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Introduction 

 1.1 Définition 

 L’hémophilie est une affection hémorragique héréditaire, transmise selon un mode 

récessif lié au chromosome X, résultant d’une mutation dans le gène codant pour le facteur 

VIII (FVIII) ou le facteur IX (FIX) de la coagulation, responsables respectivement d’un déficit 

en FVIII (hémophilie A ou HA) ou en FIX (hémophilie B ou HB). Six fois plus fréquente que 

l’hémophilie B, l’hémophilie A concerne environ une naissance masculine sur 5 000 dont 

30% sont liées à une mutation de novo (sans aucune histoire familiale d’hémophilie).1 La 

sévérité clinique de cette pathologie réside principalement dans l’importance du déficit en 

facteur déterminé biologiquement par le dosage de l’activité coagulante du facteur 

concerné. La démarche diagnostique est la même entre l’HA et l’HB. Elles sont classées en 

fonction du taux résiduel de facteur : un taux inférieur ou égal à 1% (<0,01 UI/mL) définit 

une hémophilie sévère, un taux compris entre 1 et 5% (0,01-0,05 UI/mL) définit une 

hémophilie modérée, et un taux compris entre 5 et 40% (0,05-0,40 UI/mL) définit quant à lui 

une hémophilie mineure, selon les critères de l'ISTH. Il existe néanmoins des différences 

liées à la biologie du FVIII, très différente de celle du FIX. Le FVIII est une glycoprotéine 

synthétisée par diverses cellules (foie, rate, cellules endothéliales, etc.) dont la 

concentration est étroitement dépendante de la concentration en facteur Willebrand et 

s’élève physiologiquement pendant la grossesse, avec l’âge, mais également dans des 

contextes inflammatoires.2 Le FIX est une protéine de synthèse hépatique nécessitant des 

modifications post-traductionnelles dépendantes de la vitamine K. La concentration en FIX 

est physiologiquement basse chez le nouveau-né, mais reste stable par la suite. Si un 

diagnostic précoce de l’hémophilie est souhaité, le FVIII peut être dosé sur le sang du 

cordon à la naissance en sachant néanmoins qu’un FVIII retrouvé normal sur sang de 

cordon n’exclut pas le diagnostic d’HA mineure. Le dosage du FIX est également réalisable 

dans ces conditions, mais est difficilement interprétable en cas d’HB mineure.3 

 

1.2 Clinique 

Les signes cliniques sont exclusivement des manifestations hémorragiques, telles 

que des hémarthroses et des hématomes sous-cutanés ou musculaires. La gravité de ces 

manifestations dépend de leur localisation, du volume des saignements, mais surtout de la 
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sévérité du déficit en facteur. Des complications peuvent apparaître, comme des 

arthropathies chroniques par saignements itératifs dans la même articulation, voire même 

entraîner la mort en cas de saignement incontrôlé. L'hémophilie demeure une pathologie 

grave, bien que les options thérapeutiques aient considérablement évolué au fil des années.  

 

1.3 Rôle du FVIII 

Physiologiquement, le rôle majeur du FVIII complète celui du FIX. En effet, le FVIII est 

le cofacteur du FIX, ensemble, ils forment le complexe « tenase » permettant après 

activation du FX en FXa d’aboutir à la formation d’un caillot de fibrine sous l’action de la 

thrombine (FIIa).(3,4) 

 

 

Figure 1. Initiation et amplification de la cascade de coagulation après lésions des vaisseaux 
sanguins5 

A : Initiation : le facteur tissulaire (FT) associé au facteur VII activé (FVIIa), génère une 
production précoce de thrombine 
B : Amplification : la thrombine recrute d'autres complexes enzymatiques pour amplifier sa 
propre formation et ainsi renforcer la solidité du caillot 
C : Cascade de la coagulation chez un hémophilie : déficit en FVIII ou en FIX entraîne une sous-
production de thrombine qui compromet la capacité à former un caillot de fibrine solide 
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 1.4 Historique de l’hémophilie et de ses traitements 

 La découverte de l’hémophilie, qui ne portait pas encore ce nom, remonte à 

l’Antiquité. Le Talmud, recueil d’écrits hébraïques du IIe siècle avant Jésus-Christ, relate 

que les bébés de sexe masculin étaient dispensés de subir une circoncision si deux de leurs 

frères avaient déjà succombé à cette intervention avant eux. Bien plus tard, en 1803, un 

médecin américain décrit une maladie hémorragique affectant uniquement les sujets 

masculins et dont la transmission se ferait de mère en fils. Par la suite, en 1829, le médecin 

allemand F. Hopff, lui attribue le nom d’Hémophilie. A partir de 1853, on la surnomme « la 

maladie royale ». En effet, la reine Victoria, conductrice d’Hémophilie sévère, transmit la 

maladie à sa descendance. L’union des enfants de la reine avec des membres de la famille 

impériale de Russie et de la famille royale d’Espagne en perpétua la transmission. A cette 

époque, il n’existait aucun traitement de la maladie qui fut souvent mortelle. 

Les premiers traitements administrés aux patients apparaissent au 19ème siècle. En 1840, 

le premier succès médical permettant l’arrêt de l’hémorragie grave d'un garçon hémophile 

de 11 ans par transfusion de sang total fait l’objet d’une publication médicale dans le 

Lancet.6 Au début du 20ème siècle, les transfusions sanguines sont remplacées par des 

transfusions de plasma, mais s’accompagnent de nombreuses réactions d’intolérances et 

de traumatismes au site d’injection. A cette époque on ne distinguait pas l’HA de l’HB et il 

fallut attendre les années 1950 avec les travaux du Dr Rosemary Biggs pour y parvenir. 

Dans cette même période, le docteur Judith Graham Pool qui travaillait sur la coagulation, 

découvre en 1964 que la décongélation lente du plasma permet d’obtenir au fond des tubes, 

une substance gélatineuse enrichie en FVIII qu’elle nomme alors ; « cryoprécipité ». Ce 

nouveau produit donne la possibilité aux hémophiles de s’auto-administrer leur traitement à 

domicile en cas de saignement permettant ainsi d’améliorer la qualité et l’espérance de vie 

des patients. Ces travaux initièrent l’utilisation des concentrés en FVIII. Encore aujourd’hui, 

ils restent la seule option thérapeutique à disposition dans certains pays.7 

Dans les années 1970, des concentrés purifiés obtenus à partir de plasmas de donneurs 

sont autorisés pour la commercialisation. Cependant, les méthodes d’obtention de ces 

dérivés plasmatiques ne garantissent pas la sécurité microbiologique et dès le début des 

années 80, on rapporte des infections virales post-transfusionnelles par le VIH (Virus de 

l’Immunodéficience Humaine), mais également par le VHB (Virus de l’Hépatite B) et le VHC 

(Virus de l’Hépatite C). C’est l’affaire du « sang contaminé ». 

La contamination de nombreux patients, parmi lesquels on compte des hémophiles, motive 

l’introduction de divers procédés de sécurisation des concentrés plasmatiques de FVIII et 
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de FIX8 (nanofiltration, chauffage, traitement par solvant/détergent…). En parallèle, les 

laboratoires pharmaceutiques mettent au point la fabrication de concentrés de FVIII 

recombinants (années 2000) (9,10) puis des facteurs VIII recombinants (FVIIIr) modifiés afin 

d’allonger la demi-vie et de diminuer l’immunogénicité par des procédés tels que la 

pegylation (années 2010).11  

Dans le même temps, d’autres pistes de traitements sont considérées, comme 

l’Emicizumab, anticorps murin bispécifique et humanisé qui mime l’action du FVIII dans le 

complexe « tenase » sans partager d’homologie de structure avec lui. Il représente une 

avancée majeure pour la prophylaxie des épisodes hémorragiques des patients hémophiles 

sévères avec ou sans inhibiteurs, mais n’est en aucun cas un traitement de l’hémorragie 

aigüe.12 Ce traitement apporte également un avantage en termes de coût en santé dans le 

traitement au long cours.13 D’autres cibles « non substitutives » sont également à l’étude ; 

anticorps anti-thrombine, anticorps anti-TFPI, thérapie génique...(14,15) 

Malgré ces nouvelles thérapeutiques innovantes, aucune ne remplace les injections de 

concentrés de FVIII, qui restent incontournables dans la prise en charge des patients 

hémophiles et notamment en cas d’hémorragie aiguë ou de chirurgie. 

