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Détermination du temps de thrombine et du temps de reptilase : quel réle dans les analyses de coagulation ?

Ce bulletin d'information a pour objectif de proposer une vision d'ensemble de la détermination du temps de thrombine et

du temps de reptilase, du point de vue clinique comme du point de vue du laboratoire.

Mots clés :

temps de thrombine, temps de reptilase, héparine, D-diméres, produits de dégradation de la fibrine, dysfibrinogénémie,

fibrinogeéne, fibrine polymérisation.

Tests de dépistage initial des troubles de la
coagulation

La grande majorité des tests du temps de prothrombine
(TP) et du temps de céphaline activée (TCA) demandés dans
le monde servent au suivi d'un traitement anticoagulant.

Il existe cependant de nombreux exemples ol ces tests
initiaux sont réalisés en |'absence de signes de troubles
hémostatiques spécifiques. Ces tests sont principalement
indiqués dans I'évaluation du risque d'hémorragie d'un
patient pour lequel est planifiée une chirurgie, que

cette derniére soit planifiée ou procédure effractive. Ils
constituent également un point de départ d'investigation
chez les patients présentant des antécédents de diathése
hémorragique suspectée. Dans de tels cas, la détermination
du temps de thrombine (TT) et du temps de reptilase (TR)
peut apporter un précieux complément d'information pour
I'interprétation des résultats, et servir au choix de tests plus

concluants, le cas échéant.

Principe du temps de thrombine

La détermination du temps de thrombine, bien qu'il ne
s'agisse pas d'un test de dépistage a proprement parler, est
une analyse couramment proposée et fréquemment
réalisée. Ce test de coagulation trés simple implique
uniquement I'ajout de thrombine exogéne (le réactif) au

plasma pauvre en plaquettes, ce qui déclenche la conversion

du fibrinogeéne en fibrine. Le temps de thrombine mesure
donc la vitesse de formation du caillot de fibrine a partir du
moment de I'ajout au plasma citraté d'une quantité de

thrombine prédéfinie.

Ce test mesure exclusivement la conversion du fibrinogene
en fibrine. Toute prolongation du temps de thrombine est
par conséquent directement liée a cette réaction : il s'agit
soit d'une anomalie du fibrinogeéne, soit de la présence d'une
autre substance susceptible d'inhiber cette réaction, trées

souvent I'héparine (cf. figure 1).

Conversion du fibrinogéne en fibrine

L'ajout de thrombine initie le clivage du fibrinopeptide A et
du fibrinopeptide B des extrémités N des chaines alpha et
béta de la molécule de fibrinogeéne. L'action de la thrombine
convertit le fibrinogéne en monomeres de fibrine. Ces
derniers, composés chacun d'un domaine E et de deux
domaines D, s'alignent pour former des dimeres de fibrine,
avant de se polymériser. Les polymeres de fibrine se
stabilisent ensuite par un processus de réticulation médié
par le facteur XIII activé, pour former un caillot de fibrine
insoluble. Cette réticulation prend la forme d'une liaison
covalente qui fixe irréversiblement les domaines D de deux

molécules de fibrine adjacentes I'une a l'autre (cf. figure 2).
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Fig. 1 Représentation schématique du processus de coagulation, mettant en lumiére les composants testés lors de la détermination
du temps de thrombine. La thrombine est exclue, car le test est activé par I'ajout d'un réactif contenant de la thrombine exogéne.
Les fleches roses indiquent les effets d'activation de la thrombine en plus de la conversion du fibrinogéne en fibrine. Les fleches
vertes indiquent les effets inhibiteurs de I'héparine / d'un complexe antithrombine sur la thrombine.
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Fig. 2 Représentation schématique de la polymérisation de la fibrine
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La fibrine qui en résulte est insoluble et forme un caillot. Le
temps de formation de ce caillot est le temps de thrombine,

objet de la mesure.

