aux
tests.
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