Le choix de concentré de FVIII (plasmatique ou recombinant) est souvent lié au risque 

d’immunogénicité (élimination du FVIII exogène via la production d’anticorps par le système 

immunitaire du patient).16 De nombreux concentrés de FVIII sont disponibles sur le marché, 

et il est difficile d’établir de façon formelle le risque d’immunogénicité d’une molécule à 

l’autre.  

De nombreuses publications disponibles dans la littérature comparent différentes molécules 

entres elles et certains résultats sont contradictoires (i.e plasmatique VS recombinant Flora 

Peyvandi et ses collaborateurs).17 
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1.5 Présentation du Nuwiq (Simoctocog alfa, Octapharma) 

 

 

C’est un concentré de FVIIIr de quatrième génération disponible sur le marché depuis 

2014. Il est produit dans une lignée cellulaire humaine (cellules rénales embryonnaires) 

avec un traitement post-traductionnel de la protéine semblable à celui de l'homme sans 

modification chimique et sans fusion avec une autre protéine. Il est indiqué dans le 

traitement et la prophylaxie des épisodes hémorragiques chez les patients atteints d'HA et 

peut être administré à tous les groupes d'âges. Il a fait l’objet d’étude d’immunogénicité. 

Klukowska et ses collaborateurs18 rapportent « l’absence de développement d’inhibiteurs 

chez les 49 enfants incluent dans leur étude et recevant du NUWIQ® en prophylaxie ». Pour 

l’étude menée par Mary Mathias et ses collaborateurs19, « l’incidence des inhibiteurs à titre 

élevé (> 5UB/mL) était de 16,2% parmi la population de PUPs (Previously Untraited 

Patients) traités par NUWIQ®. Cette incidence reste inférieure à celle retrouvée avec les 

FVIIIr produits sur des cellules de hamster (environ à 20%) ». 

Figure 2. NUWIQ® utilisé 

NUWIQ® 250 UI Pdre/solv p sol inj Fl+Ser/2,5ml / Cip : 3400955004028 / lot : 
M240B139X  / DDP : 09/24 / SN : 6048937645926. Médicament conservé à + 4°C avant 
ouverture 
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Le NUWIQ® est considéré comme l’un des FVIIIr les moins immunogènes dans le 

traitement de l’hémophilie A sévère.(19,20) 

 

 

1.6 Suivi biologique des hémophiles 

Selon la situation clinique et le traitement administré, il est souvent nécessaire de 

suivre le taux de FVIII au cours du traitement par la mesure de l’activité coagulante (FVIII:C).  

Il existe deux principes de dosage : 

1. Les tests chronométriques (Figure 4) basés sur un temps de coagulation, le 

TCA, en une étape (One Stage Assay, OSA) où seul le FVIII à doser est en 

quantité limitante. De nombreuses références sont disponibles sur le marché 

(Tableau 1).  

2. Les tests chromogéniques basés sur une méthode enzymatique colorimétrique 

(Figure 3). Il s’agit d’une réaction en deux étapes qui permet de mesurer 

l’activité du FVIII à l’aide d’un substrat chromogène (Chromogenic Substat 

Assay, CSA) (Tableau 2). 

Le dosage chromogénique du FVIII:C est la référence internationale pour le titrage des 

concentrés de FVIII hautement purifiés (plasmatiques ou recombinants) et est également la 

méthode de référence de la Pharmacopée européenne depuis 1994.21 

Les tests chronométriques sont acceptables, mais les performances analytiques des 

réactifs de TCA disponibles sur le marché français ne sont pas équivalentes pour le dosage 

de FVIII et particulièrement pour le dosage des FVIIIr. Pour Dominique Lasne et ses 

collaborateurs22 : « la structure moléculaire des FVIIIr, mais également les modifications 

post-traductionnelles différentes d’une lignée cellulaire à une autre, peuvent influencer les 

mesures d’activité ». Les tests chronométriques sont plus simples à mettre en place et 

beaucoup moins coûteux que les tests chromogéniques ce qui explique qu’ils soient 

beaucoup plus utilisés par les laboratoires. Dans une étude menée dans 7 pays, 90% des 

laboratoires d’analyses utilisent un test OSA en routine et 68 % déclarent utiliser un test 

CSA pour diagnostiquer une HA chez leur patient.23 Les Tableaux 1 et 2 récapitulent 

l’ensemble des réactifs disponibles sur le marché français. 

La multiplicité des traitements FVIIIr et des réactifs à disposition a mis en évidence des 

différences significatives entre les techniques chronométriques et chromogéniques et entre 

les techniques chronométriques elles-mêmes en fonction des molécules.(3,22,24) A titre 

d’exemple, Ledger et ses collaborateurs24 ont mis en évidence un risque de sous-estimation 
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de 50% avec la technique chronométrique en comparaison de la technique chromogénique 

pour le dosage d’ AFSTYLA® (ionoctocog alpha), un FVIIIr. Un facteur de conversion a pu 

être déterminé afin d’établir une correspondance entre les deux techniques. Cet exemple 

met en évidence la nécessité d’évaluer les performances de ces tests pour chaque nouvelle 

molécule de FVIIIr afin d’optimiser la prise en charge des patients traités.25  

Une étude bibliographique est indispensable et il est vivement conseillé d’évaluer le ou les 

réactifs utilisés dans son laboratoire pour chaque nouveau traitement. 

Le NUWIQ® est commercialisé en 2014 et est rendu disponible au CHU d’Angers en 2022. 

En amont de son utilisation, nous avons effectué une revue de la littérature concernant ces 

performances dans le suivi des patients HA. 

En 2022, une seule référence bibliographique était disponible. Il s’agit d’une étude 

multicentrique qui a étudié différents réactifs chronométriques et chromogéniques à partir 

d’échantillons spikés (surchargés en NUWIQ®), et qui ne met pas en évidence de 

différences significatives entre les techniques mais qui souligne l'importance de la 

standardisation des procédures de laboratoire pour réduire la variabilité.26 Dans ce contexte, 

nous avons souhaité évaluer les performances des tests disponibles au laboratoire 

d’Hématologie du CHU d’Angers à la fois sur des échantillons spikés et sur des plasmas de 

patients traités par NUWIQ®. Ceci dans le but de vérifier que la technique disponible à toute 

heure (24H/24) au laboratoire rend des résultats cohérents. Malheureusement, la technique 

recommandée CSA n’est pas disponible en 24H/24 au sein du laboratoire du CHU d’Angers. 

Ces dosages ont été réalisés dans le cadre du soin sans prélèvement biologique 

supplémentaire. 
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Tableau 1 : Liste des principaux réactifs de TCA utilisés dans les études pour les dosages 
chronométriques22 
 
Nom du produit Dénomination 

courte pour le 

texte 

Activateur Origine des 

phospholipides 

Fournisseur 

APTT-SP APTT-SP Silice colloïdale Synthétique Werfen 

Cephen Cephen Equivalent de la silice 

micronisée 

Végétale Sysmex 

Dade-Actin FS Actin FS Acide ellagique Soja Siemens 

Dade-Actin-FSL Actin FSL Acide ellagique Soja, lapin Siemens 

Dade-Actin Actin Acide ellagique Lapin Siemens 

Dapttin TC Dapttin Silice et sulphatide Non renseignée Technoclone 

DG-APTT Synth DG Synth Acide ellagique Synthétique Grifols 

Pathromtin SL Pathromtin SL Silice (silicone dioxyde) Végétale Siemens 

Pathromtin Pathromtin Kaolin Végétale Siemens 

Platelin L Platelin L Silice micronisée Non renseignée Organon Teknika 

Platelin LS Platelin LS Silice micronisée Porc et poulet Trinity biotech 

STA- PTT Automate PTT-A Silice micronisée Lapin Diagnostica Stago 

STA-Cephascreen Cephascreen Activateur 

polyphénolique 

Lapin Diagnostica Stago 

STA-CK Prest CK Prest Kaolin Lapin Diagnostica Stago 

SynthAFax SynthAFax Acide ellagique Synthétique Werfen 

SynthASil SynthASil Silice colloïdale Synthétique Werfen 

TriniCLOT aPTT HS aPTT HS Silice micronisée Porc et poulet Tcoag 

TriniCLOT aPTT S aPTT S Silice micronisée Non renseignée Tcoag 

TriniCLOT 

Automated aPTT 

Automated aPTT Silice Lapin Tcoag 
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Tableau 2 : Liste des principales trousses de réactifs pour le dosage chromogénique des FVIII 
disponibles en France en 201822 
 
Nom du produit Dénomination courte 

pour le texte 

Origine des protéines Fournisseur 

FVIII chromogenic FVIII chromogenic Bovine Siemens 

Biophen FVIII:C Biophen FVIII Humaine Sysmex 

Chromogenix Coamatic 

Factor VIII 

Coamatic FVIII Bovine Chromogenix 

Chromogenix Coatest SP 

Factor VIII 

Coatest SP FVIII Bovine Chromogenix 

Electrachrome FVIII Electrachrome FVIII Bovine Werfen 

TECHNOCHROM FVIII:C Technochrom FVIII Humaine/bovine Tecnoclone 

TriniCHROM FVIII:C Trinichrom FVIII Bovine Stago 
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Matériels et méthodes  

 2.1 Généralités 

Cette étude prospective/rétrospective monocentrique a été réalisée au Centre 

Hospitalier Universitaire d’Angers de novembre 2023 à juillet 2024. Elle a été approuvée par 

le comité d’éthique du centre Hospitalier Universitaire d’Angers le 11/10/2023 et est 

enregistrée sous le numéro 2023-146. 