Chez un sujet en bonne santé, le processus de formation des
caillots est finement équilibré par l'initiation simultanée du
processus de désagrégation du caillot, ou fibrinolyse, afin
que la lumiére du vaisseau sanguin ne soit pas obstruée. Le
processus de fibrinolyse est médié par une enzyme appelée
plasmine, qui est capable de cliver a la fois la fibrine et le
fibrinogéne en un mélange hétérogene de produits de
dégradation de fibrin (ogen) (PDF) . La liaison covalente
formée entre les deux domaines D résiste cependant a
I'action de dégradation exercée par la plasmine. Les produits
de dégradation de la fibrine présentant 2 de ces domaines
D, que I'on nomme D-dimeéres, dérivent uniquement de la

fibrine réticulée.

Toute interférence avec le processus de polymérisation

affectera le temps de thrombine.

Méthode de détermination du temps de thrombine
L'analyse s'effectue sur du plasma pauvre en plaquettes
obtenu a partir d'un échantillon de sang total ;
I'anticoagulant utilisé pour le prélevement est le citrate
(comme c'est le cas pour tous les tests d'hémostase de
routine basés sur la coagulation). Le réactif contenant la
thrombine, qui peut étre d'origine humaine ou bovine, est
ajouté au plasma pauvre en plaquettes a 37 °C. La mesure
concerne le temps (en secondes) que met le caillot a se
former. Ce test peut étre réalisé manuellement dans un
bain- marie ou programmé dans un analyseur de coagulation

automatisé.

Interprétation du temps de thrombine

Les valeurs normales du temps de thrombine sont
hautement dépendantes de la concentration de thrombine
utilisée, ainsi que du principe de détection du caillot utilisé
par I'analyseur. La concentration en thrombine des réactifs
du commerce utilisés pour la détermination du temps de
thrombine n'est pas uniforme ; comme le confirment les
notices d'emballage, les valeurs auxquelles s'attendre
varient en conséquence. Ce phénomene est illustré par la

comparaison des plages de référence du temps de

thrombine trouvées dans les publications ; il arrive méme
que ces plages ne se chevauchent pas. On peut trouver une
plage de 13 a 15 secondes, et a I'inverse une plage de 15 a
22 secondes. Par conséquent, il est essentiel que le temps
de thrombine mesuré soit interprété en fonction des plages

de référence établies par le laboratoire lui-méme.

Un temps de thrombine allongé est un résultat considéré

comme anormal.

En cas de temps de thrombine raccourci, la possibilité d'un
échantillon activé doit étre exclue avant que le résultat soit
accepté comme biologiquement représentatif de I'état de

santé du patient.

Causes d'un temps de thrombine allongé

Ces causes peuvent étre réparties en 3 grandes catégories.

1. Anomalie du fibrinogéne

2. Interférence avec la polymérisation de la fibrine

3. Inhibition de la réaction par une interférence avec la

thrombine
a. Anomalies du fibrinogéne
i. Anomalies quantitatives

Etant donné que le temps de thrombine mesure la
conversion du fibrinogéne en fibrine ; le plasma du
patient doit donc contenir une quantité suffisante de
fibrinogeéne. Pour les patients présentant une
concentration en fibrinogéne faible ou nulle, le
résultat sera un temps de thrombine allongé, voire
I'absence de formation de caillot, selon le degré de
gravité. En général, pour observer un temps de
thrombine anormal, il faut que le taux de fibrinogéne
soit inférieur a 1 g/L. Les anomalies du fibrinogene
peuvent étre congénitales ou acquises. Parmi les
anomalies héréditaires, on compte l'afibrinogénémie,
qui consiste en I'absence ou une trés faible présence
de fibrinogene (en général, < 0,2 g/L), et
I'hypofibrinogénémie, oune concentration faible en
fibrinogeéne. Les anomalies du fibrinogéne acquises
sont observées dans les cas de coagulopathie
intravasculaire disséminée, a la suite d'un traitement
thrombolytique d'une thrombose mettant en jeu le
pronostic vital, d'une maladie hépatique et de

certaines malignités.
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Anomalies qualitatives

Une anomalie fonctionnelle du fibrinogéene peut
également se manifester par un temps de thrombine
allongé. Ce dernier peut résulter d'une activation
inefficace du fibrinogéne par la thrombine, c'est-a-dire
d'une conversion minime du fibrinogéne en fibrine, ou
encore d'une mauvaise polymérisation de la fibrine,
qui conduit a un caillot instable (cf. ci-dessous). Ces
cas de figure, appelés dysfibrinogénémie, sont rares et
peuvent étre tant d'origine génétique qu'acquise. Les
dysfibrinogénémies acquises surviennent en général

dans le contexte d'une maladie hépatique.

