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I)  Introduction :

1. Contexte :
Les anticoagulants oraux directs (AOD) sont des médicaments inhibant la coagulation en agissant
directement sur le facteur Ila ou le Xa. IIs sont largement utilisés de nos jours dans la prévention
des complications thromboemboliques chez les patients atteints de diverses pathologies thrombo-

emboliques ou emboligénes.

Cependant, il convient de noter que la présence d’AOD dans le plasma des patients peut interférer
de maniére significative avec les techniques d'hémostase, ce qui est susceptible de fausser les

résultats obtenus.

Bien que les AOD ne nécessitent — théoriquement — pas de monitoring biologique, il est
indispensable dans plusieurs circonstances d’explorer ’hémostase et c’est notamment le cas du
bilan de thrombophilie. Ainsi, lorsqu’un traitement par AOD a déja été instauré et qu’un
changement d’anticoagulation ou qu’une fenétre thérapeutique n’est pas envisageable celui-ci peut

s’avérer complexe.

Cette étude a pour but d’évaluer les capacités du charbon activé (CA) in vitro a adsorber différents
AOD et ainsi potentiellement résoudre les perturbations du bilan de thrombophilie associées a leur

présence.

2. Bilan de thrombophilie :
Le bilan de thrombophilie vise a rechercher des facteurs de risque biologique (FRB) dont la

résultante est une augmentation du risque thrombotique.

Cela inclut la recherche d’anomalies congénitales comme les déficits en inhibiteurs
physiologiques de la coagulation que sont I’antithrombine (AT), la protéine C (PC) et la protéine
S (PS) ainsi que la mutation du FV Leiden ou G20210A du FII, mais également d’anomalies
acquises, comme le syndrome des anti phospholipides (SAPL) comprenant la recherche

d’anticoagulant lupique (LA), d’anti béta2 glycoprotéine 1 et d’anticardiolipines (1).

L’exploration de certains FRB peut étre sujette a des interférences par les traitements

anticoagulants, dont les AOD. Ces derniers sont actuellement largement prescrits en France et



comprennent a la fois I’inhibiteur direct de la thrombine (IIa) qu’est le dabigatran et les inhibiteurs

directs du facteur Xa : les xabans tels que 1’apixaban et le rivaroxaban.

Ces anticoagulants vont interférer de manieére molécule et dose-dépendante avec la plupart des
tests chronométriques d’hémostase ainsi qu’avec certains tests chromogéniques. Les techniques
d’hémostase utilisées pour la recherche de FRB sujettes a des interférences par les AOD sont : la

recherche de LA, la mesure de la PC, de la PS et de I’AT.

a. Antithrombine :
Il est préconisé de rechercher un déficit en AT en procédant en premier lieu a une mesure de
I’activité cofacteur de 1’héparine par une technique chromogénique. Cette derniére mesure la
capacité de I’AT a inhiber du Ila ou du Xa, ajoutés en exces, en présence d’une forte concentration
d'héparine et d’un substrat chromogene du Ila ou du Xa. Il existe une interférence par les AOD en
fonction du type de technique (anti-Ila ou anti-Xa) utilisée, avec un risque de surestimation de
I’activité de I’AT. En effet, les xabans sont susceptibles d’interférer sur les techniques de dosage
fondées sur I’activité anti-Xa de I’AT, tandis que le dabigatran interférera sur les techniques basées
sur I’activité anti-Ila (2). Ainsi les principaux groupes de travail (1,3) préconisent d’évaluer
I’activité de I’AT a 1’aide d’une méthode basée sur I’inhibition du facteur Xa, en cas de traitement
par dabigatran, ou par une méthode basée sur I’inhibition de la thrombine en cas de traitement par
un xaban. Néanmoins, peu de laboratoires disposent de deux trousses avec des techniques
différentes et la recherche d’un déficit en AT peut s’avérer compliquée selon la technique utilisée

et le type d’AOD prescrit.

b. Protéine C :
11 existe deux types de techniques pour le dépistage des déficits en PC. Celles-ci sont initiées par

une activation de la PC a I’aide de Protac (venin de serpent) :

e La mesure de l’activité anticoagulante de la PC par technique chronométrique en
mélangeant le plasma du patient a un plasma commercial déplété en PC. Cette technique,
comme toutes les techniques chronométriques, est systématiquement sujette a des
interférences par les AOD (2-4).

e La mesure de I’activité amidolytique (capacité fonctionnelle du site catalytique) par

technique colorimétrique. Elle consiste, a mesurer la capacité¢ de la PCa a dégrader un

2



substrat chromogeéne. Cette technique n’est pas influencée par la présence d’AOD (4), (voir

Figure 1), cependant elle peut conduire a un défaut de diagnostic pour certains déficits

qualitatifs (2,3).
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Figure 1 : dépistage des déficits en PC par mesure de [’activité amidolytique en présence d'apixaban et rivaroxaban a
concentration croissante.(5)

c. Protéine S :

Il existe deux types de techniques de dépistage des déficits en PS :

e D’une part, I’activité cofacteur de la PCa, technique chronométrique consistant en la
mesure d’un temps de coagulation d’un mélange du plasma du patient et d’un plasma
commercial déplété en PS, en présence de PCa, de facteur Va, de calcium, et d’un
activateur de la coagulation. Cependant cette technique est sujette a de multiples
interférences (anticoagulant lupique, AOD, ¢lévation du facteur VIII, etc.)(1,2,4).

En effet, dans les études de Bonar et al. (5,6) il a été mis en évidence que les AOD
entrainaient une surestimation de cette activité pouvant conduire a des résultats
faussements négatifs (FN), principalement avec le dabigatran et le rivaroxaban (voir Figure

2 et 3).
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Figure 2 : dépistage des déficits en protéine s par technique chronométrique en présence d’apixaban et rivaroxaban a concentration
croissante (35).
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Figure 3 : dépistage des déficits en protéine S par technique chronométrique (en rouge) et par technique immunologique
(protéine S libre) en présence de dabigatran a concentration croissante. (6)

e D’autre part, la mesure de la PS libre, généralement par ELISA ou immunoturbidimétrie.
Cette technique présente I’avantage d’€tre insensible a la présence d’AOD (5,6), mais ne

permet pas de dépister les déficits qualitatifs en PS (1,7).

Les recommandations frangaises et internationales divergent quant au choix de la technique de
dépistage d’un déficit en PS. Tandis que les recommandations 2020 du GEHT (Groupe d’Etude
sur ’Hémostase et la Thrombose) (1) préconisent en premier lieu de procéder a une mesure de
I’activité cofacteur de la PCa, ’'ISTH (International Socity on Thrombosis and Haemostasis) (7)

et la BSH (British Society of Haematology) (3) préconisent d’avoir recours a une mesure de la PS
libre.



d. Anticoagulant de type lupique LA :
a. Principe de la recherche de LA :
La recherche de LA, qui constitue 1I’un des criteéres diagnostiques du SAPL, a pour but de mettre
en évidence un allongement des temps de coagulation dépendant des phospholipides (PL), li¢ a la

présence d’anticorps dirigés contre ces PL.

