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GENERALITES

Le lupus anticoagulant (LA) est un inhibiteur acquis de la coagulation,
faisant partie de la famille hétérogene des auto-anticorps dirigés contre les
phospholipides ou les protéines associées aux phospholipides.

Découvert sur un bilan d’'hémostase, sa présence doit toujours faire I'objet
d’un suivi biologique aprés 12 semaines, et dans un délai maximal de 5 ans
(1). En effet, une présence transitoire dans le plasma est fréquemment
rencontrée, sans étre impliquée dans des évenements thromboemboligues.
A l'inverse, une présence persistante dans le temps peut aboutir a des
thromboses vasculaires ou a des complications obstétricales.

La présence d’un lupus anticoagulant persistant, associé a certains critéres
cliniques, permet de poser le diagnostic du syndrome des anti-
phospholipides (SAPL), une maladie auto-immune reconnue comme l'une
des étiologies de thrombophilie acquise.

Le manque de standardisation de certains tests, la composition des
différents réactifs commercialisés ainsi que I’'hétérogénéité du LA, sont
sources de difficultés pour sa recherche, amenant diverses instances
scientifigues a émettre des recommandations pour homogénéiser les

pratiques (2).

Les discordances biologiques pouvant étre observées au cours des tests
de détection du LA, ajoutent une complexité supplémentaire a

I'interprétation du bilan.



Cette étude porte sur la description de deux types de discordances
fréiguemment rencontrées, impliquant le dRVVT (dilute Russel’s Viper
Venom Time) et le Staclot-LA, qui sont des tests chronométriques basés sur

leur dépendance aux phospholipides.

L'objectif de cette étude consiste en |’‘établissement de profils clinico-
biologiques des patients qui ont présenté un LA persistant et une
discordance dRVVT/Staclot-LA, permettant ainsi d’apporter un
éclaircissement sur l'implication clinique de ces discordances.
Sont-elles des anomalies biologiques artéfactuelles ? Ou peuvent-elles

correspondre a une entité clinico-biologique du SAPL ?

1. Le lupus anticoagulant

Le LA a été découvert en 1952, par Conley et Hartmann, chez deux patients
lupiques, présentant des épisodes hémorragiques (3). L'appellation “lupus
anticoagulant”, a premiére vue appropriée lors de cette découverte, fait
I'objet d'un paradoxe. En effet, une relation avec des évenements
thrombotiques fut établie en 1963 (4), et un lien avec des complications
obstétricales fut observé en 1980 (5). De plus, la présence du LA a été
constatée dans d’autres situations cliniques, n‘impliquant pas un
lupus. Toutefois, |'appellation « lupus anticoagulant » a été gardée, le
terme anticoagulant faisant référence a la capacité du LA a allonger certains

tests de coagulation, dépendants des phospholipides.



Les phospholipides, provenant en partie de l'activation des plaquettes et
des cellules vasculaires |ésées, sont essentiels au processus de coagulation.
En effet, les différents complexes enzymatiques de la coagulation
(complexe facteur tissulaire - facteur VII activé de la voie extrinseque,
complexe ténase, et complexe prothrombinase) se font a la surface des

phospholipides des plaquettes activées.

Les tests de coagulation ayant des réactifs pauvres en phospholipides, sont
directement impactés par les LA, qui par interaction avec les phospholipides
du test, allongent les temps de coagulation : c’est le principe des tests de
dépistage du LA. A l'inverse, une grande concentration de phospholipides
ne permet pas aux LA d’induire un phénomene anticoagulant : c’est le

principe des tests de confirmation utilisés dans la détection du LA.

L'activité du LA réside dans la formation d’anticorps dirigés contre des
phospholipides anioniques ou contre des protéines associées aux
phospholipides, appelées "cofacteurs".

Malgré les connaissances acquises sur les anticorps anti-phospholipides
(aPL) au cours des dernieres années, les épitopes précis avec lesquels les
LA réagissent sont encore mal connus, cependant, il semblerait que les
cofacteurs, tels que la B2GP1 (béta 2 glycoprotéine 1) et la prothrombine,
soient des cibles majeures des aPL, notamment de certains LA (6,7).

En effet, les LA dépendants de la B2GP1 sont davantage associés a des
évenements thrombotiques, contrairement aux LA indépendants de la

B2GP1 (8). De plus, les rares manifestations hémorragiques observées dans



le cadre d’un SAPL concernent le plus souvent des patients présentant une
thrombopénie sévere ou des patients porteurs d’'un LA avec une activité
anti-prothrombine, capable d’induire une augmentation de la clairance de
la thrombine, provoquant une hypoprothrombinémie responsable du

saignement (9,10).

Bien que I'implication de certaines cellules régulatrices de I'hémostase et de
la réponse inflammatoire soit décrite dans la littérature (11,12), les

mécanismes physiopathologiques du SAPL restent encore mal connus.

La recherche d’anticorps anti-phospholipides doit faire l'objet d'un suivi
biologique espacé d’au moins 12 semaines apres le premier prélevement,
et dans les 5 ans a la suite d'une manifestation clinique (1). En effet, la
présence d'un LA non controlé selon les délais recommandés n’a aucune
valeur diagnostique, car une présence transitoire d'un LA est souvent
observée dans diverses situations réactionnelles (syndrome inflammatoire,
certains médicaments, infection...), sans que cela implique un risque

thrombotique et/ou de complications obstétricales.

Ainsi, la présence persistante d’un LA est un facteur décisif dans la prise en
charge d’un patient : traiter a tort un patient avec des anticoagulants
entraine un risque hémorragique, alors qu’une abstention thérapeutique
peut avoir comme conséquence, une augmentation du risque des récidives

thrombotiques.



En raison de la diversité des aPL, I'ISTH (International Society on
Thrombosis and Haemostasis) recommande une exploration biologique
complete des aPL reconnus comme pathogénes dans le SAPL : le LA, les
aCL (anticorps anti-cardiolipine) et les aB2GP1 (anticorps anti-béta 2
glycoprotéine 1) (13).

De plus, certains profils biologiques sont plus a risque thrombotique que
d’autres : une triple positivité des anticorps (LA +, aCL +, aB2GP1 +) est
associée a un risque thrombotique majeur, comparé a une simple positivité

de I'un de ces trois aPL (14).

Compte tenu de I’'hétérogénéité des méthodologies, des réactifs utilisés et
de leurs performances, il est important de réaliser le dépistage et le suivi
dans un méme laboratoire expérimenté et avec les mémes méthodologies
(2). En effet, les tests disponibles ne sont pas toujours standardisés, ce qui

a pour conséguence une variabilité inter-laboratoire au niveau des résultats.

2. Diagnostic du SAPL

Le SAPL se caractérise par des manifestations thrombotiques et/ou
obstétricales, associées a des auto-anticorps persistants dirigés contre des
phospholipides ou des protéines associées aux phospholipides.

Les criteres diagnostiques du SAPL, dits de Sapporo, furent élaborés en
1998, au 8eme symposium international sur les aPL. IIs furent révisés a
Sydney en 2004, puis publiés comme consensus en 2006, rappelés ci-

dessous (1,15) :



Tableau 1 : Criteres de Sapporo

A Critéres cliniques

1 Thrombose vasculaire
Présence d'un ou plusieurs épisodes de thrombose veineuse, artérielle ou des petits vaisseaux
dans n'importe quel tissu ou organe*. La thrombose doit étre confirmée par un examen
d’imagerie validé (dans le cadre d’une stratégie de diagnostic validée) et/ou histologique.

2 Criteres obstétricaux
(a) au moins un déceés inexpliqué d'un feetus morphologiquement normal a un terme de 10
semaines d’'aménorrhée au moins, avec une morphologie foetale normale en échographie ou a
I'examen clinique du feetus ;
Ou (b) Une ou plusieurs naissances prématurées d’'un nouveau-né morphologiquement normal
avant un terme de 34 semaines d’aménorrhée en raison : (i) d’'une éclampsie ou d'une pré-
éclampsie sévére ou (ii) d'une autre cause de signes reconnus d'insuffisance placentaire ;
Ou () Trois ou plus avortements spontanés successifs avant un terme de 10 semaines
d'aménorrhée, aprés exclusion d'une anomalie anatomique ou hormonale maternelle, et d’'une
anomalie chromosomique maternelle ou paternelle.

