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I. INTRODUCTION

L’environnement pharmacologique des examens diagnostics et des interventions de
revascularisation myocardique par voie percutanée poursuit essentiellement deux objectifs
principaux : la prévention d’un évenement thromboembolique lors d’examen diagnostic et la
prévention de la thrombose coronaire peropératoire, précoce ou différée du site coronaire
dilaté.

Une anticoagulation efficace est donc nécessaire au cours de ces procédures diagnostiques et
thérapeutiques, notamment dans la revascularisation per cutanée des Iésions coronaires, ainsi
que lors de situations cliniques prothrombotiques telles que les syndromes coronariens aigus.
Cette anticoagulation est principalement assurée par 1’héparine non fractionnée (HNF).
Comme tout anticoagulant, il expose a un risque hémorragique, raison pour laquelle celui-ci
peut étre monitoré par le temps de céphaline plus activateur (TCA ou aPTT [activated Partial

Thromboplastin Time]).

Il s’agit d’un test fait sur un prélévement sanguin permettant de mesurer le temps de
coagulation d'un plasma sanguin déplaquetté recalcifié en présence de céphaline (substitut du
facteur 3 plaquettaire) ainsi qu’un activateur des facteurs de la phase contact (silice, kaolin). Il
explore la voie dite intrinséque de la coagulation. L’inconvénient de ce test est le délai

permettant 1’obtention du résultat, celui-ci étant de plusieurs dizaines de minutes.

L’héparinothérapiec peut également étre monitorée par un examen de biologie médicale
délocalisé. 1l s’agit de 1’« Activated Clotting Time » (ACT). Celui-ci est réalisé sur sang total,
en délocalisé, et utilise également un activateur de la phase contact (celite ou kaolin) et le
résultat est connu en quelques minutes, ce qui permet une adaptation rapide de
I’héparinothérapie. Différents laboratoires ont développé ce type d’appareil. L’appareil le plus
utilisé en France est I’ Hémochron (Werfen). Il est utilisé en France en chirurgie cardiaque, en
cardiologie interventionnelle et en rythmologie, ainsi qu’en neuroradiologie interventionnelle
et en dialyse. Son utilisation a particulierement été étudié lors de I’utilisation d’une

oxygénation par membrane extra-corporelle (ECMO), comme nous le verrons par la suite.
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I1. HEMOSTASE APPLIQUEE AU
CATHETERISME CARDIAQUE

L’utilisation de cathéters au cours d’une coronarographie et/ou angioplastiec provoque a elle
seule la formation de thrombus, ainsi que des traumatismes responsables d’une mise a nu du
sous-endothélium contenant du collagene interagissant avec le facteur de Willebrand et du
facteur tissulaire, initiant respectivement I’hémostase primaire et secondaire. Ces deux phases

de I’hémostase se déroulent en parallele (1).

Hémostase primaire

Elle correspond a la premiéere étape aboutissant a la formation rapide d’un clou plaquettaire
(entre 3 et 5 minutes). Elle consiste dans un premier temps a une vasoconstriction des muscles
lisses déclenchée par la libération de médiateurs (principalement plaquettaires comme la
sérotonine et le thromboxane AZ2). Puis vient le temps plaquettaire avec 1’adhésion
plaquettaire par I’intermédiaire de récepteurs plaquettaires glycoprotéiques (Gpla/lla, GpVI)
directement au collagéne. Ce phénomeéne d’adhésion est potentialisé par le facteur de Von
Willebrand (VWF) créant d’ultérieurs ponts entre les récepteurs plaquettaires Gplb/IX/V et le
collagéne sous endothélial. Par cette adhésion la plaquette s’active en sécrétant le contenu de
multiples granules cytosoliques dans la circulation (phénomene de dégranulation). Ceci
permet I’activation de plaquettes environnantes en surexprimant et activant les récepteurs Gp
I1b/111a présents a la surface de la plaquette. Ceci induit un changement morphologique de la
plaquette qui de sphérique développe des pseudopodes et devient stellaire. Le récepteur
plaquettaire Gp IIb/Illa est un récepteur du fibrinogene et I’expression des récepteurs Gp
Ib/1lla a la surface permet de former des ponts entre les plaquettes voisines: c’est

I’agrégation plaquettaire.
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Hémostase secondaire

La cascade de coagulation est constituée de deux voies de coagulation interactives, appelées
voies intrinseque et extrinséque (dépendante du facteur tissulaire), qui ménent a la formation

du caillot de fibrine. (Figure 1)

Intrinsic
Pathway
Disrupted endothelium Extrinsic
Factor Factor Pathway
= - ~— ~ Tissue
Fa(;lor f ‘ Y trauma
Xl Xla ;
//.‘ \\q v i ™~
Factor Factor Factor Factor
IX Vil

Tissue factor < 11SSUE
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7 N \
l

Activated protein C Facto Fact

-—
——

Cross-linked
Fibrin Clol

Figure 1 : Cascade de coagulation, d'aprés CD.E. Longnecker, S.C. Mackey, M.F. Newman, W.S.
Sandberg, W.M. Zapol: Anesthesiology, 3°, 2018.