La recherche de LA se réalise en plusieurs temps, alliant deux tests de dépistage de principe
différent, puis, en cas de positivité, des tests de confirmation correspondants. Les tests de dépistage
doivent étre sensibilisés aux LA, et comportent ainsi généralement de faibles concentrations de
PL. Il est préconisé ainsi de réaliser systématiquement, en dépistage, un TCA (Temps de Céphaline
Activé) avec un activateur a base de silice (éventuellement de I’acide ellagique (8,9)) et un temps

de venin de vipere Russell dilué¢ (dRVVT) :

- Le TCA est un test global permettant I’exploration de la voie intrinséque et est sensible
aux déficits en facteurs intervenant dans cette voie (VIIL, IX, XI, XII) ainsi que ceux de la
voie commune (I, II, V et X).

- Le dRVVT permet d’activer directement le facteur X, et est de facto insensible aux déficits
en facteurs de la voie intrinseéque, cependant il reste sensible aux déficits en facteurs de la

voie commune.

En cas de positivité d’un des tests de dépistage, on réalise le test de confirmation correspondant
en réitérant ’analyse en présence d’une forte concentration de PL. Une normalisation des temps
permet de mettre en évidence 1’effet inhibiteur PL-dépendant. Le résultat est ainsi considéré positif
si le ratio normalisé, représentant le ratio du test de dépistage rapporté au ratio du test de
confirmation, ainsi que le ratio du test de dépistage sont supérieurs a leurs seuils respectifs de

positivité.

b. Impact des AOD sur la recherche de LA :
Le dRVVT est influencé de maniére variable selon les réactifs utilisés et le type d’AOD. Dans
I’é¢tude de Bonar et al en 2016 (5), réalisée a 1’aide du Staclot DRVV Screen et Confirm
(Diagnostica Stago, Asnieres-sur-Seine, France) ainsi que dans celle de Flieder et al. de 2018 (10),
réalisée a 1’aide du DRVV IL Screen et Confirm (Werfen, Barcelone, Espagne), il a été démontré
que I'utilisation du rivaroxaban conduisait & une surestimation du ratio normalisé du dRVVT et
ainsi a un risque de faux positif (FP). En effet, cet AOD impacterait de maniere plus importante le
test de dépistage du dRVVT que le test de confirmation et cela de maniére dose dépendante.

L’apixaban ne semblait pas réellement interférer sur le RN dRVVT puisque les tests de

5



confirmation et de dépistages étaient impactés de maniére similaire (voir Figure 4). Il est important
de noter que méme si le RN dRVVT n’était pas impacté par 1’apixaban, les ratios de dépistage et
de confirmation €taient quand méme largement surestimés, ce qui pourrait induire alors un risque
de faux négatif. De plus, Bonar et al. (6) avaient mis en évidence une légere augmentation du ratio
normalis¢ dRVVT en présence de dabigatran (voir Figure 5) lors que Flieder et al. (10) ne
retrouvaient aucun impact avec cet AOD. Il convient donc de nuancer ces résultats puisque les
AOD semblent effectivement avoir des impacts différents sur le test dRVVT en fonction des

réactifs utilisés et de la nature de I’AOD lui-méme.

Ainsi, des résultats contradictoires ont été observés quant a 1’effet des AOD sur le RN puisque
certaines études (6,11) mettent en évidence un risque de FP tandis que d’autres ne retrouvent pas
d’impact sur le ratio normalisé, voire décrivent un risque de FN en masquant des résultats

potentiellement pathologiques (5,10) ou en impactant plus fortement le test de confirmation que

celui de dépistage (4).
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Figure 4 : RN dRVVT en présence d'apixaban et de rivaroxaban a différentes concentrations (5).
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Figure 5 : RN dRVVT en présence de concentrations croissantes de dabigatran (6).

Le TCA est également impacté de fagon variable en fonction de la situation : dans I’ensemble, les
¢tudes s’accordent a dire que le test de dépistage a faible concentration en PL est plus sensible que
le test de confirmation a la présence d’AOD et que le dabigatran semble avoir I’impact le plus
important suivi du rivaroxaban et enfin de 1’apixaban (4,5,10,12). Par exemple dans 1’étude de
Flieder et al. (10), la présence de dabigatran méme a faible dose (10 ng/ml) conduisait a des valeurs
pathologiques de TCA dépistage, avec le réactif APTT-SP (Werfen), pour 64% des échantillons
contre 8% avec le rivaroxaban. Cependant il n’y avait pas d’impact sur les RN. Des résultats
similaires ont été trouvés par I’équipe de Zabczyk et al.(13) en utilisant le réactif Pathromtin SL
(Siemens Healthcare, Erlangen, Allemagne), et aucun impact de 1’apixaban n’était observé sur le
test. Néanmoins il convient de pondérer ces résultats car les réactifs présentent des sensibilités

variées aux AOD, et il est ainsi difficile de standardiser ces tests en présence d’anticoagulants.

En I’absence d’alternatives aux tests chronométriques pour une partie des explorations du bilan de
thrombophilie, la réalisation de celui-ci chez un patient sous AOD est un réel défi pour le
biologiste. D’autant plus qu’il a été démontré que 1’utilisation des AOD chez les patients atteints
de SAPL triples positifs €tait associée a une augmentation du taux de survenue d’éveénements
thromboemboliques en comparaison a I'utilisation d’AVK (14). Ainsi il devient crucial de pouvoir
détecter la présence de LA chez les patients déja sous AOD afin de pouvoir adapter la

thérapeutique en conséquence.

Il n’existe pas de consensus sur les techniques a utiliser pour lever ces interférences a 1’heure
actuelle. Bien que I’idéal demeure de réaliser le bilan de thrombophilie a distance de tout

évenement thrombo-embolique veineux (ETEV) et de toute anticoagulation, il peut étre envisagé



plusieurs alternatives pour limiter I’interférence des AOD. Il s’agit, par exemple, de 1’utilisation
de tests combinés moins sensibles aux AOD, I'utilisation d’antidotes comme I’idarucizumab
(antidote du dabigatran) ou encore 1’utilisation des temps de venin de vipere Taipan ou du temps
de textarine couplé au temps d’écarine. Cependant ces alternatives restent incomplétes, voire pour
certaines inutilisables en routine (1,15-17). Enfin, il est possible d’ajouter des neutralisants

d’AOD in vitro avant I’analyse, tels que le charbon activé.

3. L’utilisation du charbon activé in vitro pour lever les interférences liées aux AOD :
Le charbon activé (CA) serait un bon candidat pour supprimer les interférences analytiques liées
aux AOD sans perturber les protéines de la coagulation. En effet, elles ont presque toutes une taille
d’environ 30 000 Da, alors que la capacité adsorbante maximale du CA est de 5000 Da. Cela
explique en partie la spécificit¢ du CA pour les petites molécules que sont les AOD (18,19).
Différents types d’adsorbants sont actuellement disponibles sur le marché comme par exemple :
DOAC-Stop (Haematex Research, Sydney, Australie) et DOAC-Remove (5-Diagnostics,

Quadratech, Suisse) sous forme de micro tablette a ajouter au plasma in vitro.