B Critéres biologiques a au moins deux reprises a 12 semaines d'intervalle

1 Présence d'un anticoagulant circulant de type lupique, détecté selon les
recommandations de I'International Society on Thrombosis and Haemostasis (cf paragraphe
2.4);

2 Présence d'lgG ou d'IgM anti-cardiolipine (ACL) dans le sérum ou le plasma, a un titre
modéré ou élevé (> 40 GPL ou MPL, ou >99¢™¢ percentile), mesuré par un test ELISA standardisé

3 Présence d'lgG ou d'IgM anti-B2 glycoprotéine 1 dans le sérum ou le plasma, & un titre
>99¢me percentile, mesuré par un test ELISA standardisé.

* Chez l'adulte, la survenue d'une thrombose veineuse superficielle n'est cependant pas
considérée comme un événement permettant de définir un SAPL

Des nouveaux criteres de classification ont été proposés par Barbhaiya et
al., incluant de nouveaux critéres cliniques et une réduction du délai du suivi
biologique, a 3 ans au lieu de 5 ans (16).

Par ailleurs, des technigques immunologiques plus récentes, telles que la
chimioluminescence, peuvent étre utilisées dans le diagnostic biologique
des aCL et des aB2GP1, toutefois, l'expression des valeurs n’est pas
comparable aux tests ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

conventionnels (15).



Deux types de SAPL sont a distinguer : le SAPL primaire, qui survient chez
les patients exempts de pathologie auto-immune, et le SAPL secondaire,
associé a une pathologie auto-immune.

Le SAPL secondaire est rencontré chez environ 20% des patients lupiques

et I'incidence de thrombose est plus élevée dans cette population (15).

3. Les autres anticorps anti-phospholipides

Hormis le LA, la détection des aPL s’effectue par des tests immunologiques.
On retrouve parmi les auto-anticorps dirigés contre les phospholipides
anioniques : les anti-cardiolipines, les anti-phosphatidylinositol, les
anti-acides phosphatidiques et les anti-phosphatidylsérine.

Les anti-phosphatidyléthanolamine font partie des auto-anticorps dirigés
contre les phospholipides neutres.

Enfin, les protéines associées aux phospholipides constituent les cibles
majeures des aPL, parmi lesquelles on retrouve la B2GP1l, et la

prothrombine.

3.1. Les anticorps anti-cardiolipines

En 1952, Moore et al. ont décrit deux cas de jeunes patientes atteintes de
pathologies auto-immunes et présentant une sérologie syphilitique
dissociée : VDRL (Venereal Disease Research Laboratory) positif, THPA
(Treponema Pallidum Hemagglutinations Assay) négatif (17). Cette
interférence analytique est imputable au réactif du VDRL, extrait du coeur

de beeuf contenant de la cardiolipine, et a permis la découverte des aCL.



Les aCL reconnaissent les différents phospholipides anioniques (la
cardiolipine, le phosphatidylinositol, les acides phosphatidiques et la
phosphatidylsérine), ainsi que les protéines associées aux phospholipides,
comme la B2GP1.

Plusieurs types d’aCL peuvent étre décrits, sans que les techniques actuelles
ne puissent les distinguer (18) :

« Les aCL reconnaissant la cardiolipine, de facon indépendante a la
B2GP1, appelés les “vrais aCL” : ils ne sont pas considérés comme
étant thrombogénes et sont présents de fagon transitoire, notamment
au cours d’épisodes infectieux.

o Les aCL reconnaissant le domaine I de la B2GP1. Cette catégorie
dépendante de la B2GP1, expose a un risque thrombotique et peut

étre rencontrée chez les patients présentant des SAPL.

3.2. Les anticorps anti-p2GP1

La B2GP1 ou apolipoprotéine H est une glycoprotéine de la superfamille des
protéines régulatrices du complément, synthétisée par le foie. Leur
structure en chaine polypeptidique est constituée de 5 domaines. Lors d’une
stimulation cellulaire, la B2GP1 passe d’'une conformation circulaire de faible
affinité aux phospholipides anioniques, a une conformation ouverte en
forme hamecon. La liaison aux phospholipides anioniques s’effectue par le
domaine V, et entraine I'exposition d’un épitope cryptique du domaine I,
cible des anticorps aB2GP1 (19). Ces anticorps vont entrainer la
dimérisation de la B2GP1, permettant d’augmenter l'affinité pour les

phospholipides anioniques. Ainsi, seuls les aB2GP1 dirigés contre le



domaine I de la B2GP1 seraient fortement associés a un risque

thrombotique (18,20).

3.3. Les anticorps anti-phospholipides non

conventionnels

Les aPL non conventionnels ne font pas partie des critéres diagnostiques du
SAPL, bien que plusieurs études fassent état d’une corrélation avec des
manifestations cliniques du SAPL.

Parmi les aPL non conventionnels, on distingue : les anticorps anti-
phosphatidyléthanolamine (anti-PE), les anticorps anti-prothrombine (anti-
PT), les anticorps anti-phosphatidylsérine/anti-prothrombine (anti-PS/PT),

et les anticorps anti-annexine V.

Les anti-PS/PT ont été reconnus comme étant corrélés a la présence d'un
LA dans plusieurs études (21,22) et leur dosage immunologique n’étant pas
influencé par la prise d’anticoagulants, ils apparaissent comme un marqueur
biologique de substitution intéressant du LA (23). Par ailleurs, les anti-
PS/PT sont mis en lumiére dans un score prédictif du risque thrombotique,
le « GAPSS score » (Global Anti-Phospholipid Syndrome Score), outil
clinigue mis en place en 2013, permettant de stratifier les patients selon

leur risque thrombotique (24).



4. Exploration biologique du lupus anticoagulant

Le diagnostic biologique du SAPL est complexe car aucun test ne permet a
lui seul de détecter tous les anticorps anti-phospholipides (25).

La recherche du LA se fait par l'intermédiaire de plusieurs tests de
coagulation, dépendants des phospholipides, afin d’exploiter la
caractéristique anticoagulante in-vitro des LA. En effet, il existe une
compétition entre le LA et les facteurs de coagulation vitamino-K
dépendants, au niveau du site de liaison des phospholipides anioniques,
venant perturber certains tests de coagulation dépendants des

phospholipides.

Selon les recommandations de I'ISTH, le diagnostic biologique doit reposer
sur trois étapes essentielles (13):

. L'étape du dépistage, reposant sur l'utilisation de deux tests basés
sur des techniques différentes, avec des réactifs contenant une faible
concentration de phospholipides.

« L'étape du mélange, avec le calcul de l'indice de Rosner.

. L'étape de confirmation, réalisée uniquement en cas de dépistage
positif et utilisant un test de méme principe que celui qui a été positif
au dépistage, avec des réactifs contenant une forte concentration de

phospholipides.

Un seul test de dépistage suffit pour suggérer la présence d’'un LA et un seul

test de confirmation suffit pour I'affirmer.
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4.1. Tests de dépistage

L'utilisation de deux tests reposant sur des principes différents est

préconisée selon I'ISTH (13).

Afin de mettre en évidence un allongement des tests de coagulation
dépendants des phospholipides, les réactifs utilisés dans le dépistage
doivent comporter une faible concentration de phospholipides. Les deux
tests a utiliser en priorité sont le dRVVT Screen, et un TCA (Temps de
céphaline activée) sensible a la présence d’un LA tel que le PTT-LA (Temps

de thromboplastine partielle-Lupus anticoagulant) (13).