Le seul critère d’inclusion des patients était le fait d’avoir une maladie hémorragique 

nécessitant un traitement par NUWIQ® (HA et maladie de Willebrand). Cette étude n’a pas 

fait l’objet de prélèvement de sang supplémentaire car les dosages ont été réalisés sur les 

tubes citratés prélevés dans le cadre du soin.  

Les patients ont reçu une fiche d’information par l’équipe médicale avec la possibilité de 

refuser de participer (Annexe 9 et Annexe 10). Le critère d’exclusion principal était donc le 

refus du patient ou de son représentant légal. Le critère de non-inclusion était le fait d’avoir 

reçu un traitement pouvant interférer dans le dosage du FVIIIr (comme par exemple 

l’Emicizumab). Le critère principal de jugement était l’absence de différence significative 

entre les méthodes de dosages utilisées au laboratoire.  

 

Trois méthodes de dosages de FVIII:C ont été comparées : 

- technique chromogénique considérée comme technique de référence, 

- technique chronométrique utilisée en routine au laboratoire, 

- technique chronométrique avec une calibration spécifique FVIIIr NUWIQ®. 

Cette dernière technique a été mise en œuvre sans expérience préalable dans le domaine 

des calibrations spécifiques au sein du laboratoire du CHU d’Angers. En effet, nous n'avions 

jamais utilisé ce type de calibration en routine, contrairement à d'autres centres qui ont pu 

s'en servir pour doser des produits comme le Refacto.27 

Une ampoule de NUWIQ® a été commandée à la Pharmacie à Usage Intérieur (PUI) du 

Centre Hospitalier Universitaire d’Angers pour l’ensemble de cette étude. 

Les échantillons de sang des patients inclus dans l’étude ont été prélevés dans le cadre du 

soin et ont été traités suivant les recommandations du GEHT (Groupe d’Etude sur 

l’Hémostase et la Thrombose) : sang total recueilli dans des tubes sous vide en PET de 3mL 

à 3,2% de citrate de sodium. Le plasma pauvre en plaquettes (PPP) a été obtenu après une 

double centrifugation à 2200g pendant 10 minutes à température ambiante.28  
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Les PPP ont été congelés à -80°C dans les 4 heures suivant le prélèvement. Les dosages 

ont été réalisés en séries sur les échantillons congelés. 

Tous les échantillons ont été anonymisés puis jetés à la fin de l’étude.  

 

2.2 Méthode de mesure  

Les méthodes de dosage du FVIII reposent sur la mesure de son activité (FVIII:C), 

coagulante ou enzymatique, rendue en pourcentage par rapport à un plasma de référence 

(Standard raccordé à l’étalon international de l’OMS). Nous avons comparé la technique 

chromogénique en deux étapes (CSA) et la technique chronométrique en une étape (OSA) 

utilisée en routine ainsi que la technique chronométrique avec une calibration spécifique 

NUWIQ® réalisée en interne.  

L’ensemble des dosages ont été réalisés sur un automate de type STAR Max de la société 

STAGO®. 

2.2.1 Technique chromogénique (référence) 

Cette technique se déroule en deux étapes. Lors de la première étape, un réactif 

contenant des facteurs de coagulation purifiés (FIXa, FX, FIIa) à des concentrations 

optimales est mis en contact avec le plasma contenant le FVIII à doser. Ce FVIII est en 

quantité limitante pour la réaction en comparaison des autres facteurs présents en excès. 

Cette étape est indépendante des voies d'initiation extrinsèque ou intrinsèque, la thrombine 

du réactif activant le FVIII29 présent dans le plasma patient. Le FVIIIa joue alors son rôle de 

cofacteur du FIXa (préalablement activé) pour former le complexe « tenase » et activer le 

FX (FXa). La seconde étape consiste à mesurer l’activité coagulante du FXa générée en 

mesurant son activité enzymatique sur un substrat chromogène spécifique (oligopeptide 

porteur d’un groupe paranitroaniline). La quantité de chromophore libérée (substance 

colorée) est alors proportionnelle à la quantité de FXa générée et donc à celle du FVIII 

présent dans le plasma à tester. L’intensité lumineuse est mesurée par spectrophotométrie 

à 405nm (24,30) puis convertie en équivalent FVIII:C au moyen d’une courbe de calibration 

préalablement établie avec un standard FVIII raccordé à l’étalon international de l’OMS pour 

chaque nouveau lot de réactif. Les limites de linéarité du test chromogénique sont de 1 à 

260%. 
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Figure 3. Représentation schématique du principe du dosage 
chromogénique 
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2.2.2 Technique chronométrique 

Cette technique est basée sur un test de coagulation dont la courbe de calibration 

est spécifique à chaque lot de réactifs et utilise un standard FVIII raccordé à l’étalon 

international de l’OMS.(30,31) Il existe deux principes de mesure d’un temps de coagulation, 

la méthode électromagnétique et la méthode optique. Au CHU d’Angers, les automates de 

coagulation utilisent la méthode électromagnétique basée sur une détection 

viscosimétrique. Chaque cuvette de mesure contenant le plasma à tester contient une bille 

de fer en mouvements oscillatoires dans un champ électromagnétique. Lorsque le caillot se 

forme, l’amplitude des oscillations de la bille diminue. Le chronomètre s’arrête dès lors que 

la moyenne glissante des 4 dernières valeurs d’amplitudes est égale à 50% de la moyenne 

de toutes les amplitudes (Figure 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La technique chronométrique avec la calibration NUWIQ® repose sur le même principe mais 

utilise une solution calibrante de NUWIQ® à la place de la solution standard de FVIII. Les 

valeurs de référence du facteur VIII:C sont comprises usuellement entre 50 et 150%32 (au 

laboratoire 50-120%). Les limites de linéarité du test chronométriques sont de 0,7 à 400%. 

Figure 4. Représentation schématique de la technique de détection 
viscosimétrique 

 



 

14 

 

 

 2.3 Automate utilisé  

Le laboratoire d’Hématologie du CHU d’Angers secteur Hémostase est équipé de 4 

automates STAR Max de la société STAGO® depuis 2017. Ces automates permettent de 

Figure 5. Représentation schématique du principe du dosage chronométrique 

Ce test en routine est réalisé dans une cupule contenant la bille (Figure 4) 
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réaliser à la fois des dosages chronométriques, chromogéniques et immunologiques. Tous 

les dosages de l’étude ont été réalisés sur l’automate du secteur d’hémostase spécialisée. 

2.4 Réactifs utilisés  

Le dosage du facteur VIII:C par technique chromogénique a été réalisé avec le kit de 

réactif FVIII chromogenic de la société SIEMENS Healthineers® composé de FIXa, FX et 

d’un substrat chromogène du FXa d’origine bovine (Annexe 3). La courbe de calibration a 

été réalisée pour chaque nouveau lot de réactif, sur 6 points de gamme en duplicate (2 

mesures par point de gamme) avec le plasma standard humain Siemens® (FVIII titré avec 

l’étalon OMS) (Annexe 6 et 7). 