Une grande majorité des études ayant expérimenté 1’utilisation du CA ont mis en évidence une
adsorption des AOD avec des concentrations inférieures ou proches des limites de quantification
apres traitement du plasma par 18 et 20 mg/ml de CA (voir Figure 6) (18-21). De plus, aucun effet
du CA n’a été mis en évidence dans la littérature pour les échantillons traités par héparine,
fondaparinux, anti-vitamine K (AVK) ou encore danaparoide (18-20,22-24) et au contraire,

I’argatroban subirait une adsorption compléte apres ajout de CA (23) (voir Figure 7) .
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Figure 6 : déemonstration de l'adsorption des concentrations en AOD par HPLC-MS/MS aprés ajout
de 18 mg/ml de DOAC stop (21).
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Figure 7 : démonstration de I’adsorption de l’argatroban par dosage de celui-ci (Thrombin Inhibitor (Hyphen Biomed)) apres
ajout d’'une pastille de DOAC-Remove. (23)

L’utilisation du CA semble avoir peu d’impact clinique sur les tests d’hémostase. En effet,
différents auteurs s’accordaient a dire que, malgré quelques variations retrouvées apres 'utilisation
du CA chez des patients non anticoagulés, le charbon activé n’avait pas d’impact clinique sur les
tests d’hémostases lorsque celui-ci était utilisé aux concentrations recommandées par le fabriquant

(<20 mg/ml).

En ce sens, I’¢tude de Guammad et al.(27) a montré I’absence d’interférences liées a la présence
du CA sur le dosage de la PS par technique chronométrique (Staclot Protein S, Diagnostica Stago)
chez des patients témoins sans anticoagulant. Cette méme observation a été faite dans I’é¢tude de
Favresse et al.(20) concernant le dosage de I’AT par technique basée sur I’anti-Ila (Stachrom AT
IIT (Diagnostica Stago )) ainsi que dans I’é¢tude de Exner et al.(19) par technique basée sur I’anti-

Xa (Innovance Antithrombin (Siemens)).

Pour le dRVVT, I’étude d’Exner et al.(19) a mis en évidence 1’absence d’effet significatif de 18
mg/ml de CA sur des patients témoins sans traitement anticoagulant pour le test de dépistage et de
confirmation dRVVT (DRVV Screen et DRVV Confirm, Diagnostica Stago). Ce fut également le
cas dans I’étude de Frans et al.(18) en présence de 20 mg/ml de CA a I’aide des réactifs dRVVT
Screen et Confirm (HemoslIL, Werfen). Par ailleurs, dans cette méme étude (18) des concentrations

en CA supérieures aux recommandations ont été testées et, un raccourcissement du dRVVT



dépistage (HemosIL, Werfen) a été observé lorsque les concentrations de CA étaient supérieures

a 40 mg/ml sans impact sur le test de confirmation (voir Figure 8).

Quant au TCA, lorsque la concentration de 18 mg/ml était utilisée (19), un allongement du TCA
dépistage était retrouvé (Cephen-LS (Hyphen Biomed, Neuville sur Oise, France)), de sorte que
les RN étaient augmentés de plus de 10% apres ajout du CA. Cependant, cette augmentation
n’avait aucun impact clinique et les auteurs incriminaient potentiellement 1’ultracentrifugation
nécessaire lors de I’ajout de 1’adsorbant, seul parametre différant entre les deux groupes en dehors
du CA. Lorsque le CA était utilisé a une concentration supérieure a 40 mg/ml (18), un allongement

du TCA (aPTT Synthasil, Werfen) a également été observé (voir Figure 9).
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Figure 8 : différences pour les résultats des tests dRVVT dépistage et confirmation apres ajout de différentes concentrations de
CA.. (La zone grise correspond a 3SD (écart-type) selon les régles de Westgard.) (18).
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Figure 9 : différences pour les résultats des tests aPTT apreés ajout de différentes concentrations de CA .(La zone grise
correspond a 3SD (écart-type) selon les régles de Westgard.)(18).
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L’utilisation de CA s’est avérée efficace pour lever les interférences liées a la présence
d’AOD dans un grand nombre d’études. Tout d’abord, pour la recherche de LA, bien que peu
d’études aient utilisé des tests combinés, la plupart des travaux ont montré une efficacité¢ du CA a
réduire les faux positifs sous AOD principalement sur le test dARVVT. Par exemple dans 1’étude
de Frans et al.(18), le CA a permis la réduction de 96% des FP sous AOD en dRVVT dépistage.
Ce fut également le cas dans 1’étude de Favresse et al.(20) ou 100% des FP se sont normalisés
apres ajout de CA en dRVVT a I’aide de tests combinés ( DRVV Screen et Confirm, Diagnostica

Stago) avec une diminution importante des ratios, principalement pour le test de dépistage.

Concernant l'activité de I’ AT pour les patients sous dabigatran, dans cette méme étude (20), aucune
différence significative apres ajout du CA n’a été observée sur le dosage de I’AT par méthode
chromogénique basée sur ’activité anti-Ila (Stachrom AT III (Diagnostica Stago )) : ceci peut
s’expliquer par 1’absence d’impact du dabigatran puisque les concentrations initiales étaient toutes
<100 ng/ml (25,26). Néanmoins dans 1’étude d’Exner et al.(19) une normalisation des résultats de
I’AT pour les échantillons traités par apixaban et rivaroxaban a ¢té¢ observée avec le réactif
Antithrombin Innovance (Siemens) basé sur une technique anti-Xa, ce qui prouve au moins

I’efficacité du CA avec cette méthode.

Enfin, pour ce qui est du dosage de la PS, 1’é¢tude de Guammad et al.(27) a démontré 1’efficacité
du DOAC-remove a lever les interférences liées a la présence d’AOD dans le dosage de celle-ci

par technique chronométrique (Staclot Protein S, Diagnostica Stago).

Au regard de la littérature, cette étude a pour but d’évaluer I’intérét du CA dans le bilan de
thrombophilie. En effet, au vu des données précédemment énoncées, il serait pertinent de conforter
les résultats prometteurs de ces différentes ¢études ainsi qu’obtenir des informations
supplémentaires quant a 1’efficacité et la pertinence d’un tel dispositif sur des tests combinés dans

la recherche de LA.
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II) Materiel et méthode :

Cette étude non interventionnelle monocentrique, approuvée par le comité d’éthique (CE-2022-
80), a été¢ menée sur des échantillons de patients majeurs pour lesquels un échantillon de sang avait
¢été adressé, dans le cadre du soin, au Laboratoire d’Hématologie des Hopitaux universitaires de

Strasbourg (HUS) pour recherche de FRB, entre avril 2022 et avril 2023.

Afin d’étudier respectivement I’action du charbon activé sur les AOD et sur les tests de coagulation
eux-mémes, il a été inclus des patients anticoagulés par AOD et des patients sans traitement

anticoagulant.

Les préléevements de sang ont été effectués sur tubes en verre BD Vacutainer ® (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, USA) ou en PET Kima Vacutest ® (Kima, Padoue, Italie) a 0,109 M de citrate de
sodium. La préparation du plasma pauvre en plaquette (PPP) a été réalisée selon les préconisations
du GEHT par double centrifugation a 2500 G pendant 10 minutes a 20°C avant décantation et

congélation du plasma a <-20° C dans des tubes en polypropyléne.

Le charbon activé DOAC-Stop (Haematex Research, Hornsby, Australie) a été utilisé selon les
préconisations du fabricant. Ainsi, juste avant analyse, environ 1 ml de plasma a été décanté dans
un tube Eppendorf, puis une pastille de DOAC-Stop (contenant 18 mg de CA) y a été ajoutée et
mélangée jusqu’a dissolution. Aprés 10 minutes a température ambiante, le tube Eppendorf a été
centrifugé a 11 000 g pendant 2 minutes dans une microcentrifugeuse puis décanté dans un

nouveau tube Eppendorf pour analyse.