Chez le nouveau-né le temps de thrombine est
habituellement allongé en raison de la présence de
fibrinogene foetal. Bien que la concentration en
fibrinogeéne soit normale, 'augmentation du taux de
glucides qui retarde la polymérisation est similaire a
celle observée en cas de dysfibrinogénémie acquise
survenant dans le cadre d'une maladie hépatique.
Dans ce contexte, il est impératif de s'assurer que la
plage de référence utilisée est spécifique a I'age. Chez
le nourrisson de moins de 6 mois, on peut s'attendre a
un temps de thrombine d'environ 2 a 3 secondes de

plus que la plage de référence normale de I'adulte.

Autres causes

Treés rarement, les patients souffrant d'amylose
d’amyloidose peuvent présenter un temps de
thrombine allongé en raison de l'inhibition de la
conversion du fibrinogéne en fibrine par la présence
de protéines circulantes anormales. En théorie, la
manifestation de ce phénomeéne est similaire a celle

d'une anomalie quantitative du fibrinogéne.

b. Interférence avec la polymérisation de la fibrine

Dysfibrinogénémie et produits de dégradation de

la fibrine

Comme le critére de détermination du temps de
thrombine est la formation du caillot, toute
interférence avec la stabilité du caillot peut entrainer
une prolongation du temps de coagulation. Comme
décrit précédemment, le polymeére de fibrine se forme

progressivement a partir de monomeres de fibrine

identiques en taille et structure. La présence de
variantes structurelles, comme dans la
dysfibrinogénémie, ou de produits de dégradation de
la fibrine comme les D-dimeéres, dont la structure n'est
que partiellement semblable, peut résulter en un
caillot instable si ces éléments se retrouvent intégrés
au polymere en formation. Une forte concentration en
D-dimeres peut conduire a un temps de thrombine

allongé.

Le fibrinogeéne est produit dans le foie ; I'étiologie
d'une molécule dysfonctionnelle, dans le cas d'une
dysfibrinogénémie acquise associée a une maladie
hépatique, est un défaut structurel causé par un taux
élevé de glucides qui interfére avec la polymérisation

de la fibrine.

Autres causes

Paradoxalement, une concentration trés élevée en
fibrinogene (> 14 g/l), mais pas le taux élevé lié a une
réponse de phase aigle, peut étre associée a un
temps de thrombine allongé . On pense que ce
phénomene est di a un excés de fibrinogéne

interférant avec la formation de la fibrine.

La présence de protéines circulantes anormales,
comme les paraprotéines observées dans le cas d'un
myélome, peut interférer avec la polymérisation de la

fibrine et entrainer un temps de thrombine allongé.

Une hypoalbuminémie (c'est-a-dire un taux
d'albumine < 30 g/l) constitue une autre cause
potentielle d'interférence avec la polymérisation de la

fibrine et d'allongement du temps de thrombine.

c. Inhibition de la thrombine

Héparine

Le temps de thrombine est initié par I'ajout de
thrombine exogene ; il est donc insensible aux
anomalies de tous les facteurs de coagulation en
amont, impliqués dans la génération de la thrombine
endogene. Ce test est cependant sensible a toute
substance présente dans le plasma du patient et

susceptible d'inhiber la thrombine exogéne ajoutée au
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plasma comme réactif. Méme une trés faible quantité
d'héparine, provenant d'un traitement ou introduite
au moment du prélévement sanguin sur une voie
intraveineuse centrale héparinisée, empéche la

formation du caillot.