Le dosage du facteur VIII:C par technique chronométrique (routine et NUWIQ) a été réalisé 

avec le réactif STA®-CK PREST composé d’une céphaline dérivée de tissu cérébral de lapin 

couplée à un activateur à base de kaolin et d’un plasma immuno-déplété en FVIII de la 

société Diagnostica Stago® (Annexe 4). La courbe de calibration a été réalisée pour chaque 

nouveau lot de réactif (CK-Prest et ImmunodeficientFVIII) avec le calibrant UNICAL® 

STAGO pour la technique de routine et avec une solution de NUWIQ® (NUWIQ® 250 UI 

Pdre/solv p sol inj Fl+Ser/2,5ml) (Figure 1) pour la calibration spécifique. 

 2.5 Analyse statistique  

Les données ont été recueillies dans un tableur Excel. L’analyse statistique de cette 

comparaison de méthodes comprend l’utilisation d’un test de Student pour données 

appariées réalisé sur le logiciel biostaTGV. De plus, elle comprend l’utilisation d’un test de 

corrélation de Pearson avec l’utilisation du coefficient de corrélation « r » réalisé sur le 

logiciel GraphPad Prism 8 (GraphPad Software inc), la réalisation d’un graphique de Bland-

Altman sur ce même logiciel et la réalisation d’une régression linéaire non-paramétrique par 

un test de Passing-Bablock sur le logiciel MedCalc® statistical software. 

 2.6 Patients  

Tous les patients inclus dans l’étude présentent un déficit en FVIII et ont reçu une 

substitution par du NUWIQ® à visée prophylactique dans un contexte chirurgical ou à visée 

thérapeutique dans le cas d’un saignement actif. Lorsqu’il s’agissait d’un contexte 

chirurgical, un protocole de traitement spécifique avait été préalablement établi et le patient 

recevait les informations (fiche de renseignement) au cours d’une consultation au Centre de 
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Traitement de l’Hemophilie CTH du CHU d’Angers. Quand il s’agissait d’un contexte 

d’urgence les patients recevaient les informations au moment de leur prise en charge. 

Les concentrés de FVIIIr sont indiqués dans le traitement et la prophylaxie des épisodes 

hémorragiques chez des patients atteints d’HA,33 cependant, ils peuvent être utilisés chez 

certains patients atteints de maladie de Willebrand, ce qui a été le cas pour 3 patients de 

l’étude. 

Au total : 7 patients, 6 de sexe masculin, 1 de sexe féminin (Willebrand type 3), âgés de 1 

mois à 88 ans ont été inclus dans cette étude (Tableau 3) et nous ont permis d’analyser 16 

échantillons et d’effectuer 48 dosages de FVIII. 

 

Tableau 3 : Caractéristique des patients de l’étude 
 

Patient Age (en 

année) 

Nombre 

d’échantillon 

Pathologie Motif d’hospitalisation 

1 88 2 Hémophile 

mineur 

Endofuite de type 1a de 

l’EVAR 

2 1.5 2 Willebrand type 3 Pose de site implantable  

3 1 mois 7 Hémophile sévère Hémorragie 

intracérébrale 

(craniectomie) 

4 23 2 Hémophile 

mineur 

Traumatisme de la 

cheville gauche 

5 51 1 Hémophile 

mineur 

Epistaxis chronique 

6 24 1 Willebrand type 

2N 

Chirurgie de butée de 

l’épaule 

7 31 1 Willebrand type 1 Biopsie rénale  

 

  2.7 Préparation des techniques de dosages 

Le but de notre étude était de vérifier les performances analytiques des techniques 

de dosage de FVIII disponibles au laboratoire pour le dosage de NUWIQ®. 

La field study de Tiefenbacher et ses collaborateurs26 qui a comparé différentes méthodes 

de dosages (chronométriques et chromogéniques) à partir d’échantillons surchargés en 
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NUWIQ® (échantillons spikés) réalisés dans 19 laboratoires de 9 pays différents (dont la 

France) ne retrouve pas de différence significative entre les techniques étudiées.  

Dans un premier temps, nous avons voulu reproduire les conditions de cette étude à partir 

d’échantillons spikés. Un échantillon spiké résulte de l’ajout d’une quantité connue d’un 

médicament, ici le NUWIQ® dans une solution de composition connue afin d’en réaliser la 

dissolution et de pouvoir réaliser des dilutions et des dosages. Ces échantillons ont été 

préparés au laboratoire à partir d’une ampoule de NUWIQ® préalablement reconstituée 

avec de l’eau PPI puis diluée dans du plasma immunodéficient en FVIII26 afin d’obtenir une 

solution de NUWIQ® à 100 UI/dL (100%). Cette solution mère a constitué le calibrant 

NUWIQ® pour la technique chronométrique avec calibration spécifique (OSA NUWIQ) mais 

aussi, le point de départ de la gamme réalisée par la suite (points à 100, 30, 5 et 1%) afin 

de comparer les performances des 3 techniques (Annexe 1). 

 2.8 Calibration  

Au préalable nous avons réalisé le paramétrage du nouveau test sur l’automate 

STAR Max (même méthodologie que le dosage chronométrique de routine), puis la 

calibration spécifique (plasma standard remplacé par l’échantillon NUWIQ® à 100%). La 

solution de NUWIQ® a été préparée selon deux modes différents, l’un en utilisant de l’eau 

PPI et l’autre du plasma immunodéficient en FVIII (immunodefFVIII). La courbe obtenue 

avec le calibrant NUWIQ-eau PPI (Annexe 8) n’a pas donné satisfaction (courbe de 

calibration anormale et contrôles internes de qualité non conformes), mais nous avons 

validé la courbe obtenue avec le calibrant NUWIQ-ImmunoDefFVIII. 
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Figure 6. Calibration de Routine : courbe de calibration standard 
fournisseur (Plasma humain normal lyophilisé) 

 

Figure 7. NUWIQimmunodéficient: courbe de calibration « maison » 
effectuée en mélangeant du NUWIQ® avec du plasma immunodéficient en 
FVIII 

 

2% 5% 12% 25% 66% 141% 

3% 5% 13% 25% 67% 143% 
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2.9 Réalisation des dosages  

Nous avons suivi le même protocole que celui utilisé dans l’étude multicentrique pour 

valider nos techniques. Des échantillons spikés à 100%, 30%, 5% et 1% de NUWIQ® 

théorique ont été analysés avec les 3 techniques 3 jours de suite (Annexe 1). Cette première 

étape était une étape de validation et nous a permis dans un second temps de réaliser des 

dosages sur des échantillons de plasma de patients ayant reçu du NUWIQ®. 

Les dosages des échantillons patients ont été réalisés en série et chaque échantillon a été 

évalué par les 3 techniques le même jour. Avant d’effectuer les dosages, chaque série était 

validée au préalable par le passage de solutions de contrôle de FVIII (2 niveaux, niveau 

normal et niveau pathologique). Les échantillons conservés à -80°C ont été décongelés au 

bain-marie à 37°C pendant 5 minutes en suivant les recommandations du GEHT.28 
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Résultats 

 3.1 Dosages échantillons spikés 

Tableau 4 : Résultats des différents dosages sur les trois méthodes en fonction des jours et 
des valeurs de FVIIIr ajoutés dans les échantillons spikés 
 

 

JOUR 

Taux de 

référence 

de NUWIQ  

Etalonnage FVIII routine Etalonnage FVIII 

NUWIQ 

CSA (%) OSA routine (%) OSA NUWIQ (%) 

 

 

1 

100% 111 98,6 104,4 

30% 30 29,2 31,6 

5% 7 5,5 5,9 

1% 1 1,5 1,6 

 

 

2 

100% 103 94,8 101,5 

30% 33 27,8 31 

5% 7 5,8 6,2 

1% 2 1,7 1,8 

 

 

3 

100% 104 90 96,1 

30% 29 27,5 29 

5% 6 5,2 5,7 

1% <1 1,5 1,6 
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Tableau 5 : Valeur numérique des Moyennes et Coefficient de Variation (CV) pour une 
moyenne à 100, 30, 5 et 1% de valeur attendue 
 
Valeur attendue  100% 30% 5% 1% 

Moyenne CSA 106 30,7 6,7 1,3 

CV CSA 4,1 6,8 8,5 43,8 

Moyenne OSA 
routine 

94,4 28,2 5,5 1,6 

CV OSA routine 4,6 3,2 4,9 5,4 

Moyenne OSA 
NUWIQ 

100,6 30,5 5,9 1,7 

CV OSA NUWIQ 4,2 4,6 4,7 6,5 

 

 

L’histogramme de la Figure 8 et le Tableau 5 montrent que la calibration spécifique 

semble la plus proche des valeurs théoriques. La technique chromogénique surestime 

l’échantillon à 100%. Selon le GEHT, le CV de reproductibilité maximum recommandé est 

Figure 8 : Histogramme des valeurs moyennes retrouvées sur les trois tests et écarts 
types associés sur échantillons spikés (Annexe 2) 

En bleu le test chromogénique de référence (CSA) en rouge le test chronométrique utilisé 
en routine (OSA routine) et en jaune le test chronométrique avec une calibration 
« maison » par du NUWIQ® (OSA NUWIQ) 
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fixé à 7,9%,28 nos CV se retrouvent toutes inférieures à cette valeur exceptée pour la 

technique CSA (valeurs basses). Les résultats obtenus sont très acceptables concernant 

les deux techniques chronométriques.  Afin de comparer les valeurs attendues aux valeurs 

théoriques, nous avons réalisé un test de Student pour données appariées dont les valeurs 

attendues de « p-values » sont regroupées dans le Tableau 6. 