Toutes les analyses ont été réalisées sur des automates STA-R Max (Diagnostica Stago, Asnieres-
sur-Seine, France). Le TP a ét¢ mesuré avec le réactif STA-NeoPTimal et le TCA avec du PTT-A

(Diagnostica Stago).

La recherche de LA a été effectuée pour tous les patients inclus en présence et en 1’absence de CA,
par le biais de tests intégrés pour le dARVVT (DRVV Screen et Confirm (Diagnostica Stago)) et le
TCA (Cephen LS et Cephen (Hyphen Biomed, Neuville sur Oise, France)). La mesure de ’activité
de la PS a ¢ét¢ effectuée a 1’aide de Staclot Protein S (Diagnostica Stago) en présence et en absence
de CA. La mesure de ’activité cofacteur de I’héparine de I’AT (anti Ila) a été¢ évaluée a I’aide de
Stachrom ATIII (Diagnostica Stago), et ce uniquement chez des témoins non anticoagulés et chez

des patients sous dabigatran en présence et en absence de CA.
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Tous les échantillons ont bénéficié d’un dépistage d’activité anti-Xa a 1’aide de Liquid anti-Xa ou
anti-Ila avec Thrombin (Diagnostica Stago). Lorsque le volume plasmatique le permettait, apres
traitement par le CA, la mesure de ’activité spécifique anti-Xa (rivaroxaban, apixaban) a été
effectuée a I’aide de Liquid Anti-Xa (Diagnostica Stago) et la mesure de I’activité spécifique anti

ITa (dabigatran) a I’aide de Thrombin Inhibitor (Hyphen Biomed).

La normalité des populations a été testée a 1’aide du test de Shapiro-Wilk avec un risque d’erreur
alpha a 5%. Lorsque la distribution était normale, des tests de Student sur échantillons appariés
ont été utilisés pour comparer les résultats avant et apres ajout de CA avec un risque établi a 5%.
Lorsque les données ne suivaient pas une loi normale, le test de Wilcoxon a été utilisé. Enfin, la
relation entre deux variables a été étudiée par le test de corrélation de Pearson. Les analyses
statistiques ont €té réalisées sur le logiciel Prism version 6.05 et 9.51 (GraphPad Software, San

Diego, USA).
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[IT) Resultats :

1. Détermination de l'interférence du CA sur les tests de coagulation chez les témoins
adultes sans traitements anticoagulants :

Pour déterminer si le CA interférait avec les tests de coagulation, 45 patients témoins non

anticoagulés ont été inclus pour la recherche de LA, 38 pour la PS et 30 pour I’AT.

e Protéine S (voir Figure 10) :
il n’existait aucune différence significative (p=0,053) entre la valeur moyenne mesurée

avant (u=70% ; (16-145%)) et apres traitement par le CA (u= 68% ; (14-142%)).
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Figure 10 : PS avant et aprés CA chez les patients sans AOD.

e Antithrombine (voir Figure 11) :
Aucune différence significative (p=0,387) n’a été mise en évidence entre la valeur

moyenne mesurée avant (U=85% ; (46-138%)) et apres traitement par le CA (u=86% ; (47-
125%)).
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Figure 11 : AT avant et apres CA chez les patients sans AOD.

Recherche de LA :

Quarante-cing patients ont été inclus dans 1’étude dont 24 étaient connus positifs au LA et

21 négatifs.
o dRVVT (voir Figure 12) :

o Test de dépistage : parmi les 45 échantillons, 58% (n=26) étaient positifs
avant CA et le sont restés apres. Une différence significative (p<0,001) a
¢été observée entre les ratios moyens avant (u=1,33 ; (0,73-2,73)) et apres

CA (1=1,38 ; (0,73-2,98)).

e Test de confirmation : une différence significative a également été observée
(p<0,001) entre les deux groupes avec p=1,01 (0,74-1,42) avant et u=1,03
(0,75-1,47) apres CA.

e Ratio normalisé : aucune différence significative (p=0,568) n’a été observée

entre les RN du dRVVT avant (u=1,30; (0,91-2,45)) et apres (u=1,31;
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(0,87-2,73)) traitement par le CA. Effectivement, les temps de coagulation
des tests dépistage et confirmation étaient allongés de facon similaire, ainsi

il n’y a pas eu d’impact sur le ratio normalisé.
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Figure 12 : dRVVT avant et aprés CA chez les patients sans AOD.

Parmi les 45 patients étudiés, 49% (n=22) avaient un RN positif avant CA et 53%
(n=24) apres. En effet parmi les 23 patients négatifs avant CA, 3 échantillons (13%)
se sont positivés (1,14a 1,21 ;1,16a 1,22 ;1,14 a 1,32) et parmi les 22 positifs avant
CA, un échantillon (5%) s’est négativé (1,22 a 1,16). Ainsi 9% (n=4) des
¢chantillons ont vu leur interprétation du test intégré dRVVT modifiée suite au

traitement par le CA.

o TCA (voir Figure 13) :

e Test de dépistage : parmi les 45 échantillons, 47% (n=21) avaient des ratios
positifs avant CA et 44% (n=20) apres. Ainsi, parmi les 21 patients positifs
avant CA, un échantillon (5%) s’est négativé en passant de 1,21 a 1,18, ce
qui n’a pas eu de retentissement sur le RN TCA. Une différence
significative a été observée (p=0,0006) entre les ratios moyens mesurés avant

(1=1,43 ; (0,92-3,18)) et aprés CA (p=1,42 ; (0,92-3,35)).
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e Test de confirmation : une différence significative a également été observée
(p=0,011) entre la valeur moyenne mesurée avant (u=1,13 ; (0,85-1,59)) et
aprés CA (n=1,12; (0,85-1,58)).

e Ratio normalisé : parmi les 45 patients, 31% (n=14) avaient des ratios
positifs avant CA et il n’y a eu aucune modification apres ajout du CA. De
facon identique au test dARVVT, les temps de coagulation des tests TCA de
dépistage et confirmation ¢étaient impactés de maniere équivalente
(raccourcissement). Ainsi, aucune différence significative n’a été mise
évidence (p= 0,567) et les valeurs moyennes avant et aprées CA étaient

respectivement de 1,26 (0,92-2,25) et 1,25 (0,95-2,31).
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Figure 13 : TCA avant et apres CA chez les patients sans AOD.

I1 a également été vérifié que les variations observées avant et apres ajout du CA demeuraient bien
dans les limites acceptables du laboratoire (soit deux fois le coefficient de variation acceptable

pour la reproductibilité), voir Figure 14.
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Figure 14 : différence des résultats avant et apreés ajout de CA pour les tests dRVVT et TCA. (La zone colorée indique les bornes
de reproductibilités du laboratoire (+/- 2CV)).