Le dRVVT Screen est le premier test a étre considéré dans le dépistage du
LA, en raison de sa spécificité et de sa robustesse. En effet, c’est la méthode
de dépistage la plus spécifique chez les patients a haut risque thrombotique
(26). Toutefois, sa sensibilité est moindre par rapport au PTT-LA,
notamment pour les LA de faible intensité (27).

La technique du dRVVT s’appuie sur la capacité d’'une endopeptidase du
venin de vipére Russel, a activer directement le facteur X et permet ainsi
de s’affranchir de toute anomalie de la coagulation en amont de ce facteur
(anomalies touchant la phase contact et les facteurs VIII, IX, XI et VII).
Ainsi, ce test évalue sélectivement le temps de conversion de la

prothrombine en thrombine, par le facteur V activé et le facteur X activé.
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4.2. Test du mélange : Rosner

Le test de Rosner, ou test du mélange, consiste a mélanger volume a
volume, le plasma du patient avec un plasma normal. Le plasma normal est
constitué d’un pool de plasmas humains normaux, fourni par le fabricant.
Le calcul de l'indice de Rosner (IR), permet de mettre en évidence un effet

inhibiteur en cas d’absence de correction du temps de coagulation.

4.3. Tests de confirmation

Les deux tests pouvant étre utilisés sont le dRVVT Confirm, avec le calcul
du ratio normalisé, et le Staclot-LA. Ces tests permettent de confirmer la
nature anti-phospholipidique de l'inhibiteur. Pour mettre en évidence la
nature anti-phospholipidique des LA, les réactifs utilisés dans ces tests de
confirmation doivent comporter une forte concentration en phospholipides,
permettant de saturer les auto-anticorps, et ainsi normaliser ou diminuer

les temps de coagulation.

Le dRVVT Confirm est de méme principe que le dRVVT Screen, avec pour
seule différence, la concentration en phospholipides. Le calcul du ratio

normalisé du dRVVT est essentiel pour affirmer la présence d’un LA.

La technigue du Staclot-LA, décrite par Triplett en 1993, explore de la méme
facon que le PTT-LA, la voie du TCA. Rauch et al. ont suggéré que les LA
interagissent a 37 °C avec les phospholipides ayant une conformation
hexagonale (28). Cette caractéristique est exploitée par la technique du
Staclot-LA qui utilise des phospholipides de type phosphatidyléthanolamine

en phase hexagonale, reconnus par le LA.
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MATERIELS ET METHODES

Cette étude a été approuvée par le comité d’éthique du centre hospitalier
universitaire (CHU) d’Angers, France (n°2022-027), et enregistrée a la
commission nationale de l'informatique et des libertés (CNIL) sous la

référence ar22-0008 le 21/01/2022.

1. Population étudiée

L'étude menée est rétrospective, sur une période s’étendant du ler janvier
2011 au 31 décembre 2021, soit onze années.
En dehors de la recherche des aPL non conventionnels, les analyses
recueillies lors de cette étude ont été réalisées au laboratoire du CHU
d’Angers.
Les dossiers sélectionnés devaient avoir un LA persistant, et présenter au
moins une discordance dRVVT/Staclot-LA, décrites ci-dessous :

e La discordance ratio dRVVT normalisé < 1,20 et Staclot-LA > 8

secondes.

e La discordance ratio dRVVT Screen < 1,20 et Staclot-LA > 8 secondes.

Ont été exclus de I'étude :
- Les patients ayant présenté un LA transitoire,
- Les patients n‘ayant pas fait I'objet d’un suivi biologique espacé d’un

minimum de 12 semaines et dans un intervalle maximal de 5 ans,
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- Les patients ayant recu une thérapeutique antithrombotique non
compatible avec les analyses réalisées : AOD (anticoagulants oraux
directs), AVK (anti-vitamines K) avec INR (Index Normalized Ratio) >

3 et héparine avec activité anti-Xa > 0,8 UI/mL.

1.1. Conditions pré-analytiques

Les prélevements de sang doivent se faire dans des tubes en plastique ou
verre siliconé, sur solution de citrate trisodique 0,109 M : soit un volume
de citrate pour 9 volumes de sang.

Une double centrifugation est recommandée afin d’obtenir un plasma
pauvre en plaquettes. En effet, si le plasma n’est pas suffisamment
déplaquetté, les phospholipides apportés par les plaquettes sont
susceptibles de neutraliser une partie des aPL de |'échantillon.

La premiére centrifugation se fait pendant 15 min a 2500 g, puis le
surnageant plasmatique est prélevé et centrifugé 15 minutes a 2500g. Le
nombre de plaquettes résiduelles doit étre inférieur 10 000/mm?3. Lorsque
ces conditions sont respectées, le plasma peut étre conservé 4h a 20 +/-
5°C, pendant 1 mois a - 20 °C, et 6 mois a - 70°C.

Le processus de décongélation doit se faire au bain-marie a 37°C pendant
5 minutes, puis le plasma doit étre vortexé avant de lancer I'analyse.

Le transport de I’échantillon du site de prélevement au laboratoire doit se

faire a température ambiante.
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1.2. Conditions analytiques

Les recherches de LA ont été effectuées au sein du laboratoire d’'hémostase
du CHU d’Angers, avec des méthodes de diagnostic identiques au cours de
la période observée. Des contrbles de qualité interne sont réalisés a chaque
série, et le laboratoire d’hémostase participe a un programme de controles
de qualité externe.

Les analyses doivent se faire sur un plasma citraté frais ou congelé, et le
délai d’analyse aprés préparation est de 4 heures.

Les seuils de positivité des tests dRVVT et Staclot-LA sont établis selon les
normes fabricant et ceux du test PTT-LA sont établis a partir d'un pool de

plasma humain témoin (Pool Norm®, Diagnostica Stago).

1.2.1. PTT-LA

L'automate utilisé pour la mesure du PTT-LA est le STAR Max et le coffret
utilisé est le PTT-LA (Diagnostica Stago). Le plasma du patient est mélangé
au réactif PTT-LA, contenant de la silice comme activateur.
Aprés une étape d’incubation de 4 minutes a 37°C, le CaCl. est ajouté afin
de démarrer le test de coagulation.
Le résultat comporte trois parametres :

e Le PTT-LA malade en secondes,

e Le PTT-LA témoin en secondes

e Le ratio PTT-LA

PTT-LA malade (secondes)
PTT- LA témoin (secondes)

Ratio PTT-LA =
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Un ratio PTT-LA < 1,30 n’est pas en faveur d’une présence d’un LA.
Le résultat doit toutefois étre confronté a celui du dRVVT Screen.

Un ratio PTT-LA > 1,30 est en faveur d’une présence d’un LA.

1.2.2. Test du mélange : Rosner

Le test du mélange s’effectue selon le méme principe que le test PTT-LA, a
partir du plasma du patient a la dilution 2, dans un pool de plasma témoin,
appelé Pool Norm® (Diagnostica Stago).
Le résultat comporte trois parametres :

e Le Rosner Témoin (PTT-LA témoin en secondes),

o Le Rosner Malade + Témoin (PTT-LA mélange en secondes)

o Indice de Rosner (IR)

PTT- LA mélange(secondes) — PTT-LA Témoin (secondes) 1
= X

IR
PTT-LA malade (secondes)

00

Un IR < 13 % témoigne d’une correction du temps de coagulation et est en
faveur d’un déficit en facteur de la coagulation.

Un IR > a 13 % est le signe d'une absence de correction du temps de
coagulation et est en faveur d’un inhibiteur de la coagulation. Toutefois, un

résultat > a 13 % n’est pas indispensable au diagnostic biologique du LA.