 

Tableau 6 : p-value des méthodes de dosage comparées aux valeurs attendues (référence) 
 

 CSA OSA routine OSA NUWIQ 

P-value 0,0367* 0,1123 0,2408 

 

Si la p-value calculée est strictement inférieure à 0,05 (p-value < 0.05) c’est qu’il existe une 

différence significative entre la valeur attendue et les valeurs trouvées par la méthode de 

dosage qui est comparée. 

Les p-values calculées décrivent une différence significative entre les valeurs attendues et 

les valeurs obtenues avec la techniques CSA et elles décrivent également une absence de 

différence significative par rapport à la valeur attendue pour les chronométriques OSA 

routine et OSA NUWIQ.  

Le faible nombre de points comparés peut expliquer ces résultats. Néanmoins, cette 

différence statistique n’impacte pas l’interprétation biologique. 

Nous avons également comparé les techniques entre elles par le calcul de coefficients de 

corrélation de Pearson entre chacun des tests : 

 Entre le test considéré de référence CSA et le test de routine OSA routine pour 

lesquels on obtient un coefficient de corrélation r = 0,99 

 Entre le test considéré de référence CSA et le test chronométrique NUWIQ (OSA 

NUWIQ) pour lesquels on obtient un coefficient de corrélation r = 0,99 

 Entre les deux tests chronométriques de routine et chonométrique NUWIQ pour 

lesquels on obtient un coefficient de corrélation r = 1 

Ces résultats, tous très proches de r = 1, mettent en évidence une corrélation statistique 

entre chacun des tests. 
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Figure 10. Test de Passing-Bablock entre CSA et OSA NUWIQ 

Pente : 1,06  IC[1,01.1,12], Ordonnée à l’origine : 0,01 IC[-1,15;0,28] 

 

Figure 9. Test de Passing-Bablock entre CSA et OSA routine 

Les points représentés en un rond rouge sont nos valeurs sur les différents tests. La droite bleu 
foncé est la droite de régression linéaire tracée à partir des données analysées. Son intervalle de 
confiance est en bleu clair dont les droites en rouge pointillé sont les limités à 95%. La droite 
rouge continue représente la droite de corrélation « parfaite » (pente de 1 et ordonnée à 
l’origine 0). Pente : 1,13  IC[1,08.1,22], Ordonnée à l’origine : -0,3  IC[-0,83;0,58] 
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Nous avons également réalisé des droites de régression linéaire. Chacune d’entre 

elles présente une pente proche de 1 et une ordonnée à l’origine proche de 0. Ces résultats 

montrent qu’il existe une relation linéaire entre nos valeurs et donc qu’il existe une 

corrélation entre les techniques comme l’indiquait le coefficient de corrélation de Pearson 

(Figures 9, 10 et 11). Ces résultats montrent aussi que le test chromogénique donne des 

valeurs plus élevées en comparaison des autres tests. Les Figures 9, 10 et 11 mettent en 

évidence une droite de corrélation dont la pente est supérieure à 1. La Figure 10 indique 

que la technique CSA et la technique OSA NUWIQ sont les plus comparables et sont 

corrélées, puisque l’intervalle de confiance à 95% de la pente de cette droite est très proche 

1. La Figure 11 montre quant à elle que les 2 techniques chronométriques présentent une 

corrélation importante mais que la technique OSA NUWIQ rend de façon systématique des 

valeurs plus fortes. Enfin on remarque que les techniques OSA NUWIQ et CSA donnent des 

valeurs plus élevées que la technique OSA de routine lors de dosage d’échantillons spikés 

par du NUWIQ®. Ces résultats sont à confirmer par les tests sur les échantillons patients.  

Figure 11. Test de Passing-Bablock entre OSA NUWIQ et OSA routine 

Pente : 1,07  IC[1,06;1,08], Ordonnée à l’origine : 0,02 IC[-0,03;0,12] 
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3.2 Dosages échantillons patients  

Tableau 7: Résultats des différents dosages sur les trois méthodes réalisées sur les échantillons de patients 
 

Patient Ech  FVIII de base 

(%) 

Pic ? Etal routine Etal NUWIQ Poso (UI/kg) / 
TT (%) 

vWAg (%) Fib (g/L) 

CSA (%) OSA (%) OSA NUWIQ (%) 

1 

 

1 33  149 146,6 164,9 33 / 99  6,07 

2 33  129 126,9 133,5    

2 3 2  OUI 95 99,6 102,6 52,6 / 105,2 113 2,42 

4 2   168 169,6 174,1    

 

 

 

3 

5 <1   260 207,2 208,4    

6 <1   143 101,5 104,6    

7 <1   87 70,6 74    

8 <1   74 66,1 71,1    

9 <1   110 82,1 87,9    

10 <1   105 84,7 88,9   2,5 

11 <1   79 78,6 84,6    

4 12 11  OUI 230 224,3 246 45 / 101 87 2,97 

13 11   67 65,6 68,7    

5 14 16  OUI 149 159,4 173,2 42 / 100 72 3,60 

6 15 70 OUI 182 164,4 171,8 12 / 94   

7 16 31,5 OUI 223 133,4 142,3 58 / 147,5 144 2,65 

Légende : Ech : échantillon/ FVIII de base : taux de base de FVIII chez le patient/ Pic ? : OUI si prélèvement au pic, le pic étant 15 minutes 
après la fin de l’injection de NUWIQ®/ Etal : étalonnage/ Poso : posologie/ TT : taux théorique à atteindre si récupération normale (2 % 
pour 1UI/kg de FVIII injecté), / vWAg : valeur de l’antigène Willebrand/ Fib : taux de fibrinogène
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Sur le Tableau 7, sont notés les résultats des dosages sur les trois techniques de nos 

échantillons patients. Du fait que les patients de l’étude présentaient des pathologies 

différentes, on retrouve des taux basaux de FVIII différents. Des différences sont 

observables pour 7 échantillons (5, 6, 7, 8, 9, 10 et 16) avec des résultats supérieurs avec 

la technique CSA par rapport aux deux autres. Nous avons également comparé le taux de 

FVIII au facteur Willebrand quand il était disponible, et aucune discordance majeure entre 

le taux de FVIII et le taux de Willebrand antigène n’a été retrouvé. Concernant les taux 

théoriques à atteindre après injection du NUWIQ®, des discordances sont à noter pour les 

échantillons 1, 12, 14 et 15 avec systématiquement une surestimation de nos tests par 

rapport à la valeur attendue.  
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Figure 13. Test de Passing-Bablock des échantillons patients entre les tests CSA et OSA 
NUWIQ 

Pente : 1,010 IC[0,81;1,88], Ordonnée à l’origine : 0,09  IC[-89;27] 

 

Figure 12. Test de Passing-Bablock des échantillons patients entre les tests CSA et OSA routine 

Pente : 1,063 IC[0,90;1,81], Ordonnée à l’origine : 0,56  IC[-74;20] 
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Nous avons réalisé des tests de Passing-Bablock pour comparer les dosages 

d’échantillons patients, ils sont représentés dans les Figures 12, 13, et 14. Nous 

constatons que la droite de régression linéaire suit de près la droite « idéale » de pente 

« 1 » et d’ordonnée à l’origine « 0 » ce qui tend à dire que les méthodes sont 

comparables. De plus, la droite « idéale » se situe dans l’intervalle de confiance de la 

pente à chaque comparaison. A noter que la dispersion des valeurs est plus importante 

entre les méthodes CSA et OSA qu’entre les deux méthodes OSA. 