2. Effet du CA sur les interférences liées aux AOD dans le bilan de thrombophilie
Dans cette étude, 42 échantillons de patients anticoagulés, présentant une activité anti-Ila ou anti-
Xa positive, ont €té inclus. L’activité anti-Ila ou anti-Xa spécifique apres CA a été controlée a
chaque fois que le volume plasmatique le permettait, et était retrouvée systématiquement inférieure

a la limite de détection.

e Antithrombine (voir Figure 15) :
Cinq patients sous dabigatran ont ¢été inclus. Aucune différence significative (p = 0,125)
n’a été mise en évidence entre la valeur moyenne mesurée avant (u=103% ; (69-142%)) et
apres traitement par le CA (p=91% ; (74-109%)). En effet, le faible effectif étudié (n=5)
ne permettait pas de conclure de maniere significative. Cependant une diminution d’en
moyenne 9% a pu étre observée apres ajout du charbon activé et cette diminution était
corrélée a la concentration en dabigatran présente dans 1’échantillon avant CA (p= 0,016 ;

1=0,94).
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Figure 15 : AT avant et aprés CA chez les patients traités par dabigatran.
Protéine S (voir Figure 16) :
Pour étudier I’activité de la PS, 27 échantillons ont été inclus dont 19 sous apixaban, 5 sous
rivaroxaban et 3 sous dabigatran.
L’activité de la PS diminuait significativement apres traitement par le CA chez tous les
patients anticoagulés par AOD (p<0,001), avec une valeur moyenne avant CA de 94%
(21 —200%) et de 70% (22 — 153%) apres. Les valeurs de PSa ont été réduite d’en moyenne
20% apres utilisation d’une pastille de DOAC-Stop.
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Figure 16 : PS avant et aprés CA chez les patients sous AOD.
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En étudiant les résultats par sous-groupe d’anticoagulant, une différence significative
(p<0,001) avant et aprés CA était visible uniquement pour les patients sous apixaban
avec des valeurs moyennes avant et aprés CA respectivement de 86% (21-157%) et
73% (22-153%). En effet les effectifs des deux autres groupes étaient trop faibles pour
conclure a une différence statistiquement significative (n=5 pour le rivaroxaban et n=3
pour le dabigatran). Cependant, une diminution a bien été observée dans ces deux

groupes :

= avec pour le rivaroxaban des valeurs moyennes avant et aprés CA
respectivement de 87% (59-133%) et 64% (43-97%)

= et pour le dabigatran des valeurs avant CA de 154% (82-200%) et de 59%
(52-69%) apres.

Les différents résultats sont regroupés dans le Tableau 1 :

PS n moyenne | intervalle | moyenne | intervalle p value
AVANT CA APRES CA
Tous AOD 27 94 21-200 70 22-153 <0,001
Apixaban 19 86 21-157 73 22-153 <0,001
Rivaroxaban 5 87 59-133 64 43-97 /
Dabigatran 3 154 82-200 59 52-69 /

Tableau 1 : résultats de PS avant et aprés DOAC-Stop chez les patients sous AOD.

e Recherche de LA :

Quarante-deux patients ont été inclus, dont 28 sous apixaban, 9 sous rivaroxaban et 5 sous
dabigatran. Quinze patients présentaient des résultats présumés faussement positifs au LA
(apixaban = 5, rivaroxaban = 7, dabigatran = 3) et 27 étaient négatifs (apixaban = 23,

rivaroxaban = 2, dabigatran =2).

o dRVVT (voir Figure 17) :
e Test de dépistage : parmi les 42 patients, 93% (n=39) présentaient un ratio
supérieur au seuil de positivité avant CA, soit 89% (n=25) des patients sous

apixaban et I’intégralité des patients sous rivaroxaban et dabigatran.
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Apres traitement du plasma par DOAC-Stop, seulement 20% (n=8) des
échantillons présentaient encore un ratio positif, toutefois diminu¢, dont
18% (n=5) des patients sous apixaban (3,40 a 1,23 ; 4,11 a 1,54 ; 2,04 a
1,35;2,61a1,27et2,57 a1,37), 22% (n=2) des patients sous rivaroxaban
(1,57 a 1,27 et 1,21 a 1,24) et 20% (n=1) sous dabigatran (3,83 a 1,38).
Ainsi le CA a permis de négativer 80% (n=31) des FP sous AOD en dRVVT
dépistage dont 80% (n=20) des FP sous apixaban, 78% (n=7) sous

rivaroxaban et 80% (n=4) sous dabigatran.

Une différence significative (p < 0,001) a été observée entre les ratios
moyens, tous AOD confondus, avant (u=1,85; (0,95-4,11)) et aprés CA
(n=1,05; (0,80-1,54)), ainsi que dans le sous-groupe de patients sous
apixaban (p<0,001) et rivaroxaban (p=0,003) (voir Tableau 2).
= Les valeurs pour le sous-groupe apixaban ¢taient avant CA de 1,71
(0,95-4,11) et 1,06 (0,81-1,54) apres.
= Dans le sous-groupe traité par rivaroxaban les valeurs avant CA
¢taient de 2,01 (1,21-3,24) et de 1,06 (0,85-1,31) apres ajout d’une
pastille de DOAC-Stop.
=  Pour le sous-groupe traité¢ par dabigatran les ratios moyens sont
passés de 2,32 (1,25-8,83) a 1,04 (0,80-1,38) mais ’effectif était
toutefois trop faible pour pouvoir conclure a une différence

significative.

Test de confirmation : la différence aprés ajout de CA ¢était significative
(p<0.001) avec des ratios moyens avant et aprés CA respectivement de 1,54
(0,97-2,77) et 0,96 (0,79-1,46). C’était également le cas lors de I’é¢tude des
résultats par type d’AOD hormis pour les patients sous dabigatran puisque
les effectifs étaient toujours trop faibles pour conclure significativement
(voir Tableau 2) :
= les valeurs pour le sous-groupe apixaban (p<0,001) étaient de 1,52
(1,04-2,77) avant CA et de 0,96 (0,79-1,46) apres avec p<0,001
= et pour celui sous rivaroxaban de 1,43 (0,97-2,25) avant CA et de
1,00 (0,83-1,22) apres avec p=0,001.
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Dans le groupe trait¢ par dabigatran les résultats du test de
confirmation sont passés de 1,84 (1,07-2,59) avant ajout de CA a
0,95 (0,80-1,08) apres.

Ratio normalisé : parmi les 42 patients étudiés, 36% (n=15)
présentaient un RN supérieur au seuil de positivité avant CA soit
18% (n=5) des patients sous apixaban, 78% (n=7) des patients sous
rivaroxaban et 60% (n=3) des patients sous dabigatran. Apres ajout
d’une pastille de DOAC-Stop, il ne restait plus que 14% (n= 6) des
¢chantillons avec un RN au-dela du seuil de positivité. En effet, 60%
(n=9) des échantillons positifs se sont négativés apres traitement par
DOAC-Stop (20% (n=1) des FP sous apixaban, 86% (n=6) des FP
sous rivaroxaban et 67% (n=2) des FP sous dabigatran). Toutefois,
6 échantillons sont restés positifs dont 4 sous apixaban (1,31 a 1,23 ;
1,43a1,29;1,89a 1,38 et 1,23 a 1,24), 1 sous rivaroxaban (1,24 a
1,21) et 1 sous dabigatran (1,48 a 1,28).