1.2.3. dRVVT

L'automate utilisé pour calculer les temps de venin vipére Russel dilué
(dépistage et confirmation) est le STAR Max. Le coffret utilisé est le dRVVT

Screen et Confirm (Diagnostica Stago).
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Les réactifs contiennent du venin de vipéere Russell, des phospholipides, du
calcium, et un inhibiteur de I'héparine pouvant inhiber des taux d’anti-Xa
héparine jusqu'a 0,8 UI/mL.
Le plasma du patient est incubé 4 minutes a 37°C avec le réactif dRVVT
(Screen ou Confirm). Le test dRVVT Confirm s’effectue a la suite d’un
résultat positif du dRVVT Screen et sur le méme échantillon.
Les résultats comportent plusieurs parametres :

e« Le dRVVT Screen ou Confirm du témoin en secondes,

e Le dRVVT Screen ou Confirm du malade en secondes,

e Le ratio du dRVVT Screen

e Le ratio du dRVVT Confirm

e« Le ratio Normalisé

dRVVT Screen malade (secondes)
dRVVT Screen témoin (secondes)

Ratio dRVVT Screen =

dRVVT Confirm malade (secondes)
dRVVT Confirm témoin (secondes)

Ratio dRVVT Confirm =

Ratio dRVVT Screen
Ratio dRVVT Confirm

Ratio dRVVT normalisé =

En cas de ratio dRVVT normalisé = 1,20 avec un TP (temps de
prothrombine) < 60 %, I'analyse est relancée avec une dilution au 2, sauf

en cas de facteurs II, V et X normaux.

Un ratio dRVVT Screen < 1,20 n’est pas en faveur d’une présence d’un LA.

Son résultat doit toutefois étre confronté a celui du PTT-LA.
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Un ratio dRVVT Screen > a 1,20 est en faveur d'une présence d’un LA. Les
explorations doivent se poursuivre par le test de confirmation dRVVT

Confirm.

Le calcul du ratio dRVVT normalisé est essentiel pour confirmer la nature
anti-phospholipidique de I'anticoagulant circulant :

Un ratio normalisé > 1,20 affirme la présence d’un LA.

A l'inverse, un ratio normalisé < 1,20 n’affirme pas la présence d’un LA. Si
le test de dépistage PTT-LA était positif, un second test de confirmation peut

étre réalisé : le Staclot-LA.

1.2.4. Staclot-LA

L'automate utilisé pour calculer les temps de coagulation est le Star 4,
suivant le programme Staclot-LA. Le coffret utilisé est le Staclot-LA
(Diagnostica Stago).

L’'analyse se fait au sein de deux cupules dans le Star 4, préalablement
incubées a 37°C. Dans la premiere, on y mélange le plasma du patient avec
une solution tampon. Dans la seconde, on y mélange le plasma du patient
avec un réactif contenant des phospholipides de type
phosphatidyléthanolamine, disposés en phase hexagonale.

Au cours de I'étape d’incubation a 37°C, un plasma humain normal et un
inhibiteur de I’'héparine sont mélangés dans les deux cupules.

A la fin de I'étape d’incubation, de la céphaline et un activateur particulaire

(silice) sont mélangés dans les deux cupules.
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Aprés une seconde incubation a 37°C, du CaCl, est mélangé dans les deux
cupules afin de démarrer le test de coagulation. Un temps de coagulation
de la deuxiéme cupule supérieur a la la premiere cupule n‘a pas de
signification particuliere. En revanche, une diminution du temps de
coagulation de la deuxieme cupule > 8 secondes, par rapport a celui de la
premiere cupule, témoigne d’une neutralisation des anticorps anti-

phospholipide de type lupique.
T1 — T2 2 8 secondes : Staclot-LA positif.

1.3. Exploration biologique des autres

anticorps anti-phospholipides

Les dosages des anticorps IgM et IgG aCL et aB2GP1 ont été réalisés au
CHU d’Angers, par une technique d'immunochimiluminescence (ACL
AcuStar®, Werfen) depuis le 05/09/2016, avec un seuil de positivité a 20,1
UI/mL. Avant cette date, une technique ELISA était utilisée, dont les seuils
de positivités étaient fixés a 10 UI/mL.

Les dosages des anticorps non conventionnels ont été réalisés a I'hopital
Saint-Antoine de |'Assistance Publique - HOpitaux de Paris, par une
technique d'immunoenzymologie.

Les seuils de positivité sont fixés a 31 UI/mL pour les anticorps anti-
phosphatidylsérine/anticorps anti-prothrombine, > 18 UI/mL pour les
anticorps anti-phosphatidyléthanolamine et > 18 UI/mL pour les anticorps

anti-annexine V.
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1.4. Choix des tests

D’aprés |'arbre décisionnel utilisé au CHU d’Angers, |'algorithme de

I’'exploration biologique se fait de la maniére suivante :

Tests de dépistage :
dRVVT Screen

PTT-LA

PTT-LA- PTT-LA- PTT-LA + PTT-LA +
dRVVT Screen - dRVVT Screen + dRVVT Screen - dRVVT Screen +
dRVVT Confirm avec dRVVT Confirm avec
LA négatif calcul du ratio Staclot-LA calcul du ratio
normalisé normalisé
Ratio normalisé Ratio normalisé Ratio normalisé Ratio normalisé
du dRWT - du dRWVT + Staclot-LA - Staclot-LA + du dRVVT - du dRVVT +
LA négatif LA positif LA négatif LA positif Staclot-LA LA positif
Staclot-LA - Staclot-LA +
LA négatif LA positif
rmalisé - /Staclot +

Figure 1 : Algorithme décisionnel des différents tests chronométriques du LA et leurs interprétations.

1.5. Recueil de données

Les données cliniques et thérapeutiques ont été collectées sur le logiciel
LOGON®, le systeme d’information médicale et de soins utilisé au CHU

d’Angers.
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Les données recueillies concernaient :

- L'age, le sexe,

- Les services prescripteurs,

- Les antécédents personnels du patient,

- La présence d'une pathologie ou de manifestations auto-immunes,

- La présence d'un épisode inflammatoire en cours (épisode
thrombotique, épisode infectieux, chirurgie...),

- En cas d’événement thrombotique : La localisation de la thrombose, le
terrain (inhabituel ou non), le contexte (premier épisode ou récidive) et
I’age de survenue pour les thromboses artérielles (< 45 ans, notion de
deux thromboses artérielles entre 45 et 65 ans),

- Les facteurs de risques cardio-vasculaires (antécédents personnels,
immobilisation, fracture, sédentarité, vols longs courriers, grossesse,
pilule oestro-progestative, consommation d‘alcool, de tabac, de
drogues, hypertension artérielle, diabete, indice de masse corporel >
30, diabete, débit de filtration glomérulaire < 60 mL/min, facteurs de
risques biologiques de thrombophilie),

- Les traitements en cours.

Les données biologiques ont été collectées sur le logiciel GLIMS®, le
systeme d’information de laboratoire utilisé au CHU d’Angers.
Les données recueillies concernaient :

- Les bilans d’hémostase :
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e Pour la recherche du LA : PTT-LA, IR, dRVVT (Screen, Confirm, ratio
normalisé), Staclot-LA, aCL et aB2GP1 (taux et isotypes), aPL non
conventionnels (taux et isotypes),

e TP, TCA, TCK (temps de céphaline kaolin), facteurs de coagulation,
fibrinogéne, activité anti-Xa, INR.

e Antithrombine, protéine C, protéine S, résistance a la protéine C
activée, mutation du facteur V Leiden, mutation G20210A du facteur
II, hyperhomocystéinémie, taux de facteur VIII.

- Les autres parameétres biologiques disponibles : hémoglobine, volume
globulaire moyen, plaquettes, formule leucocytaire, CRP (protéine C
réactive), haptoglobine, AAN (anticorps anti-nucléaires), bilan hépatique,

bilan rénal et ionogramme.

1.6. Méthode d’analyse

L'analyse des données est rétrospective et descriptive. Les données
qualitatives sont exprimées en pourcentage, et les données quantitatives
sont exprimées en moyenne, médiane et étendues.