 

 

 

 

 

Figure 14. Test de Passing-Bablock des échantillons patients entre les tests OSA routine et OSA 
NUWIQ 

Pente : 0,952 IC[0,90;1,01], Ordonnée à l’origine : 0,098  IC[-7;4,5]  
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Figure 16. Graphique de Bland-Altman CSA/OSA NUWIQ 

Représente la différence des résultats entre la méthode CSA et OSA NUWIQ 
en fonction de la moyenne des résultats obtenues chez nos patients 

 

Figure 15. Graphique de Bland-Altman CSA/OSA routine 

Représente la différence des résultats entre la méthode CSA et OSA routine 
en fonction de la moyenne des résultats obtenues chez nos patients 
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Les graphiques de Bland-Altman permettent de visualiser la corrélation entre les 

méthodes de dosage et d’évaluer la présence ou non d’une tendance. 

Cette analyse rélève qu’il existe un biais positif de 16,86% entre la méthode CSA et la 

méthode OSA routine sur la Figure 15 : la méthode CSA tend à rendre des valeurs 

plus élevées par rapport à la méthode OSA de routine. Ces résultats concordent avec 

ce qui a été décrit dans la littérature avec en moyenne une augmentation de 15% 

environ avec la méthode chromogénique par rapport à la méthode chronométrique lors 

du dosage du NUWIQ®.34 

De la même manière, un biais positif de 9,6% entre la méthode CSA et la méthode 

OSA NUWIQ est mis en évidence sur la Figure 16 : la méthode CSA tend à rendre des 

valeurs plus élevées par rapport à la méthode OSA NUWIQ. Ces résultats mettent en 

évidence que la technique OSA NUWIQ rend des résultats inférieurs à la méthode 

CSA.  

Figure 17. Graphique de Bland-Altman OSA routine/OSA NUWIQ 

Représente la différence des résultats entre la méthode OSA routine et OSA 
NUWIQ en fonction de la moyenne des résultats obtenues chez nos patients 
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Le biais obtenu lors de la comparaison CSA/OSA NUWIQ est largement inférieur à 

celui retrouvé lors de la comparaison CSA/OSA routine. Cela indique que la technique 

chromogénique et OSA NUWIQ sont les plus proches (Figures 15 et 16). 

 Enfin la Figure 17 met en évidence un biais négatif de 7,3% entre la méthode 

OSA routine et la méthode OSA NUWIQ. Ce résultat montre que les deux techniques 

chronométriques fournissent les résultats les plus proches.  

 3.3 Comparaison au taux de récupération  

Selon le PNDS de 2019 ; « en pratique, l’injection d’1 UI/kg de FVIII entraîne 

une augmentation moyenne d’environ 2% du taux de FVIII circulant (on parle de taux 

de récupération qui est égal en théorie à 2% par unité internationale par kilogramme 

(UI/kg)) »,35  et le pic plasmatique se situe environ 10 à 15 minutes après la fin de 

l’injection.36 

Pour nos patients, nous avons calculé les taux de récupération lorsque c’était possible 

c’est à dire lorsque le prélèvement était effectué au pic (15 minutes post-injection) et 

que nous connaissions le taux de base de FVIII et la quantité injectée de FVIIIr. Ces 

valeurs sont présentées dans le Tableau 7. Devant le faible nombre de taux de 

récupération disponibles nous n’avons pas effectué de comparaison statistique. 

Néanmoins, on constate que les résultats des dosages sont très différents des taux de 

récupération à l’exception du patient 7 avec les techniques chronométriques.  
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Discussion 

 

L’objectif de ce travail était de comparer les méthodes de dosage de FVIII 

disponibles au laboratoire pour le suivi des patients traités par NUWIQ®. Nous avons 

évalué les performances de la technique chronométrique de routine et de la technique 

chromogénique (présentée comme la méthode de référence) sur des échantillons 

surchargés en NUWIQ® et sur échantillons de patients traités par NUWIQ®. Nous 

avons également voulu développer une méthode de dosage spécifique du NUWIQ® à 

partir de notre technique chronométrique de routine et d’une calibration spécifique à 

partir d’une solution de NUWIQ® et d’en évaluer les performances. 

 Nous avons inclus au total 7 patients et recueilli 16 échantillons différents. Cet 

effectif est satisfaisant compte tenu de la diminution de l’utilisation des concentrés de 

FVIII avec l’arrivée de l’Emicizumab notamment, mais il reste faible (N= 30 souhaitable 

pour une évaluation statistique). 

Il est difficile de déterminer la méthode la plus spécifique pour doser le FVIII après 

substitution dans les échantillons de patients car il est difficile d’affirmer le taux 

théorique de FVIII chez un patient substitué même au pic (taux de FVIII sur un 

prélèvement réalisé 15 minutes après la fin de l’injection). En effet, ce taux théorique 

varie d’un patient à un autre pour une même quantité de FVIII injectée. Il dépend du 

taux de récupération individuel qui varie avec la sévérité du déficit, le groupe sanguin, 

la situation clinique, l’âge, etc.   

Une seconde difficulté réside dans le fait que suivant la pathologie, le taux de FVIII 

endogène des patients varie. Dans notre cohorte, les patients 1, 4, 5, 6 et 7 (hémophilie 

mineure ou maladie de Willebrand 1 et 2) présentent un taux de FVIII endogène 

supérieur à 10% contrairement aux patients 2 et 3 (hémophilie sévère et maladie de 

Willebrand de type 3) qui présentent un taux de FVIII <1%. Nous mesurons donc à 

chaque fois une partie plus ou moins importante du FVIII endogène, associée au FVIII 

exogène NUWIQ®, ce qui rend l’évaluation de nos techniques difficile. Nous 

considérons cependant que nos résultats sont tout à fait satisfaisants étant donné que 

sur nos échantillons de patients, les 3 méthodes de dosage sont acceptables. Le faible 

nombre d’échantillons nous a limité dans l’analyse statistique mais nous a permis de 

démontrer que les trois techniques étaient acceptables pour le suivi des patients. Il 

nous tenait tout particulièrement à cœur d’évaluer la technique chronométrique de 
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routine en tant que technique de dosage de FVIII disponible au laboratoire 24H/24. 

Ces résultats permettent de valider l’utilisation de ce test pour le suivi des patients 

traités par NUWIQ®. Une étude multicentrique serait intéressante afin de confirmer 

ces résultats et d’évaluer d’autres techniques sur des échantillons de patients. 

Concernant la calibration NUWIQ, la technique chronométrique calibrée avec 

du NUWIQ dilué en « eau PPI » n’a pas été retenue. En effet la matrice du calibrant 

était trop différente du plasma habituel et n’a pas permis d’aboutir à une courbe de 

calibration satisfaisante en raison du manque de facteurs de coagulation et donc de 

fibrinogène. En revanche, la calibration spécifique NUWIQ « immunodéficient » dont 

la matrice est du plasma a permis d’obtenir une courbe satisfaisante.  

Ces méthodes de dosage avec une calibration « médicament » sont encore très peu 

utilisées et nécessitent que les laboratoires pharmaceutiques s’engagent à fournir les 

calibrants aux laboratoires réalisant les dosages. De plus elles impliquent que les 

laboratoires maitrisent cette méthode de calibration. Des études évaluant les 

performances des calibrations spécifiques pour le dosage de FIXr EHL (Extended Half 

Life) sont en cours, et il est tout à fait envisageable que l’utilisation de ces techniques 

se démocratise. Ce travail nous a permis de prendre en main la calibration spécifique. 

Concernant le NUWIQ, cette calibration a un intérêt limité car nos résultats démontrent 

que la technique chronométrique de routine est suffisante pour assurer le suivi 

biologique des patients.  