L’étude a mis en évidence une différence significative (p = 0.014)
avant et apres CA, tous AOD confondus, avec un RN moyen de 1,18
(0,90-1,89) avant CA et de 1,09 (0,78-1,38) aprés. Lorsque les
valeurs ¢étaient étudiées par type d’AOD, une différence
significative (p<0,001) a été¢ mise en évidence seulement pour le
sous-groupe traité par rivaroxaban (u=1,39 ; (1,16-1,73) avant CA
et u=1,06; (0,78-1,21) aprés CA). En effet, pour le sous-groupe
sous dabigatran, le faible effectif ne permettait toujours pas de
mettre en évidence une différence significative (u=1,24 (1,10-1,48)
avant CA et p=1,09 (0,97-1,28) apres) malgré une diminution des
valeurs visible aprés traitement par DOAC-Stop. De plus, la
différence observée pour le sous-groupe sous apixaban était
¢galement non significative (p=0,562) avec des RN peu impactés
par le charbon, passant en moyenne de 1,11 (0,91-1,89) avanta 1,10

(0,94-1,38) apres CA (voir Tableau 2).
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Figure 17 : dRVVT avant et aprés CA chez patients sous AOD
dRVVT dépistage n moyenne | intervalle | moyenne | intervalle p value
AVANT CA APRES CA
AOD 42 1,85 0,95-4,11 1,05 0,80-1,54 <0,001
Dabigatran 5 2,32 1,25-8,83 1,04 0,80-1,38 /
Apixaban 28 1,71 0,95-4,11 1,06 0,81-1,54 <0,001
Rivaroxaban 9 2,01 1,21-3,24 1,06 0,85-1,31 0,003
dRVVT . .
confirmation n moyenne | intervalle | moyenne | intervalle p value
AVANT CA APRES CA
AOD 42 1,54 0,97-2,77 0,96 0,79-1,46 <0,001
Apixaban 28 1,52 1,04-2,77 0,96 0,79-1,46 <0,001
Rivaroxaban 9 1,43 0,97-2,25 1,00 0,83-1,22 0,001
Dabigatran 5 1,84 1,07-2,59 0,95 0,80-1,08 /
dRVVT RN n moyenne | intervalle | moyenne | intervalle p value
AVANT CA APRES CA
AOD 42 1,18 0,90-1,89 1,09 0,78-1,38 0,014
Apixaban 28 1,11 0,91-1,89 1,10 0,94-1,38 0,562
Rivaroxaban 9 1,39 1,16-1,73 1,06 0,78-1,21 <0,001
Dabigatran 5 1,24 1,10-1,48 1,09 0,97-1,28 /

Tableau 2 : résultats des tests dRVVT avant et apres ajout de CA chez les patients anticoagulés.
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o TCA (voir Figure 18) :

Test de dépistage : parmi les 42 échantillons, 31% (n=13) avaient des ratios
supérieurs au seuil de positivité avant CA, ce qui correspondait a 14% (n=4)
des patients sous apixaban, 56% (n=5) sous rivaroxaban et 80% (n=4) sous

dabigatran.

Apres la procédure DOAC-Stop, il ne restait plus que 10% (n=4)
d’échantillons encore positifs soit : 1 patient (4%) sous apixaban (1,61 a
1,37), 3 (33%) sous rivaroxaban (1,50 2 1,30 ; 1,23 a 1,22 et 1,53 4 1,23) et
tous les patients sous dabigatran se sont négativés. Ainsi, I’ajout de CA a
permis de normaliser 69% (n=9) des FP sous AOD en TCA dépistage dont
75% (n=3) des patients sous apixaban, 40% (n=2) sous rivaroxaban et 100%

(n=4) sous dabigatran.

La différence entre les ratios moyens avant (u=1,21 (0,91-2,14)) et apres
(n=1,03 (0,85-1,37)) CA, tous AOD confondus, était significative
(p<0.001). Cela a ¢galement ét¢ le cas lors de I’étude des résultats par type
d’AOD hormis pour le groupe sous dabigatran dont I’effectif était tres faible
(n=5) (voir Tableau 3).

= En effet pour le sous-groupe traité par apixaban, les ratios moyens
sont passés de 1,10 (0,91-1,61) avant CA a 1,02 (0,85-1,37) apres
avec p<0,001.

= Pour le sous-groupe traité par rivaroxaban les résultats du test de
dépistage sont passés de 1,30 (0,96-1,65) avant CA a 1,06 (0,92-
1,30) apres avec p=0,008.

= Les patients sous dabigatran ont vu leur TCA dépistage passer en

moyenne de 1,63 (1,10-2,14) avant CA a 0,97 (0.88-1,07) apres.

Test de confirmation : une différence significative a été observée (p<0,001)
entre les ratios moyens mesurés avant (u=1,24; (0,90-2,10)) et apres CA
(1=0,99 ; (0,80-1,67)) lorsque tous les AOD étaient étudiés ensemble. De

la méme fagon, cette différence significative a été confirmée dans les sous-
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groupes sous apixaban (p<0,001) et sous rivaroxaban (p=0,006) (voir

Tableau 3).

Les patients sous apixaban sont passés d’un ratio confirmation
moyen de 1,15 (0,90-2,10) avant CA a 0,98 (0,80-1,67) apres.

Pour ceux sous rivaroxaban les valeurs étaient de 1,30 (0,97-1,60)
avant CA et de 1,03 (0,85-1,25) aprées ajout utilisation du DOAC-
Stop.

Le sous-groupe traité par dabigatran a subi une diminution aprés
ajout de CA avec des ratios moyens avant de 1,68 (1,08-2,05) contre
0,98 (0,91-1,08) apres. Cependant, comme pour les tests précédents,
le faible effectif de ce groupe ne permettait pas de mettre en

évidence une différence statistiquement significative.

Ratio normalisé : aucun des échantillons n’avait un RN au-dela du seuil de

positivité que ce soit avant ou apres CA (voir Tableau 3). Cependant,

I’utilisation du CA a augment¢ significativement le RN (p<0,001 ; p=1,00
(0,78-1,13) avant CA et p=1,06 (0,84-1,19) apres CA) pour tous les AOD

ainsi que pour les sous-groupes apixaban et rivaroxaban, mais pas pour le

dabigatran dont I’effectif était toutefois tres faible. Cette augmentation du

RN n’a cependant engendré aucune différence d’interprétation.

Les ratios moyens pour le sous-groupe sous apixaban étaient de 1,00
(0,78-1,11) avant CA et de 1,07 (0,84-1,19) apres CA avec p<0,001.
Pour le sous-groupe sous rivaroxaban les valeurs du RN ¢étaient de
1,03 (0,93-1,13) avant CA et de 1,09 (1,01-1,19) apres CA avec
p=0,003.

Pour les patients sous dabigatran les résultats du RN TCA sont

passés de 0,98 (0,88-1,06) a 1,00 (0,97-1,04) apres CA.
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Figure 18 : TCA avant et aprés CA chez les patients sous AOD.