Les tests statistiques utilisés sont le test du Khi-2, le test exact de Fisher et
le test de Student. Le seuil de probabilité pour déterminer une différence

significative entre les variables est fixé a 0,05.
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RESULTATS

1. Population étudiée

Durant la période des onze années d’études, du 1ler janvier 2011 au 31
décembre 2021, le laboratoire d’hémostase du CHU d’Angers, a recu 19 750
prescriptions de recherche de LA. Les principaux services prescripteurs
étaient : la médecine interne, la néphrologie, la neurologie et les maladies
du sang. La technique de confirmation du Staclot-LA a été réalisée pour
1580 patients (soit 8% des cas). La population de |'’étude porte sur les
patients ayant présenté un LA persistant (dont la présence est confirmée
sur un prélevement de controle > 12 semaines et dans les 5 ans), avec une

discordance « dRVVT - /Staclot + ».

Sur les 1580 patients :
e 670 patients (42%) ont présenté au moins une discordance
« dRVVT - /Staclot + » décrite dans cette étude :
o 385 patients (57,5%) avec la discordance impliquant les deux tests
de confirmation : ratio dRVVT normalisé < 1,20 et Staclot-LA > 8
secondes. Nous les appellerons les discordances
« dRVVT Normalisé - /Staclot + ».
o 285 patients (42,5%) avec la discordance impliquant le test de
dépistage dRVVT Screen et le test de confirmation Staclot-LA : ratio
dRVVT Screen < 1,20 et Staclot-LA = 8 secondes. Nous les

appellerons les discordances « dRVVT Screen - /Staclot + ».
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e 910 patients (58%) ont présenté un test de confirmation Staclot-LA
négatif, a la suite d’un résultat du dRVVT (Screen ou ratio normalisé)

négatif. Une absence de LA a été conclue pour ces patients.

1580 patients :
Staclot LA

910 patients sans discordances
“dRVVT - /Staclot +* :
dRVVT Screen - /Staclot -
dRVVT Normalisé - /Staclot -

670 patients avec une discordance
“dRVVT - /Staclot +*

285 patients : 385 patients :
Discordance “dRVVT Screen - /Staclot +" Discordance “"dRVVT Normalisé - /Staclot +"
82 patients avec un 203 patients sans suivi 99 patients avec un 286 patients sans suivi
suivi biologique biologique suivi biologique biologique
47 patients : 35 patients : 76 patients : 23 patients :
LA transitoire LA persistant LA transitoire LA persistant

Figure 2 : Répartition de la population étudiée selon les résultats des tests biologiques.

Sur 385 patients avec une discordance « dRVVT Normalisé - /Staclot + »,
seuls 99 patients (26%) ont bénéficié d'un suivi biologique (apres 12
semaines et dans les 5 ans). Le LA était persistant chez 23 patients sur 99

(23%), et transitoire chez 76 patients sur 99 (77%).

Sur 285 patients avec une discordance « dRVVT Screen - /Staclot + », seuls
82 patients (29%) ont bénéficié d’'un suivi biologique (aprés 12 semaines
et dans les 5 ans). Le LA était persistant chez 35 patients sur 82 (43%), et

transitoire chez 47 patients sur 82 (57%).
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2. Profil biologique des discordances

« dRVVT - /Staclot + »

2.1. Prévalence des discordances

Les discordances « dRVVT - /Staclot + » sont le plus souvent rencontrées
dans le cadre d’un LA transitoire. En effet, 123 patients sur 181 (soit 68%)
avaient un suivi biologique négatif, a la suite d’un résultat discordant (Cf.

Figure 2).

Toutefois, 58 patients sur 181 (soit 32%) ont présenté un résultat
discordant dans le cadre d’un LA persistant (Cf. Figure 2).
e Discordance « dRVVT Normalisé - /Staclot + » :
Sur les 99 patients ayant bénéficié d’un suivi biologique, 23 patients
ont présenté une persistance du LA (soit 23%).
e Discordance « dRVVT Screen - /Staclot + » :
Sur les 82 patients ayant bénéficié d'un suivi biologique, 35 patients

ont présenté une persistance du LA (soit 43%).

La discordance « dRVVT Screen - /Staclot + » est plus fréquemment
rencontrée que la discordance « dRVVT Normalisé - /Staclot + » dans le
cadre d’un LA persistant, selon le test du Khi-2, au risque de 5% (43% vs.

23%) : p-value = 0,005.
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2.2. Evolution des discordances

L'évolution dans le temps d’un résultat discordant n‘a pu étre observé que
pour 50 des 58 patients de I'étude. En effet, 8 patients n‘ont pas eu de
prélevement a la suite d'un résultat discordant. Pour ces 8 patients, le
caractere persistant du LA s’est donc basé sur des résultats de LA positifs
antérieurs a la discordance.

Parmi les 50 patients sont retrouvés :

- 20 patients sur 23 avec la discordance « dRVVT Normalisé - /Staclot + »

- 30 patients sur 35 avec la discordance « dRVVT Screen - /Staclot + »

Quatre situations ont pu étre observées sur le prélevement de controle
réalisé a la suite d’un premier résultat discordant, résumées dans le tableau

ci-dessous :

Tableau 2 : Evolution des discordances « dRVVT - /Staclot + », sur un bilan de contrdle réalisé & au moins 12
semaines et dans les 5 ans.

« dRVVT Normalisé -/Staclot + » « dRVVT Screen -/Staclot + » Total
n =20 n =30 n =50
Persistance 25% 53% 42%
ela _ . _ . -
discordance (n = 5 patients) (n = 16 patients) (n=21)
LA positif 40% 33% 36%
discordance (n = 8 patients) (n = 10 patients) (n = 18)
. . 20% 10% 14%
LA négatif (n = 4 patients) (n = 3 patients) (n=7)
Changement
de
. 15% 3,3% 8%
dlsco:‘dance (n = 3 patients) (n = 1 patient) (n=4)

* Une discordance « dRVVT Normalisé - /Staclot + » peut devenir au cours du temps
« dRVVT Screen - /Staclot + » et inversement.
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Selon le test du Khi-2, au risque de 5%, une différence significative a été
observée entre les deux discordances « dRVVT - /Staclot + » étudiées
concernant la persistance de la discordance dans le temps.

En effet, la discordance « dRVVT Screen - /Staclot + » persiste davantage
dans le temps que la discordance « dRVVT Normalisé - /Staclot + » (53%
vs. 25%) : p-value = 0,047.

Quelle que soit la discordance « dRVVT - /Staclot + » observée, un résultat
de LA positif sans discordance est plus fréqguemment observé qu’une
négativation du LA sur un bilan de contréle réalisé a la suite d’un résultat
discordant, selon le test de Khi-2 au risque de 5% (36% vs. 14%) :

p-value = 0,001.

2.3. Association avec d’autres aPL

Sur les 58 patients de |I'étude, 16 patients n‘ont pas eu de dosages d’aCL et
d’aB2GP1 concomitant a la recherche du LA.

Ainsi, le profil de positivité n'a pu étre établi que pour 42 patients :

- 18 patients sur 23 avec la discordance « dRVVT Normalisé - /Staclot + ».

- 24 patients sur 35 avec la discordance « dRVVT Screen - /Staclot + ».

Aucune différence significative n‘a été observée entre les deux discordances
« dRVVT - /Staclot + » étudiées, selon le exact de Fisher au risque de 5% :
p-value = 0,41. Toutefois, quelle que soit la discordance observée, le profil
simple positif est plus fréquemment rencontré qu’un profil double ou triple
positif (83% vs. 17% pour la discordance « dRVVT Normalisé - /Staclot + »

et 79% vs. 21% pour la discordance « dRVVT Screen - /Staclot + »).
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Tableau 3 : Profils de positivité en fonction des tests LA, aCL, aB2GP1 et aPL rares.