Ce test est méme tellement sensible a I'héparine qu'il
est courant de s'en servir pour déterminer la présence
ou non de I'héparine en cas de suspicion
d'interférence, pour l'interprétation correcte des
résultats d'autres analyses de coagulation. Ainsi, il est
tres fréquent de I'utiliser pour un contréle qualité afin
d'établir la présence ou I'absence d'héparine non
fractionnée dans un échantillon avant la réalisation
d'analyses de coagulation plus complexes, plutot que
pour l'investigation d'une suspicion d'anomalie du
fibrinogéne. La détermination du temps de reptilase,
qui repose sur le méme principe que celle du temps
de thrombine, sert a confirmer que la cause de la
prolongation du temps de thrombine est bien la

présence d'héparine (cf. ci-dessous).

En général, la présence d'héparines de bas poids
moléculaire n'affecte pas le temps de thrombine, a
moins que le patient ne soit victime d'un surdosage

significatif.

Autres anticoagulants

Les inhibiteurs directs de la thrombine que sont
I'hirudine, I'argatroban et le dabigatran (nouveau
médicament administré par voie orale) entrainent
tous une prolongation du temps de thrombine. Le
temps de thrombine présente une réponse linéaire
aux doses administrées, méme si les tests de temps de
thrombine disponibles dans le commerce sont trop
sensibles pour fournir des informations quantitatives
quelconques. En général, un temps de thrombine
normal exclut la présence d'inhibiteurs directs de la
thrombine, tandis qu'un temps de thrombine trés
allongé ou sans coagulation ne permet pas de
distinguer les niveaux infra-thérapeutiques,

thérapeutiques ou supra-thérapeutiques.

Le rivaroxaban, qui est un inhibiteur direct du facteur

Xa, n'a aucun effet sur le temps de thrombine. La

warfarine n'a elle non plus aucun impact sur le temps
de thrombine, car son action anticoagulante consiste
a bloquer la synthése de prothrombine fonctionnelle,
ainsi que d'autres facteurs de coagulation dépendant
de la vitamine K, et que ces éléments interviennent

tous en amont de la réaction utilisée dans le test.

iii. Anticorps rares
Les patients précédemment exposés a la thrombine
d'origine bovine sont susceptibles de produire des
inhibiteurs prolongeant le temps de thrombine si ce
dernier est déterminé a I'aide de thrombine exogéne
d'origine bovine. En outre, une réactivité croisée avec
la thrombine humaine peut également provoquer un
prolongement du temps de thrombine si le réactif
contient de la thrombine d'origine humaine. Les
patients peuvent avoir été préalablement exposés a
de la thrombine bovine par le biais de la colle
tissulaire. La colle tissulaire est un adhésif unique
utilisé de plus en plus souvent en chirurgie pour une
hémostase sire et rapide, indépendante de I'état de
coagulation du patient, sur des sites vulnérables d'un
point de vue anatomique. En pratique, cette colle se
compose de deux éléments : une solution concentrée
de fibrinogéne et de facteur XIII est associée a une
solution de thrombine et de calcium afin de former un
caillot, simulant ainsi |'étape finale de la cascade de la
coagulation. Une fois tous ces éléments combinés, un
caillot de fibrine se forme en I'espace de quelques

secondes.

Des anticoagulants semblables a I'néparine ont été
observés, bien que rarement, chez des patients
présentant des tumeurs malignes, et se manifestent

par un temps de thrombine allongé.