Notre étude a révélé des discordances importantes sur les dosages des plasmas de 

patients ; nous avons mis en évidence des valeurs très élevées avec la technique CSA 

par rapport aux deux techniques OSA. Dans un premier temps, nous avons vérifié qu’il 

ne s’agissait pas d’un problème de dosage, même si cette hypothèse est peu probable 

car les dosages ont été réalisés dans des séries différentes, des jours différents et 

avec des réactifs différents. Pour ce faire, nous avons contrôlé les dosages pour 

lesquels nous avions suffisamment de plasma (Annexe 5). Les résultats retrouvés 

étaient similaires aux premiers. Contrairement aux techniques OSA, la méthode CSA 

est une technique spectrophotométrique qui est sensible aux modifications de l’aspect 

du plasma. Si un échantillon est ictérique, lactescent ou encore hémolysé, la lecture 

spectrophotométrique peut être altérée. Ce type d’interaction n’existe pas avec les 

techniques chronométriques à détection électromagnétique. Afin de vérifier si les 

discordances retrouvées chez les patients 3 et 7 (échantillons 5, 6, 7, 8, 9, 10 et 16) 

pouvaient être expliquées par ce type d’interférence, nous avons vérifié l’aspect des 
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plasmas. Pour le patient N°3, trois de ses échantillons étaient fortement ictériques 

(Tableau 8). Cette observation pourrait donner un début d’explication au sujet des 

discordances CSA/OSA, cependant, dans la configuration du test, les échantillons de 

plasma sont dilués au 1/40ème avant analyse ce qui limite l’influence de cette 

interférence. De plus nous avons observé ce même type de discordances sur des 

échantillons dont l’aspect (ictère, lactescence et hémolyse) était tout à fait normal.  

 

Tableau 8 : Paramètre HIL des dosages discordants entre CSA et OSA routine/NUWIQQ 
 
Echantillon 5 6 7 8 9 10 16 

HIL 1/4/1 1/4/1 1/3/1 1/2/1 1/1/1 1/1/1 1/1/1 

CSA 260  143 87 74 110 105 223  

OSA routine 207,2 101,5 70,6 66,1 82,1 84,7 133,4 

OSA NUWIQ 208,4 104,6 74 71,1 87,9 88,9 142,3 

 

Une autre explication à ces discordances pourrait être lié au FVIIII endogène. En effet, 

certaines mutations du FVIII associées à un phénotype non sévère conduisent à la 

production de FVIII dont le dosage peut varier en fonction des tests utilisés (sur ou 

sous-estimation possible). Ce problème se pose surtout au moment du diagnostic de 

l’hémophilie et il est fortement recommandé d’effectuer le dosage avec une technique 

chromogénique et une technique chronométrique. (4,37,38)  

Dans notre cohorte, cette hypothèse ne peut pas expliquer les différences observées, 

car elles sont inconstantes pour un même patient.  

La technique CSA qui est la technique recommandée n’a pas démontré les meilleurs 

résultats dans notre étude. Sur les échantillons spikés, les résultats sont 

statistiquement différents des valeurs théoriques, mais les différences observées 

n’impactent pas les décisions biologiques. 

Par ailleurs, cette technique a révélé de plus grosses discordances par rapport 

aux techniques chronométriques sur certains échantillons (échantillons 5, 6, 9 et 16). 

En effet la technique CSA présente dans ces cas précis des valeurs très supérieures 

aux valeurs obtenues avec les techniques chronométriques ; ces valeurs peuvent 

paraitre aberrantes par rapport aux taux théoriques ciblés. Le dosage de l’échantillon 

16 laisse penser que les dosages chronométriques sont plus proches de la réalité que 

le dosage CSA mais un seul échantillon est insuffisant pour affirmer cette hypothèse. 
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La réalisation de comparaisons supplémentaires entre ces techniques en vie réelle 

entre des patients traités par NUWIQ® pourrait apporter des explications. Pour les 

échantillons 1, 12, 14 et 15 les valeurs obtenues avec les 3 techniques sont 

comparables entre elles, mais très élevées par rapport à la valeur théorique calculée. 

Chez ces patients, hémophiles mineurs et Willebrand 2N, une hypothèse serait que 

leur taux de FVIII avant substitution soit plus élevé que leur taux basal habituel. Nous 

n’avions pas d’échantillons avant substitution pour affirmer cette hypothèse. Une 

explication probable est une augmentation du FVIII basal en situation de stress ou 

d’inflammation. Pour l’inflammation nous avons vérifié quand c’était possible le taux 

de fibrinogène. Le patient 1 est le seul patient qui présente un dosage de fibrinogène 

augmenté, signe d’inflammation, ce qui pourrait expliquer une augmentation du taux 

basal de FVIIII. Nous avons également comparé les dosages de FVIIII au dosage de 

facteur Willebrand lorsqu’il était disponible mais cela n’a pas permis d’expliquer les 

variations observées puisque les taux de Willebrand étaient comparables aux taux de 

FVIII. Pour les patients 4 et 5 Nous n’avons pas d’hypothèse pour expliquer les 

différences. 

 

 

 En conclusion, cette étude a permis de valider l’utilisation de notre technique de 

routine 24H/24 pour le suivi des patients traités par NUWIQ. 

Ce travail a également permis de mettre en place une calibration spécifique NUWIQ® 

avec des résultats très satisfaisants. Cette méthode de dosage est simple à mettre en 

place car elle repose sur la méthode chronométrique de routine, mais elle demeure 

très couteuse car elle requiert une solution de NUWIQ®, et du plasma immunodéficient 

en FVIIII pour la préparation du calibrant. De plus elle nécessite plus de temps 

technique que la technique de routine. Il est donc préférable pour le laboratoire 

d’utiliser la technique chronométrique de routine pour le dosage du NUWIQ®. 

Néanmoins, la mise au point de la calibration spécifique réalisée avec l’aide de l’équipe 

technique a rendu possible l’utilisation de cette nouvelle approche de dosage. 
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Annexes 
Annexe 1 : Protocole de dosage détaillé 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

Spécificité de la technique chronométrique : dosage en % de facteur VIII dans l’échantillon (1% équivaut à 1UI/dl de facteur VIII). Réalisation de 
deux dilutions différentes par dosage). Si la différence entre les deux dilutions est inférieure à 10 %, effectuer la moyenne des deux dilutions et 
rendre ce résultat. Résultat = moyenne de deux dilutions consécutives. 
Technique chromogénique : le résultat d’un dosage et rendu en l’état, en pourcentage de Facteur VIII.
Prérequis : 2 dilutions par dosage chronométrique (50 µL de plasma par dilution) pour 3 dosages en technique chronométrique, et un dosage 
chromogénique nécessitant 50 µL. Soit un total de 350 µL. Présence d’un volume mort de 250 µL donc 600 µL minimum nécessaires à condition 
de n’avoir besoin d’aucunes repasse. 
Il n’est pas nécessaire de réaliser J(N+1) le lendemain de J(N)

Solution de 250 UI en NUWIQ® dans 2.5 mL (poudre à reconstituer) (100 UI/mL)
Seringue présente dans la boite médicament pour mettre en solution le NUWIQ®. Pré remplie à 2.5 mL.

Vider dans un tube Falcon la seringue de NUWIQ® après reconstitution comme indiqué dans la notice médicament.  
→ Solution mère à 10 000 % soit 10 000 UI/dL.

Prélever 250 µL de cette solution reconstituée et ajouter 4.750 mL d’eau PPI, homogénéiser 
→ Solution à 500 % de FVIII (objectif de cette étape : économie de plasma immunodéficient).

Prélever 1 mL dans la solution à 500 % et ajouter 4 mL de solution immunodéficiente en FVIII, homogénéiser
→ Solution à 100 % de facteur VIII

Réaliser 3 aliquots de 800 µL nommés 100a, 100b et 100c et un aliquot de 1,5 mL (gamme de calibration). Congeler 
ces aliquots à -80°C.  

Pour la solution à 500 % restante ; réaliser plusieurs aliquots de 0.25 mL : 4 mL /0.25 = 16 aliquots (si recalibration automate 
nécessaire ; rajouter 1 mL de plasma immunodéficient ou d’eau PPI après décongélation à un aliquot).
Ajouter à un de ces aliquots de 0.25 mL 1 mL d’eau PPI (calibration spécifique NUWIQeau PPI).

Au final : une solution NUWIQeau PPI, une solution NUWIQimmunodeficient, 15 aliquots de 0.25 mL à 500 % et 3 aliquots de 800 
µL de solution à 100 % au -80°C.

Calibration de l’automate pour les techniques spécifiques 50 µL par dilution, et 6 dilutions effectuées 2 X ce qui aboutit 
à 600 µL et toujours la nécessité de 300 µL de volume mort donc 900 µL minimum. 

Décongeler l’aliquot de standard NUWIQimmunodéficient et de standard NUWIQeau PPI pendant 5 minutes à 37°C.

Faire une copie de la calibration de routine (seul le calibrant change) et reconstituer les réactifs habituels.

Effectuer la calibration spécifique NUWIQimmunodéficient avec la solution de 1,5mL décongelée.

Effectuer la calibration spécifique NUWIQeau PPI avec la solution de 1,25 mL décongelée.