Total «dRVVT Normalisé - /Staclot +» «dRVVT Screen - /Staclot +»
n =42 n=18 n=24
Profil simple 83% 79%
positif (15 patients) (19 patients)
. . 2 patients :
2 patients : . a
aPL rares + IgM anti-annexine V faible & 24 UI/mL IgM anti-PS/PT fort 3 101 Ul/mL

IgM anti-PS/PT fort @ 93 UI/mL

IgM anti-PE fort & 123 UI/mL et IgM
anti-annexine V douteux a 18 UI/mL

Profil double
positif

LA +
aB2GP1 +

11%
(2 patients)

2 patients :
IgM & 29,8 UI/mL
IgM & 37,2 Ul/mL

21%
(5 patients)

3 patients :

IgG a 29 Ul/mL
IgM a 33 UI/mL et IgG a 23 Ul/mL
IgM & 32 UI/mL et IgG a 24 Ul/mL

2 patients :
IgM & 65 Ul/mL
19G & 43,7 UI/mL

Profil triple
positif

6%
(1 patient)
IgG aCL > 1000 UI/mL et
IgG aB2GP1 a 38 UI/mL

2.4.

Contexte clinique et épisodes

inflammatoires

Les épisodes inflammatoires au moment de la recherche du LA ont été

recherchés pour chaque patient.

Le syndrome inflammatoire a été définit selon les recommandations

fournisseur, par un dosage de fibrinogéne > 4 g/L (STA®-Liquid Fib, Stago)

et/ou de protéine C réactive (CRP) > 4 mg/L (Atellica® CH, Siemens).

Les principales situations cliniques, au moment de la recherche du LA sont

représentées ci-dessous :
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Tableau 4 : Les différentes situations cliniques au moment de la recherche du LA discordant.

«dRVVT Normalisé - /Staclot +» «dRVVT Screen - /Staclot +»

n=23 n =235

As'i',i’a"rﬁ%‘le 22% 63%
inflammatoire (5 patients) (22 patients)
Présence d’un

syndrome 78% 37%
inflammatoire (18 patients) (13 patients)

Episode infectieux 5 patients 2 patients
Evénement 5 patients 5 patients

thrombotique

Episode infectieux +
événement 1 patient 2 patients
thrombotique
Etiologies diverses
(Obésité, pathologies ) )
inflammatoires, état de mal 7 patients 4 patients
épileptique, rechute de
cancer etc...)

La présence d'un épisode inflammatoire au moment de la recherche du LA
est significativement plus importante pour la discordance
« dRVVT Normalisé - /Staclot + » selon la loi du Khi 2 au risque de 5 % :

p-value = 0,002.

3. Profil clinique des discordances

« dRVVT - /Staclot + »

3.1. Age et sexe

Selon la loi de Khi-2 au risque de 5%, aucune différence significative n’a
été mise en évidence entre les deux discordances « dRVVT - /Staclot + »

étudiées, concernant le sexe : p-value = 0,06.
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Discordances « dRVVT - /Staclot + »
avec LA persistant : 58 patients

Discordances « dRVVT Normalisé - /Staclot + » Discordances « dRVVT Screen - /Staclot + »
23 patients 35 patients
15 hommes (65%) 8 femmes (35%) 14 hommes (40%) 21 femmes (60%)
Age: Age: Age: Age:
Moyenne : 51 ans Moyenne : 47 ans Moyenne : 60 ans Moyenne : 50 ans
Médiane : 48 ans Médiane : 49 ans Médiane : 62 ans Médiane : 47 ans
Etendue : 25-83 ans Etendue : 22-72 ans Etendue : 36-77 ans Etendue : 21-84 ans

Figure 3 : Représentation des discordances « dRVVT - /Staclot + », selon I'dge et le sexe.

Selon le test de Student, au risque de 5%, les hommes présentant une
discordance « dRVVT Screen - /Staclot + » sont significativement plus agés
que les femmes : p-value = 0,014.

De plus, ils sont significativement plus dgés que les hommes présentant
une discordance « dRVVT Normalisé - /Staclot + » : p-value = 0,024.

Par ailleurs, aucune différence significative de I'age n'a été observée entre
les hommes et les femmes présentant une discordance

« dRVVT Normalisé - /Staclot » : p-value = 0,64.

3.2. Evénements thrombotiques

Sur les 58 patients de I'étude, 13 d’entre eux (22%) ont présenté un
épisode thrombotique a proximité d’un résultat de LA discordant (c’est-a-
dire dans un intervalle de 4 semaines d’un résultat de LA discordant) :

- 6 patients sur 23 avec la discordance « dRVVT Normalisé - /Staclot + ».

- 7 patients sur 35 avec la discordance « dRVVT Screen - /Staclot + ».
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Tableau 5 : Evénements thrombotiques & proximité d’un résultat discordant dans la population
« dRVVT - /Staclot + » avec un LA persistant

thrombotique a
proximité du
résultat discordant

74% (17 patients)

Total «dRVVT Normalisé - /Staclot +» «dRVVT Screen - /Staclot +»
n =58 n=23 n=35
Absence
d’événement

80% (28 patients)

Présence d’un
événement
thrombotique a
proximité du
résultat discordant

Facteurs de risques
thrombotiques
(hors LA)

26% (6 patients) :

4/6 : thromboses artérielles
2/6 : thromboses veineuses

6/6 : présence de facteurs de
risques.
Aucun SAPL de connu

20% (7 patients) :

4/7 : thromboses artérielles
2/7 : thromboses veineuses
1/7 : thrombose capillaire

5/7 : présence de facteurs de
risques dont 2 SAPL de connus

2/7 sans facteurs de risques
identifiés

L'apparition d’évenements thrombotiques a proximité d’un

résultat

discordant ne differe pas significativement entre les deux discordances

étudiées selon le test du Khi-2, au risque de 5% : p-value = 0,59.

Par ailleurs, aucune différence n'a été observée entre les deux discordances

étudiées concernant les facteurs de risques thrombotiques associés, selon

le test exact de Fisher, au risque de 5% : p-value = 0,46.

Concernant la localisation des évenements thrombotiques, elle ne différe

pas significativement entre les deux discordances étudiées, selon le test

exact de Fisher, au risque de 5% : p-value = 1.
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En effet, les évenements thrombotiques se répartissaient comme suit :
e Discordances « dRVVT Normalisé - /Staclot + » :

o 4 thromboses artérielles (infarctus splénique, accident
ischémique transitoire, embolie pulmonaire et infarctus
du myocarde)

o 2 thromboses veineuses (thrombose de la veine cave
inférieure et thrombose de la veine jumelle externe).

e Discordance « dRVVT Screen - /Staclot + » :

o 4 thromboses artérielles (accidents vasculaires
cérébraux)

o 2 thromboses veineuses (thrombose veineuse cérébrale
et thrombose de la veine céphalique du coude)

o 1 thrombose capillaire.

Parmi les 6 patients qui ont présenté un événement thrombotique et une
discordance « dRVVT Normalisé - /Staclot + », aucun patient n’était
étiqueté avec un SAPL.

Parmi les 7 patients qui ont présenté un événement thrombotique et une
discordance « dRVVT Screen - /Staclot + », 2 patients étaient étiquetés

avec un SAPL.

3.3. Auto-immunité

Sur les 58 patients de |'étude, nous disposions de données clinico-
biologigues concernant I’'auto-immunité pour 46 patients.

- 19 patients sur 23 avec la discordance « dRVVT Normalisé - /Staclot + ».
- 27 patients sur 35 avec la discordance « dRVVT Screen - /Staclot + ».
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Tableau 6 : Auto-immunité dans la population « dRVVT - /Staclot + » avec un LA persistant

1 entéropathie auto-immune,
2 auto-immunités significatives avec
des taux d’AAN a 1/1280 et 1/8120.

Total «dRVVT Normalisé -/Staclot +» «dRVVT Screen -/Staclot +»
n =46 n=19 n=27
63% 74%
(12 patients) (20 patients)
Maladies 6 SAPL primaires, 6 SAPL primaires,
auto-immunes | 1 SAPL secondaire a un lupus, 4 SAPL secondaires a un lupus,
ou 1 maladie auto-inflammatoire de 2 lupus,
Auto-immunité | signature interféron, 2 Gougerot Sjogrén,
significative 1 cholangite auto-immune, 1 sclérose en plaque,

1 maladie auto-inflammatoire de
signature interféron,

1 vascularite ANCA,

1 connectivité indifférenciée,

2 auto-immunités significatives avec des
taux d’AAN a 1/1280 et 1/2560.