Causes d'un temps de thrombine raccourci

Dans de trés rares cas, le temps de thrombine est raccourci.
La cause la plus courante de ce phénomeéne est ['utilisation
de liquides colloidaux, par exemple la dextrane ou I'amidon
hydroxyéthylé, comme expanseurs du volume sanguin lors
d'une intervention chirurgicale. Dans de tels cas, le temps de
coagulation est plus court, bien qu'il ait été démontré que la

solidité du caillot est inférieure.
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Le temps de reptilase

La détermination du temps de reptilase (ou temps d'atroxin)
suit un principe similaire a celui utilisé pour déterminer le
temps de thrombine : il évalue en effet la conversion du
fibrinogéne en fibrine. Leur différence réside dans le fait que
pour le temps de reptilase, la thrombine est remplacée par
la reptilase, une enzyme semblable a la thrombine obtenue
par purification du venin du serpent Bothrops atrox. Comme
la thrombine, cette enzyme convertit le fibrinogéne en
fibrine, a I'exception du clivage unique du fibrinopeptide A,
et non du fibrinopeptide B, de la molécule de fibrinogéne.
La principale différence observée est que ce test n'est pas
sensible a la présence d'héparine ou d'autres médicaments
inhibiteurs de la thrombine. Sur un échantillon pour lequel
le temps de thrombine est allongé, un temps de reptilase
normal est (dans la plupart des cas) cohérent avec la
présence d'héparine non fractionnée ou de I'un des tout
nouveaux médicaments inhibiteurs directs de la thrombine.
Par conséquent, un temps de thrombine allongé est

généralement associé a un temps de reptilase normal.

Toutes les autres causes de temps de thrombine allongé
affectent également le temps de reptilase. Il n'existe qu'un
seul cas de figure susceptible de provoquer un temps de
thrombine normal associé a un temps de reptilase allongé:
c'est le taux de fibrinogéne élevé. Ceci est couramment
observé car les échantillons de plasma soumis pour les
analyses de coagulation proviennent souvent de patients
présentant des antécédents de thrombose aiglie, a 'origine
d'une réaction de phase aigiie, et donc d'une augmentation
de la concentration en fibrinogéne. Méme un taux de
fibrinogeéne légerement élevé (4 a 7 g/L) entraine en général
une prolongation du temps de reptilase, alors qu'une
prolongation du temps de thrombine n'est observable qu'en
cas d'extréme hyperfibrinogénémie (> 14 g/L). La raison de
cette différence reste vague, mais le retour du temps de
reptilase a la normale une fois le taux de fibrinogéne ramené

dans la norme est un phénomene trées bien documenté.

Comme pour le temps de thrombine, les plages de référence
du temps de reptilase dépendent du systéme analytique.

Il convient donc d'utiliser les plages de référence établies
par le laboratoire lui-méme pour l'interprétation des

résultats. Ces plages de référence sont obtenues a partir

de plasma prélevé sur des sujets normaux, présentant un
taux de fibrinogéne normal vérifié. A partir de ces valeurs

de référence, environ 30 % des patients dont le taux de
fibrinogeéne est élevé présenteront un temps de reptilase
allongé, en fonction du degré d'élévation de la concentration

en fibrinogéne.

Dans quels cas est-il indiqué d'analyser le temps de
thrombine et le temps de reptilase ?

La détermination du temps de thrombine est un test
généralement effectué si les valeurs initiales de TP et de
TCA sont anormales. Comme la cause la plus répandue d'une
prolongation du TP et du TCA est la présence d'héparine,

le temps de thrombine est déterminé pour exclure cette
possibilité. Si la cause du temps de thrombine allongé est
I'néparine (ou une substance similaire, ou encore d'autres
inhibiteurs de la thrombine), l'obtention d'un temps de
reptilase normal viendra confirmer cette interprétation. Par
conséquent, le temps de reptilase est généralement indiqué

uniquement si le temps de thrombine est anormal.

Le temps de thrombine est également déterminé
couramment dans le cadre d'une investigation cherchant
a établir la cause possible d'une hypercoagulabilité sous-
jacente chez les patients souffrant de thrombose. Ici,

I'objectif est double.

Il s'agit dans un premier temps d'exclure la présence
d'héparine (cf. ci-dessus), car cette derniére interférerait
avec les autres analyses, et les rendrait non concluantes.
Dans de tels cas, le plasma devrait étre traité avec une
enzyme spéciale, I'héparinase, dans le but d'éliminer cette
interférence avant de procéder aux autres analyses. Il est
cependant plus fréquent d'attendre la fin du traitement

a I'héparine suivi par le patient, et de prélever ensuite un

échantillon de sang frais pour analyse.