Passer les contrôles de routine sur la technique chromogénique et sur les techniques chronométriques (routine et 
spécifiques), pour contrôler les réactifs et l’automate.

Contrôles OK : décongeler 5 minutes au bain-marie à 37°C la solution à doser 100a puis mélanger par retournement 
sans faire de bulle.

Doser dans la solution à 100 % de NUWIQ® (100a) le FVIII avec les techniques chronométriques et chromogénique.

Récupérer 300 µL du volume restant et ajouter 700 µL de plasma immunodéficient en facteur VIII pour réaliser une 
solution à 30 % de NUWIQ®. 

Doser après homogénéisation le FVIII dans la solution à 30 % de NUWIQ® avec les techniques chronométriques et 
chromogénique.

Récupérer 125 µL du volume restant et ajouter 625 µL de plasma immunodéficient en facteur VIII pour réaliser une 
solution à 5 % de NUWIQ®. 

Doser après homogénéisation le FVIII dans la solution à 5 % de NUWIQ® avec les techniques chronométriques et 
chromogénique.

Récupérer 150 µL du volume restant et ajouter 600 µL de plasma immunodéficient en facteur VIII pour réaliser une 
solution à 1 % de NUWIQ®. 

Doser après homogénéisation le FVIII dans la solution à 1 % de NUWIQ® avec les techniques chronométriques et 
chromogénique. 

 

Répéter les étapes réalisées à J1 à l’aide de la solution 100b.  

Répéter les étapes réalisées à J1 à l’aide de la solution 100c

JO

J1

J2
 
J3

Calibration + Dosage des 3 aliquots de NUWIQ® (100 %) : 

Réalisation des calibrants et des échantillons à doser (spikés) :
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Annexe 2 : Tableau des valeurs moyennes des tests en spikiing 
 
Moyenne/ écart-

type 

CSA OSA routine OSA NUWIQ 

100% 106 (+/- 4,4) 94,43 (+/- 4,3) 100,615 (+/- 4,2) 

30% 30,7 (+/- 2,1) 28,15 (+/- 0,93) 30,53 (+/- 1,4) 

5% 6,7 (+/- 0,6) 5,48 (+/- 0,3) 5,9 (+/- 0,3) 

1% 1,33 (+/- 0,6) 1,55 (+/- 0,1) 1,7 (+/- 0,12) 

 

 

Annexe 3 : Tableau des lots du test chronométrique et dates de péremption des 
réactifs utilisés lors de la réalisation des manipulations 
 

 Lot DDP 

Immunodéficient 270748 31-10-25 

CK Prest 263716 28-02-25 

 

 

Annexe 4 : Tableau des lots du test chromogénique et dates de péremption des 
réactifs utilisés lors de la réalisation des manipulations 
 

 Lot DDP 

Substrat 551460 04-10-25 

FIX 551362 03-10-25 

FX 551156 03-10-25 

Contrôle N 507937A 06-12-25 

Contrôle P 556745A 22-01-25 
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Annexe 5 : Dosage/ redosage d’échantillons de nos patients 
 

Patient/échantillon CSA OSA routine OSA NUWIQ 
4/ (échantillon sans 
traitement) 

20% 20,7% 24,2% 

5/ (échantillon sans 
traitement) 

17% 20% 24% 

7/ 16 229% / 194% 
(dilution 

manuelle) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Annexe 6 : Courbe de calibration du FVIII chromogénique utilisée pour les 
échantillons 1 à 14 
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Annexe 8 : NUWIQeau PPI courbe de calibration « maison » 
effectuée en mélangeant du NUWIQ® avec de l’eau PPI 

Annexe 7 : Courbe de calibration du FVIII chromogénique utilisée pour les 
échantillons 15 et 16 + les repasses 

3% 5% 13% 25% 67% 143% 
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Annexe 9 : Lettre d'information pour un patient mineur (parents) 
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Annexe 10 : Lettre d’information pour un patient majeur  
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LEGEAY Geoffrey 

Comparaison d’une méthode chronométrique et d’une méthode chromogénique 
pour la mesure de l’activité du FVIII recombinant NUWIQ® (simoctocog alpha) 
dans une étude de vie réelle. 

 

 Mots-clés : Calibration spécifique, NUWIQ®, Facteur VIII recombinant, Technique chronométrique, Technique 
chromogénique, Hémophilie A, Echantillons spikés, CSA, OSA  

Comparison of a chronometric method and a chromogenic method for 
measuring recombinant FVIII activity (NUWIQ® - simoctocog alfa) in a real-
world study.

 

 

Keywords : Specific calibration, NUWIQ®, Recombinant Factor VIII, Chronometric assay, Chromogenic assay, 
Hemophilia A, Spiked samples, CSA, OSA 
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 But de l’étude : Vérifier les performances analytiques de deux techniques de dosage du Facteur VIII disponibles 

au laboratoire du CHU d’Angers (chronométrique (OSA) et chromogénique (CSA)) pour le suivi des patients traités 
par NUWIQ® (Facteur VIII recombinant). Ces deux techniques ont été comparées à une technique chronométrique 
avec une calibration spécifique NUWIQ® développée en interne. 
Matériels et méthodes : Premièrement, 3 techniques de dosage ont été comparées à partir d’échantillons 
surchargés en NUWIQ® (spikés). Puis, nous avons comparé ces 3 techniques sur des échantillons de patients 
traités par NUWIQ®. Cette étude prospective/rétrospective monocentrique a permis d’analyser 16 échantillons de 
7 patients ayant reçu du NUWIQ® dans notre centre entre 2023 et 2024.  
Résultats : Les dosages des échantillons spikés ont révélé la corrélation des trois méthodes de dosage. Il a été 
observé que la méthode de dosage CSA est moins précise que les méthodes OSA.  
La comparaison des 3 techniques pour le dosage de FVIII des échantillons patients démontre également une 
corrélation. Déterminer la technique la plus précise est difficile pour le suivi des patients, il est impossible de 
connaître la valeur exacte de FVIII après substitution, cependant la technique CSA a parfois révélé des valeurs 
supérieures à celles obtenues avec les techniques OSA. Des hypothèses ont été évoquées pour expliquer ces 
discordances, comme des interférences analytiques. 
Discussion : Cette étude a permis de valider l’utilisation des techniques de dosage du FVIII disponibles au 
laboratoire d’hématologie afin d’assurer le suivi des patients substitués par NUWIQ®. Elle a également permis de 
démontrer les performances de la technique OSA avec la calibration NUWIQ® et ouvre la voie à une utilisation de 
ce principe de dosage pour d’autres molécules. Les discordances visualisées avec la technique CSA pourront faire 
l’objet d’une évaluation sur de prochains dosages de patients substitués par NUWIQ®. 

A
B

S
T

R
A

C
T

 Aims : The aim of this study was to assess the analytical performance of two Factor VIII (FVIII) assay techniques 
available at the Angers University Hospital laboratory (chronometric (OSA) and chromogenic(CSA)) for monitoring 
patients treated with NUWIQ® (recombinant Factor VIII). These two methods were compared to an in-house 
developed OSA technique specifically calibrated for NUWIQ®. 
Materials and Methods : Initially, we compared the three assay techniques using samples spiked with 
NUWIQ®. Subsequently, this comparison was conducted on patient samples treated with NUWIQ®. This single-
center, prospective/retrospective study analyzed 16 samples from 7 patients who received NUWIQ® as part of 
their care at the Angers University Hospital between 2023 and 2024. 
Results : The assays of spiked samples showed a correlation between the three dosage methods. However, it 
was observed that the CSA assay method is less precise than the OSA methods. The comparison of theese tests 
for FVIII quantification in patients samples also demonstrated a correlation between the techniques studied. 
Determining the most accurate method for patient monitoring is challenging due to the inability to know the exact 
FVIII value post-substitution. Nevertheless, the CSA method sometimes yielded higher values than those obtained 
with the two OSA methods. Several hypotheses, such as analytical interferences, have been suggested to explain 
these discrepancies. 
Discussion : This study validated the use of the FVIII assay techniques available in the hematology laboratory 
to ensure proper monitoring of patients receiving NUWIQ® substitution. It also demonstrated the excellent 
performance of the OSA method with NUWIQ® calibration, suggesting its potential application for other molecules 
(recombinant FVIII or recombinant FIX). Finally, the discrepancies identified with the CSA technique warrant further 
evaluation in future assays of patients treated with NUWIQ®. 
 