TCA dépistage n moyenne | intervalle | moyenne | intervalle p value
AVANT CA APRES CA
AOD 42 1,21 0,91-2,14 1,03 0,85-1,37 <0,001
Apixaban 28 1,10 0,91-1,61 1,02 0,85-1,37 <0,001
Rivaroxaban 1,30 0,96-1,65 1,10 0,92-1,30 0,008
Dabigatran 1,63 1,10-2,14 0,97 0,88-1,07 /
TCA confirmation n moyenne | intervalle | moyenne | intervalle p value
AVANT CA APRES CA
AOD 42 1,24 0,90-2,10 0,99 0,80-1,67 <0,001
Apixaban 28 1,15 0,90-2,10 0,98 0,80-1,67 <0,001
Rivaroxaban 1,30 0,97-1,60 1,03 0,85-1,25 0,006
Dabigatran 1,68 1,08-2,05 0,98 0,91-1,08 /
RN TCA n moyenne | intervalle | moyenne | intervalle p value
AVANT CA APRES CA
AOD 42 1,00 0,78-1,13 1,06 0,84-1,19 <0,001
Apixaban 28 1,00 0,78-1,11 1,07 0,84-1,19 <0,001
Rivaroxaban 1,03 0,93-1,13 1,09 1,01-1,19 0,003
Dabigatran 0,98 0,88-1,06 1,00 0,97-1,04 /

Tableau 3 : résultats des test TCA chez les patients anticoagulés avant et apres CA.
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IV) Discussion :

Dans cette étude portant sur les performances du charbon activé dans la neutralisation de
I’interférence des AOD sur les tests d’hémostase, nous avons étudi¢, dans un premier temps, les
possibles interférences du CA sur les tests d’hémostase sur 45 patients pour la recherche de LA,
38 pour la PS et 30 pour I’AT. Il a ét¢ démontré que le charbon activé n’interférait ni sur la mesure
de I’activité de la PS par technique chronométrique ni sur I’activité cofacteur de I’héparine (basée
sur I’activité anti-Ila), ce qui est en accord avec les différents résultats exposés dans la littérature

(28,29).

Concernant la recherche de LA, aucune interaction du CA sur les RN TCA et RN dRVVT des
patients témoins n’a été identifiée au cours de cette étude. Ces résultats corroborent les résultats
des études précédentes ne retrouvant pas d’impact du CA sur les RN de patients témoins non
anticoagulés (18,19,30-32). Cependant des variations apres ajout de CA se sont produites dans les
tests de dépistage et confirmation que ce soit pour le TCA (raccourcissement) ou le dRVVT

(allongement).

En effet, les ratios de dRVVT dépistage et confirmation ont augment¢ apres traitement du plasma
par DOAC-Stop. Un allongement des temps de coagulation suite a I’ajout de CA dans des plasmas
sans traitement par AOD avait déja été décrit dans d’autres études (24,24,31) mais le mécanisme

sous-jacent reste cependant incertain.

Exner et al.(19) suggerent que cet effet puisse étre attribué a 1’étape supplémentaire
d’ultracentifugation (1 min 7000G), pouvant s’apparenter a celle réalisée au cours de ce travail (2
min 11000G). Cependant Kesel et al.(31) retrouvent le méme effet malgré une centrifugation
standard (15 min , 2230 G). Une autre explication pourrait étre que le charbon activé adsorbe des
protéines procoagulantes endogenes affectant les tests de coagulation. Peu d'études ont évalué
l'effet du CA sur les facteurs de coagulation, toutefois Jacquemin et al.(33) n'ont trouvé aucune
différence dans les taux de facteurs VII, VIII et X apres ajout de celui-ci. Ceci parait logique
puisque les facteurs de coagulation et les inhibiteurs affectant les tests de coagulation ont des tailles
moléculaires > a 30 000 Da et ne devraient donc pas étre adsorbés par le CA. Néanmoins, deux
¢tudes (34,35) ont suggéré une diminution du TFPI (Tissue Factor Pathway Inhibitor), notamment

pour des concentrations de charbon activé supérieures a 18 mg/ml.
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Quant au TCA, les résultats obtenus dans ce travail montrent un raccourcissement des temps de
coagulation chez les patients témoins pour les tests de dépistage et de confirmation. La littérature
a ce sujet est plutdt contradictoire : tandis que certaines études (19,35) retrouvent au contraire un
allongement des temps de coagulation, 1’é¢tude de Al-Quawzai et al.(23) met en évidence un
raccourcissement des temps de coagulation du test TCA (Dade Actin FS (Siemens)) apres ajout
d’une pastille de DOAC-Remove. Les auteurs restent malgré tout flous concernant la cause de
cette modification du temps de coagulation et avancent I’hypothése d’une possible activation de
la coagulation. Par ailleurs, peu d’études ont été réalisées a 1’aide de tests TCA intégrés, ce qui

limite les comparaisons.

Les causes des variations obtenues pour la recherche de LA chez les patients sans traitement
anticoagulant apreés ajout de CA sont donc incertaines. Dans cette étude, 11% (5/45) des
¢chantillons témoins ont subi des modifications autour du seuil de positivité apres ajout de CA ce
qui a conduit a une discordance d’interprétation dans la recherche de LA pour 4% des échantillons
(1 s’est négativé et 1 s’est positivé) et ceci uniquement sur le voie du dRVVT. Bien que certaines
de ces variations aient ¢ét¢ a l’origine de modification d’interprétation, cela s’est produit
uniquement pour des valeurs tres proches du seuil de positivité et les variations restaient dans les
limites acceptables de reproductibilité. De plus ces discordances ne sont pas restreintes a notre
¢tude puisque d’autres publications ont mis en évidence des variations d’interprétations apres ajout
de CA chez des patients témoins (31,37). Nous pouvons donc en conclure qu’il n’y avait pas
d’impact clinique majeur li¢ a la présence du CA en lui-méme mais qu’il pourrait s’agir plutot de
variations liées aux méthodes employées. Ces données sont ainsi en accord avec les conclusions

de la plupart des études traitant de ce sujet (19,30,31,36).

Par conséquent, l'utilisation du CA dans la pratique de laboratoire de routine nécessite des
précautions et la connaissance de 1'état anticoagulant du patient au préalable est nécessaire puisque
I’utilisation du DOAC-Stop devrait étre limitée aux échantillons provenant de patients recevant

des AOD.

Dans un deuxiéme temps, nous avons ¢étudi¢ I’effet du CA sur les plasmas issus de patients

anticoagulés par AOD dans la recherche de LA.

Au cours de ce travail, le traitement du plasma par DOAC-Stop a conduit a une réduction de toutes
les concentrations en AOD en dessous du seuil de quantification, ce qui rejoint les conclusions

d’études précédentes démontrant I’efficacité du CA sur I’adsorption de I’apixaban, du rivaroxaban
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et du dabigatran plasmatique (19-21,23,30,37,38). Néanmoins, ’efficacité du CA pourrait étre
limitée par des concentrations importantes en AOD (>490 ng/ml en apixaban et rivaroxaban)
(37,39). Cela n’a pas ¢té le cas dans ce travail étant donné que les plus fortes concentrations
¢tudiées pour I’apixaban et le rivaroxaban étaient respectivement de 284 ng/ml et 167 ng/ml. Des
¢tudes complémentaires intégrant des concentrations en AOD plus importantes pourraient étre

intéressantes afin de documenter cette limite potentielle dans I’utilisation du CA.

Chez les patients anticoagulés par AOD, I’utilisation du CA a entrainé une diminution significative
dans la mesure de 1’activité de la PS (94% avant CA, 70% apres CA, p<0.001). Ces résultats sont
cohérents avec ceux retrouvés dans différentes études ayant étudié la capacité du charbon a lever

les interférences liées a la présence d’AOD sur le dosage de la PS par technique chronométrique

(27,29,40).