Les facteurs de coagulation impliqués dans ces voies sont numérotés de | a V et de VIl a XIII.
IIs sont - de base - inactifs dans le plasma, et ont besoin d’étre activés pour étre fonctionnels.
Les facteurs V et VIII sont des cofacteurs. Les plaquettes, cofacteurs indispensables a cette
réaction, fournissent la surface phospholipidique plaquettaire sur laquelle les réactions de

coagulation se produisent.

La voie intrinséque commence par l'activation de contact du facteur XII puis en cascade le XI,
VIII et IX. Le complexe provoque la conversion du facteur X inactif au X actif (Xa).
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La voie extrinseque débute par l'interaction du facteur tissulaire (physiologiquement non
présent a la surface des cellules) avec le facteur VII. Le facteur VII activé via le Facteur

Tissulaire, des phospholipides et du calcium, active les facteurs I1X et X.

La voie intrinséque et la voie extrinséque convergent en une voie commune qui s’initie avec
I’activation du facteur X en Xa. Le complexe Xa-Va, phospholipides et calcium convertit la
prothrombine (facteur 1) en thrombine (facteur Ila). La thrombine convertit le fibrinogene
(facteur 1) en fibrine lache qui est instable. Cette fibrine lache va étre stabilisée par le facteur
Xllla et par la thrombine en présence de calcium et de fibrine. La fibrine forme le caillot en

emprisonnant des plaquettes et des hématies.

Régulation négative

Les systémes inhibiteurs comprennent des serpines et notamment 1’antithrombine (AT) qui en
est le principal représentant. Le couple protéine C et S, et le Tissue Factor Pathway Inhibiteur

(TFPI) participent également a I’inhibition physiologique de la coagulation (Figure 1).

- L’AT est P’inhibiteur principal de la coagulation et est synthétisée par le foie. Son taux
normal fluctue entre 80 et 120 %. Son action se concentre a la surface de I’endothélium
vasculaire. Elle est capable de lier de fagcon covalente les facteurs Xa, lla (et dans une
moindre mesure d’autres facteurs tels que le IXa et le XIa) et ainsi de les inhiber de fagon
lente et progressive. La liaison de I’héparine a I’AT accélére d’un facteur 1000 I’inhibition
des facteurs de la coagulation par celle-ci (inhibition immédiate). Un déficit modéré en AT est
un facteur de risque de thrombose (13): cela diminue I'ACT et le TCA et augmente les

besoins en héparine.

- Les protéines C et S sont également synthétisées par le foie et leur synthése est vitamine K
dépendante : la protéine C est présente sous forme inactive dans la circulation. Elle est activée
par la thrombine (l1a) en présence d’un cofacteur situé a la surface de la cellule endothéliale,
la thrombomoduline. La protéine C activée est a méme de cliver et inactiver le facteur Vllla
et Va. La protéine S est présente dans le plasma sous forme active. Elle est le cofacteur de la

protéine C activée et amplifie son action.

- Le Tissu Factor Pathway Inhibitor (TFPI), premier a entrer en action, bloque le bindbme FT-
FVlla et par conséquent blogue la voie extrinseque.
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III. ANTICOAGULATION

Le choix, linitiation et la durée de I’anticoagulation dépendent du type d’examen
(coronarographie diagnostique et/ou angioplastie) ainsi que de la présentation clinique
(syndrome coronarien aigu ou coronaropathie chronique stable). En outre le risque
thrombotique est toujours a pondérer par rapport au risque hémorragique. Par exemple le
risque thrombotique est nettement moindre lors d’une coronarographie diagnostique par voie
fémorale chez un patient cliniquement stable que lors d’une angioplastie coronaire par voie

radiale chez un patient avec un SCA.

Afin de contenir le risque thrombotique, il est administré au patient un traitement

antiplaquettaire ainsi qu’un traitement anticoagulant.