Auto-immunité
absente ou non
significative

37%
(7 patients)
4 patients AAN < 1/200
3 patients AAN négatifs

26%
(7 patients)
AAN < 1/200

* AAN : Anticorps anti-nucléaires

Aucune différence significative n‘a été mise en évidence entre les deux
discordances concernant la présence d’'une maladie auto-immune (63% vs.

74%), selon le test du Khi-2 au risque de 5% : p-value = 0,42.

Au total, 17 patients sur 46 étaient étiquetés avec un SAPL (37%), dont 12
SAPL primaires et 5 SAPL secondaires a un lupus.
De plus, la prévalence de SAPL était identique entre les deux types de

discordances étudiées (7 patients sur 19 soit 37%, pour la discordance

« dRVVT Normalisé - /Staclot + » vs. 10 patients sur 27 soit 37%, pour la

discordance « dRVVT Screen - /Staclot + »).
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DISCUSSION

Cette étude rétrospective portant sur 1580 patients, nous permet de
montrer |'existence d’authentiques SAPL, malgré des tests discordants
impliquant les tests du dRVVT (test de dépistage/confirmation) et du
Staclot-LA (test de confirmation), qui sont des tests de coagulation basés

sur leur dépendance aux phospholipides.

En raison de I'hétérogénéité des LA et de la composition des réactifs, la
sensibilité des tests est susceptible de varier (2), pouvant conduire a des
résultats discordants. Cependant, des résultats erronés peuvent se

rencontrer dans plusieurs situations :

Des résultats faussement négatifs peuvent s’observer quels que soient les
tests utilisés, en cas de mauvaise centrifugation des échantillons pouvant
étre responsable d’une présence résiduelle de plaquettes, de syndrome
néphrotique (29), d’évenements thromboemboliques (30,31), au cours de
la grossesse (25), de LA de faible intensité dont la détection peut étre
délicate (27) et au cours de traitements par corticostéroides (32) ou

hydroxychloroquine (33).

Concernant les tests du dRVVT, des faux négatifs peuvent s’observer en cas
de dilution du plasma chez certains patients sous AVK. 6 patients de notre

étude ont été concernés par une dilution de leur échantillon.

A l'inverse, des résultats faussement positifs peuvent s’‘observer quels que

soient les tests utilisés, en cas de traitements par anticoagulants oraux
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direct (Apixaban, Rivaroxaban et Dabigatran) et par les inhibiteurs de la

thrombine (Hirudine et Argatroban) (34).

Des faux positifs peuvent s’‘observer au cours des tests du dRVVT et du

Staclot-LA lorsque l'activité anti-Xa Héparine dépasse respectivement

0,8 UI/mL et 1 UI/mL et lorsqu’il y a une présence dans le plasma d’anti-

facteurs spécifiques (35).
Nous montrons des cas de SAPL alors que les interférences décrites

ci-dessus, ont été écartées.

Un suivi biologique au sein du méme laboratoire n‘a pas pu étre réalisé
chez tous nos patients pour les raisons suivantes : analyse réalisée dans
un autre laboratoire, patients perdus de vue, délai de 12 semaines a 5 ans
non respecté, oubli/méconnaissance du suivi biologique des anticorps anti-
phospholipides, traitement antithrombotique interférant avec les
techniques. En raison de l'absence de suivi biologique chez un nombre
important de patients, il est possible que certains cas de SAPL aient pu
échapper a notre étude, le caractere persistant ou transitoire du LA n'ayant
pu étre établi que pour 181 patients. Bien que majoritairement rencontrées
dans le cadre de LA transitoires (123/181, 68%), nous montrons que les
discordances « dRVVT - /Staclot + », dans un contexte de persistance du
LA (58/181, 32%), sont une entité clinico-biologique a prendre en compte

car elles peuvent révéler d’authentiques SAPL.
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En effet, ces discordances peuvent étre concomitantes avec une positivité
d’autres anticorps anti-phospholipides (aCL, aB2GP1 et/ou aPL non
conventionnels) et d’autre part, avec des évenements thrombotiques.

De plus, 17 des 58 patients étaient étiquetés avec un SAPL, dont 12 SAPL
primaires et 5 SAPL secondaires.

Ainsi, ces observations dans le cadre d'un LA persistant, nous orientent

vers un « faux négatif » de la technique du dRVVT.

Par ailleurs, 18 patients ont présenté des résultats de Staclot-LA fortement
positifs (de 16 a 33 secondes) malgré un ratio dRVVT Screen ou Normalisé
négatif (Cf. Annexe 1). Parmi ces patients ont été identifiés : 4 SAPL connus
et 3 patients ayant présenté des événements thrombotiques compatibles
avec un SAPL, a proximité du résultat de LA discordant (Cf. Annexe 2).
Cette discordance nette entre un test dRVVT négatif et un test Staclot-LA
fortement positif, dans un contexte de LA persistant, peut suggérer la
présence d'un lupus anticoagulant avec des épitopes insuffisamment

reconnus par la technique du dRVVT, par hétérogénéité du LA.

A l'inverse, des Staclot-LA faiblement positifs entre 8 et 9 secondes (Cf.
Annexe 1) ont été observés chez 3 patients avec des profils « double
positifs » ou « triple positifs » et connus avec un SAPL (Cf. Annexe 2).

Pour ces patients, nous pouvons supposer la présence d'un LA de forte
intensité qui dépasserait les capacités de saturation des phospholipides des

tests de confirmation. En conséquence, les valeurs obtenues au cours de
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I’étape de confirmation pourraient se situer en dessous du seuil de positivité
de la technique (13).

Toutefois, ce profil discordant entre un test dRVVT négatif et un test
Staclot-LA faiblement positif pourrait également se rencontrer avec un LA
de faible intensité connu pour étre difficilement détectable (27), ou lors
d’une dilution de lI'auto-anticorps chez certains patients traités par AVK. En

effet, une dilution de I'échantillon a été réalisée pour 6 patients sur 58.

4 patients sur 58 ont présenté alternativement les deux types de
discordances « dRVVT - /Staclot + » au cours de leurs suivis biologiques.
Aucun d’entre eux n’étaient connus avec un SAPL. Un LA insuffisamment
détecté par la technique dRVVT ou un faux positif de la technique du

Staclot-LA peuvent étre envisagés.

Concernant la discordance « dRVVT Screen - /Staclot + », nous
montrons qu’elle est susceptible de persister dans le temps, parfois pendant
plusieurs années. Cette particularité souligne une hétérogénéité du lupus
anticoagulant, mis en évidence par des techniques explorant la voie du TCA,
comme le PTT-LA, connu pour étre plus sensible que la technique du dRVVT

(13,27).

Nous supposons un role de lI'inflammation dans les discordances
« dRVVT - /Staclot + », en particulier pour la discordance touchant le ratio
normalisé du dRVVT. En effet, une majorité de patients avec une

discordance « dRVVT Normalisé - /Staclot + » (18/23, 78%) présentaient
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un syndrome inflammatoire au moment de la recherche du LA. Lors d'un
épisode inflammatoire et devant une discordance « dRVVT - /Staclot + »,
un résultat faussement positif du Staclot-LA peut étre envisagé.

En effet, une étude de Schouwers et al., utilisant un pool de plasma normal
(sans la présence de LA), a décrit une interférence de la CRP avec la
technique du Staclot-LA, sans interférence retrouvée entre la CRP et la
technique du dRVVT (36).

Toutefois, bien qu’un syndrome inflammatoire fat présent de facon
concomitante a certains de nos résultats discordants, certains patients
étaient connus avec un SAPL, ou ont déclaré un épisode thrombotique
compatible avec un SAPL.