Dans un second temps, le temps de thrombine sert a évaluer
la dysfibrinogénémie, qui peut se manifester sous la forme
d'une thrombose, bien que ce cas soit peu observé (moins de

1% des cas).

Comme le temps de thrombine est généralement

allongé dans le cas d'un déficit en fibrinogene et d'une
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Tableau 1 Réactifs proposés par Sysmex pour la détermination du temps de thrombine et du temps de reptilase

Temps de thrombine Temps de reptilase

Réactif

Témoin normal

Citrol 1(291070)

Etalonneur Non requis

dysfibrinogénémie, la détermination de la concentration
en fibrinogéne par la méthode de Clauss est dans de

tels cas plus informative, car ce test est sensible aux
anomalies tant quantitatives que fonctionnelles. Pour une
dysfibrinogénémie, le résultat obtenu par la méthode de
Clauss (test d'activité) serait inférieur a celui produit par
un test fibrinogéne en immuno-analyse (p. ex. ELISA),
alors qu'’ils donneraient tous les deux un résultat faible en
cas de déficit en fibrinogeéne avec structure et fonction
normales. En cas de suspicion de dysfibrinogénémie, le
rapport activité/antigene du fibrinogeéne sert a des fins de
confirmation dans la plupart des cas. Des tests de la fonction
hépatique peuvent appuyer une étiologie acquise, tandis
qu'une anomalie génétique ne peut étre confirmée que par
I'étude des antécédents familiaux et des investigations

plus poussées.

Quels sont les tests proposés par Sysmex ?

Sysmex propose des réactifs et des témoins pour la
détermination du temps de thrombine et du temps de
reptilase, pour les analyses manuelles comme automatisées
(cf. tableau 1). Des protocoles d'analyse sont mis a

disposition pour tous les analyseurs de coagulation Sysmex.

Pour ces analyses, Sysmex ne propose qu'un témoin normal.
En général, on considere qu'il n'est pas nécessaire de réaliser
un témoin anormal pour le temps de thrombine et le temps
de reptilase, car ces derniers sont principalement utilisés
pour déterminer la présence d'héparine dans I'échantillon,

auquel cas on obtient une absence de caillot et un temps

Réactif thrombine (OWHMA135) ou

Thromboclotine (281007)

Plasma de controle N (ORKE415) ou

Réactif batroxobine (OUOV215)

Plasma de controle N (ORKE415) ou

Citrol 1(291070)

Non requis

de reptilase normal. Si un laboratoire souhaite inclure un
témoin anormal, il peut se le procurer auprés d'une autre
société. Cependant, il devra établir ses propres plages de
référence, car ces derniéres varient de fagon significative

d'une plateforme d'analyse a une autre.

Informations a se rappeler

m Le temps de thrombine et le temps de reptilase sont des
tests de coagulation de base qui servent a I'évaluation de
la formation de fibrine a partir du fibrinogéne contenu
dans le plasma.

m Le temps de thrombine est I'analyse la plus couramment
utilisée pour exclure la présence d'héparine avant
d'entreprendre des tests de coagulation plus complets, car
I'néparine fausserait leur interprétation.

m L'avantage du temps de reptilase est son insensibilité a
I'néparine comme aux autres inhibiteurs de la thrombine.

m Parmi les causes d'un temps de thrombine et d'un temps
de reptilase allongés figurent les anomalies du
fibrinogéne ainsi que la présence de toute substance
susceptible d'interférer avec la polymérisation de
la fibrine.

= Le temps de thrombine et le temps de reptilase servent
au dépistage d'une dysfibrinogénémie. A noter cependant
que ces deux tests sont susceptibles de produire un fort
taux de faux positifs car ils ne sont pas spécifiques.

m En cas de suspicion d'une dysfibrinogénémie a partir d'un
temps de thrombine et/ou de reptilase allongé(s), il est
nécessaire de chercher confirmation par la détermination

du rapport activité/antigéne du fibrinogéne.
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