L’utilisation du DOAC-Stop s’est ¢galement avérée efficace sur le dosage de I’AT par méthode
basée sur I’inhibition de la thrombine dans le groupe traité par dabigatran. Effectivement, apres
ajout de CA une diminution de I’activité mesurée (103% avant et 91% apres CA) a pu étre
observée, bien que cette diminution ne soit pas statistiquement significative. En effet, le faible
nombre d’échantillons inclus (n=5) au cours de cette étude n’a pas permis d’avoir un effectif
représentatif. Contrairement aux résultats de des études de Favresse et al.(20) et de Zabczyk et
al.(26), n’ayant obtenu aucune différence significative apres traitement par CA, les échantillons
utilisés dans ce travail contenaient des concentrations beaucoup plus importante en dabigatran : en
moyenne 158,6 ng/ml contre 73,5 ng/ml (20) et 71 ng/ml (26). Des études supplémentaires
intégrant un nombre de patients plus important traités par dabigatran permettraient de confirmer

la diminution significative de I’AT apres utilisation du CA.

Des différences significatives ont été retrouvés entre les échantillons sous AOD avant et aprés CA
pour I’intégralité des tests utilisés dans la recherche de LA. Le CA a permis ainsi de négativer 80%
des FP sous AOD en dRVVT dépistage, 60% des FP en RN dRVVT et 69% des FP en TCA
dépistage. Au total, cela a permis de normaliser 60% des FP en LA sous AOD (plus fréquemment

sous rivaroxaban et dabigatran) et cela essentiellement sur la voie du dRVVT.

Parmi les 6 patients demeurés positifs en RN dRVVT apres ajout de CA, cinq présentaient une
infection au virus SARS-CoV-2 pouvant entrainer la présence de LA transitoire (41,42), et un
patient sous apixaban était suivi pour un carcinome bronchique pouvant également positiver

transitoirement la recherche de LA (43).
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Il ne nous a pas été possible, dans cette étude, de recueillir des données relatives a des examens de

controle du LA a 12 semaines, ainsi que préconisé par I’ISTH (8), pour ces sept patients.

Ces résultats sont treés similaires a ceux retrouvés dans 1’étude de Novelli et al.(32) ou le CA a
permis d’éliminer 58% des FP sous AOD (principalement sous rivaroxaban), cependant la CA a
¢galement entrainé des positivités dans la recherche de LA chez 8% des patients (principalement

sous apixaban) ce qui n’a pas ¢été le cas dans ce travail.

Il a également été noté, au cours de cette étude, un augmentation des RN TCA apres ajout du CA,
toutefois sans impact sur I’interprétation du test. Ainsi deux hypotheses peuvent expliquer cette
augmentation : tout d’abord, la présence d’AOD pourrait impacter préférentiellement le test de
confirmation cephen plutdt que le test de dépistage cephen LS, ce qui conduirait a une 1égére sous-
estimation du RN TCA sous AOD. La seconde hypothese serait que 1’étape d’ultracentrifugation
supplémentaire, avant ajout du CA, interférerait avec les tests TCA de sorte que les RN TCA
augmenteraient indépendamment de 1’ajout de celui-ci. Cette derniere hypothése semble peu
probable puisqu’aucune modification significative sur les RN TCA n’a été identifiée chez les

patients témoins au cours de cette étude, méme si certains travaux ont montré le contraire (19).

Pour conclure, lorsque le CA est utilisé aux doses recommandées par le fournisseur, comme dans
cette étude, il semble sans impact clinique sur les tests de coagulation du bilan de thrombophilie.
Par ailleurs, I'utilisation du dispositif DOAC-Stop s’est montrée efficace pour lever les
interférences liées a la présence d’AOD en normalisant les résultats dans plus de la moitié des cas
pour le LA, et en réduisant en moyenne de 20% les valeurs pour la PSa et de 9% pour I’AT. Ainsi
il permettrait la normalisation des tests de coagulation sous AOD lorsque le traitement est compris
dans les zones thérapeutiques. Cependant les échantillons demeurant positifs au LA aprés CA
doivent étre interprétés avec précaution et systématiquement €tre recontrolés a distance de toute

anticoagulation.

Cette étude comporte néanmoins des limites : tout d’abord I’effectif étudié pour les patients
anticoagulés était relativement faible, principalement pour ceux sous dabigatran (n=5) et
rivaroxaban (n=9). Un simple dépistage des AOD a été réalisé avant CA et non une mesure précise
de ces anticoagulants, ainsi les résultats ne peuvent pas étre pondérés par rapport a I’effet dose
dépendant des AOD sur les tests d’hémostase. De plus, un seul lot de de chaque réactif a été utilisé
au cours de cette étude et des expérimentations sur une période et un effectif plus important
pourraient permettre de conforter nos résultats. Enfin seul le dispositif DOAC-Stop a été étudié,

ce qui ne permet pas de généraliser ces résultats a tous les dispositifs a base de CA
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V) Conclusion :

Ce travail a permis de démontrer la pertinence du CA dans le cadre du bilan de thrombophilie des
patients sous AOD : en effet, son utilisation pourrait permettre, dans des cas complexes, d’éviter
des switchs d’anticoagulation (16). L’efficacité du CA a lever les interférences des AOD sur la
mesure de la PSa et de I’AT s’est montrée sans équivoque. Toutefois, la recherche de LA demeure
plus complexe et I’interprétation des résultats obtenus doit étre précautionneuse et limitée aux
patients traités par AOD. Enfin, malgré 1’efficacité et le complément adéquat que peut apporter un
tel dispositif au laboratoire, son utilisation reste cependant chronophage et onéreuse, rendant

compliquée son utilisation de maniére systématique.
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Le but de cette étude était de déterminer si le dispositif DOAC-Stop pouvait permettre d’effectuer une
recherche de LA ainsi que le dosage de PSa et d’AT chez des patients sous AOD, sans pour autant interférer
sur ces tests. Le CA a permis de réduire les concentrations en AOD en dessous des limites de quantification
pour tous les échantillons. Concernant les patients non anticoagulés : aucune différence significative n’a
été observée pour les RN (TCA et dRVVT), la PSa et I’AT entre les résultats avant et apres ajout de CA.
Pour les patients sous AOD : une différence significative a été observée pour les tests de coagulation et
’utilisation du CA a réduit de 60% les FP sous AOD. Notre ¢tude suggere que 1’utilisation du DOAC-Stop
pourrait permettre de faciliter 1’interprétation des bilans de thrombophilie lorsque les patients sont traités
par AOD, cependant il doit étre utilisé avec précaution. En effet, des résultats erronés de LA peuvent
survenir chez les patients non-anticoagulés et tous les résultat positifs sous AOD doivent étre contrdlés a

distance d’un traitement anticoagulant.

The aim of this study was to determine whether DOAC-Stop (DS) could allow laboratories to perform lupus
anticoagulant screening, protein S and AT activities in clot-base assays in patients receiving DOACs
without nonspecific effect on coagulation parameters. DS reduced DOACs concentration below the lower
limit of quantification. For nonanticoagulated patients : no significant difference in normalized LA ratio
results (aPTT and dRVVT) and in PS testing and AT activities were observed before and after addition of
activated charcoal. For anticoagulated patients: a statistically significant difference was found for
coagulation screening and DOAC-Stop reduced the false positivity for lupus anticoagulants observed on
DOAC-containing plasma in 60%. Our study suggests that DOAC-Stop should facilitate the interpretation
of thrombophilia screening test in patients taking DOAC but it must be used with care. Indeed, erroneous
LAC results in non-DOAC containing sample may occur and all positif result with DOACs must be control

without anticoagulation treatment.

Mots clés: DOAC, lupus anticoagulant, activated charcoal, protein S, antithrombin, DOAC-Stop,
aPTT, dRVVT