Ainsi, plutdt qu’un faux positif de la technique du Staclot-LA, ces résultats
suggerent une possible susceptibilité de la technique du dRVVT face au
syndrome inflammatoire, impactant I'étape de confirmation du dRVVT avec

un résultat faussement négatif du ratio normalisé.

En effet, le syndrome inflammatoire est connu pour allonger les tests de
coagulation de routine (Temps de Quick, Temps de céphaline activée), ainsi,
il nest pas surprenant qu'’il puisse impacter les tests chronométriques du
LA, comme le PTT-LA, le dRVVT et le Staclot-LA.

Les phospholipides font partis des ligands de la CRP, tels que la
phosphatidylcholine et la phosphatidyléthanolamine.

Lors de I'étape de confirmation du dRVVT, une grande concentration de
phospholipides est utilisée pour saturer les sites de liaisons des anticorps.

En cas de syndrome inflammatoire, la CRP présente dans le plasma du
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patient pourrait se complexer avec les phospholipides du test, limitant ainsi
la saturation du LA. En résulterait une diminution insuffisante des temps de

coagulation, impactant le ratio normalisé du dRVVT.

Les recommandations préconisent une diminution des facteurs de risques
cardiovasculaires chez les patients atteints de SAPL, pour diminuer le risque
de récidive. Les facteurs de risques cardiovasculaires ne sont pas un critére
limitant du diagnostic du SAPL, bien qu’ils puissent étre un facteur
confondant. Ainsi, les patients de notre étude qui ont présenté un
évenement thrombotique a proximité d’un résultat discordant (13/58, 22%)
remplissent les critéres diagnostic du SAPL, malgré la présence de facteurs

de risques cardiovasculaires associés.

Aucune différence significative n‘a été mise en évidence entre les deux
types de discordances « dRVVT - /Staclot + » concernant le sexe, le profil
de positivité des aPL, la prévalence des événements thrombotiques et des
maladies auto-immunes. Par ailleurs, aucune femme de l|'étude n’était
enceinte a proximité des résultats de LA discordants, de ce fait, aucune

complication obstétricale n‘a pu étre observée.

Cette étude montre que I'utilisation du test Staclot-LA en cas de résultats
de PTT-LA positif et de dRVVT négatif, permet une meilleure détection du
LA. Ainsi, les discordances biologiques observées entre les tests du dRVVT
et du Staclot-LA peuvent dans certains cas, correspondre a une entité

clinico-biologique du SAPL.
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Annexes

Annexe 1 : Moyennes des résultats des tests du dRVVT et du Staclot-LA et profils de
positivité des anticorps associés.

Ratio dRVVT normalisé < 1,20 Staclot-LA > 8 secondes
1,04 13
1,09 12
1,11 11
Discordances 111 15
« dRVVT Normalisé - /Staclot + » 1’12 9
n=23 2
1,12 21
1,13 10
1,14 12
1,14 12
1,14 15
1,14 16
1,15 8
1,15 11
1,15 12
1,15 14
1,16 9
Présence d’aPL non 1,16 13
conventionnels 1,16 19
1,17 9
Présence d’aCL et/ou 1,17 9
d’aB2GP1 1,17 22
1,18 17
1,19 16
Ratio dRVVT Screen < 1,20 Staclot-LA > 8 secondes
0,86 11
0,93 12
0,97 16
1,02 8
Discordances 1,03 8
« dRVVT Screen - /Staclot + » 1,03 19
n=33 1,05 10
1,05 22
1,06 14
1,06 14
1,06 15
1,08 14
1,08 33
1,09 10
1,09 12
1,09 20
1,10 19
1,11 9
1,11 10
1,11 13
1,11 22
1,12 9
1,12 18
1,13 8
1,14 8
1,14 10
1,15 9
1,16 8
1,16 8
1,16 15
1,17 19
1,18 12
1,18 19
1,19 12
1,19 20
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Discordances
« dRVVT Normalisé - /Staclot + ».

Ratio dRVVT normalisé < 1,20

Staclot-LA > 8 secondes

L1l

1,15

11

1,16

Discordances
« dRVVT Screen - /Staclot + »

[ SAPL connus

Evénements
thromboemboliques
compatibles avec un SAPL

Gras : SAPL + Evénements
thromboemboliques.

1,18 17

Ratio dRVVT Screen < 1,20 Staclot-LA > 8 secondes
1,03 8
1,03 19

Annexe 2 : Moyennes des résultats des tests du dRVVT et du Staclot-LA et profils cliniques
associés (SAPL et thromboses a proximité d’un résultat discordant).
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\!ANDOMEL Anne-Cécile
Etude des discordances dRVVT/Staclot-LA dans la recherche d’un
lupus anticoagulant : Profils clinico-biologiques et impact clinique.

Buts de I’étude : Etablir un profil clinico-biologique des patients présentant des LA

persistant, avec une discordance « dRVVT -/Staclot + », et éclaircir I'impact clinique de
ces discordances.

Matériel et Méthodes : Etude rétrospective monocentrique, portant sur 1580 patients
du CHU d’Angers, sur une période de onze années (2011-2021). Deux types de
discordances ont été analysées: |'une impliquant le test de dépistage dRVVT Screen,
I'autre impliquant le test de confirmation dRVVT Confirm, avec le ratio normalisé du
dRVVT.

Résultats : La discordance « dRVVT Screen - /Staclot + » est la plus fréquente dans le
cadre de LA persistants, et tend a persister dans le temps, parfois pendant plusieurs
années, contrairement a la discordance « dRVVT Normalisé - /Staclot + » qui s’observe
essentiellement au cours d'épisodes inflammatoires. Aucune différence significative n‘a
été mise en évidence entre les deux types de discordances « dRVVT - /Staclot + »
concernant le sexe, le profil de positivité des aPL, la prévalence des évenements
thrombotiques et des maladies auto-immunes. Toutefois, il faut rester critique face a
ces discordances lorsqu’elles sont rencontrées dans le cadre de LA persistants.

En effet, parmi les patients qui ont présenté un LA persistant avec une discordance
« dRVVT - /Staclot + », 37% étaient étiquetés avec un SAPL, et 22% ont présenté a
proximité d’un résultat discordant, un évenement thrombotique compatible avec un
SAPL.

Discussion : Cette étude est en faveur de I'existence d’authentiques SAPL, malgré des
résultats discordants.

Mots-clés : Discordances, Lupus anticoagulant, Syndrome des anti-phospholipides, Tests, dRVVT, Staclot-LA, événements
thrombotiques

Study of dRVVT/Staclot-LA discrepancies in the exploration of
anticoagulant lupus: Clinico-biological profiles and clinical impact.

Aims: To establish clinico-biological profiles of patients with persistent LA and a

« dRVVT - /Staclot + » discrepancy, and to clarify the clinical impact of these
discrepancies.

Material and Methods: Monocentric retrospective study, including 1580 patients from
the University Hospital of Angers, over an eleven-year period (2011-2021). Two types
of discrepancies were analyzed in this study: one involving the dRVVT Screen, the other
involving the dRVVT Confirm and the normalized ratio.

Results: The « dRVVT Screen — /Staclot + » discrepancy is the most encountered in
the context of persistent LA, and tends to persist over time, sometimes for several
years, in contrast to the « dRVVT Normalized - /Staclot + » discrepancy, which is mainly
observed during inflammatory episodes.

No significant difference was found between the two types of « dRVVT - /Staclot + »
discrepancies considering gender, aPL positivity profile, prevalence of thromboembolic
events and autoimmune diseases. However, we must remain critical with these
discrepancies when encountered in persistent LA. Indeed, among the patients who
presented a persistent LA with a « dRVVT - /Staclot + » discrepancy, 37% were known
to have an APS, and 22% presented a thromboembolic event compatible with an APS
near the discrepancy.

Discussion: This study supports the existence of authentic APS, despite discrepancies
results.

Keywords: Discrepancies, Anticoagulant Lupus, Anti-phospholipid syndrome, Tests, dRVVT, Staclot-LA, persistent, thromboembolic
events.
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