L’HNF est le traitement anticoagulant le plus utilisé et possede une activité anticoagulante en
potentialisant 1’action de I’AT sur le facteur Xa et Ila. Les héparinoides sont des
polysaccharides de différentes longueurs, comprenant une structure pentasaccharidique. Les
héparines polysaccharidiques a longue chaine (entre 5400 et 30000 kDa), telles que les
héparines non fractionnées, ont a la fois une activité anti-thrombine (anti-1la) et anti-Xa,
tandis que les héparines a chaine polysaccharidique plus courtes (HBPM) ont une activité
principalement anti-Xa. Ceci est di au fait qu’il faut un minimum de 18 saccharides pour
former un complexe AT-héparine et pour avoir donc une activité anti-lla (2) (Figure 2). A
mentionner que parmi les effets secondaires de I’héparine en phase aigué on retrouve la

thrombopénie induite a I’héparine (3).
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effet anti-lla =» + 18 sucres

Figure 2 : Effet de I’héparine non fractionnée (effet anti-l1la et anti-Xa) et de I’héparine de bas poids
moléculaire (effet seulement anti-Xa), d’aprés le Collége National de Pharmacologie Médicale

A faible dose, I'élimination de I'HNF est assurée par l'endothélium vasculaire et les
macrophages. A une dose plus élevée, la demi-vie devient plus longue et ’HNF est ensuite
éliminée par un mécanisme rénal. La combinaison de ces deux mécanismes explique l'aspect
non linéaire de la courbe dose-réponse apres injection d'HNF. En conséquence, la demi-vie de
I'néparine et des héparinoides est relativement courte mais varie en fonction de la dose

administrée entre 30 et 150 minutes (4).

Le fondaparinux, pentasaccharide obtenu par synthése, a une activité exclusivement anti-Xa,
et n’affecte pas I’ACT (5). L'énoxaparine peut induire un rallongement significatif de I'ACT,
toutefois de niveau bien moindre que celui obtenu par I’HNF (6). Concernant les
anticoagulants oraux (Dabigatran, Rivaroxaban, Apixaban), ils peuvent allonger ’ACT (7).
Comme le TCA, I’ACT peut également étre allongé par un deficit en facteurs de la
coagulation (8) ou par la présence d’anticorps dits antiphospholipides qui peuvent étre
détectés via des tests dédiés tels que le Silica Clotting Time (SCT) (9).

Du point de vue clinique, lors d’une procédure dans le contexte d’une maladie coronarienne
stable, une anticoagulation par HNF a une dose de 70-100 Ul/kg en bolus intraveineux est

requise selon les recommandations européennes de cardiologie (10).

Dans le cadre d’un infarctus myocardique avec surélévation persistante du segment ST

(STEMI), l'utilisation systématique d’une anticoagulation par HNF est recommandée. Il y a
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peu de données recommandant ’utilisation de I’ACT. S’il est utilisé, il ne doit pas retarder le

temps de recanalisation (11).

Dans le cadre d’un infarctus myocardique sans surélévation persistante du segment ST
(NSTEMI), I’administration d’HNF a une dose de 70-100UI/kg jusqu’a un maximum de
5000UI (suivi d’une perfusion de 12 a 15UI/kg/h jusqu’a un maximum de 1000 Ul/h) est
recommandée chez les patients en cours d’angioplastie. (12) Des bolus supplémentaires
d’HNF pendant le geste peuvent étre envisagés, guidés soit par I’ACT (objectif : de 250-350s,
ou 200-250s en présence d’un inhibiteur de Gpllb/Illa) soit par le poids (habituellement 70-
100Ul/kg, ou 50-70Ul/kg en association & un inhibiteur de Gpllb/I11a).

Donc ’HNF semble étre un médicament efficace et difficilement surpassable si utilisé
correctement comme le montre 1’étude HEAT-PPCI (13): I'héparine par rapport a la
bivalirudine réduit l'incidence des événements ischémiques indésirables majeurs dans le
contexte d'angioplastie primaire, sans augmentation du nombre de complications
hémorragiques, d’autant plus qu’il existe un antagoniste efficace qui permet l'inversion rapide
de l'activité antithrombotique, le sulfate de protamine. Il est a noter qu’un exces de sulfate de
protamine prolonge I'ACT via l'inhibition des protéases a sérine et des plaquettes (14).
Certaines études évoguent un risque de saignement plus élevé avec I’héparine par rapport aux
HBPM (15).

Les méthodes les plus utilisées pour la surveillance d’une anticoagulation a I’HNF sont le
Temps de Céphaline Activateur (TCA [ou aPTT =activated partial thromboplastin time]) et
I’activité anti-Xa (méthode préférentielle ou « golden standard »). (Figure 3) Toutes ces
techniques (plasmatiques) nécessitent 1’acheminement d’un prélévement sanguin au
laboratoire d’hémostase et par conséquent un délai non négligeable dans 1’obtention des
résultats, en général entre 30 et 80 min. Le temps de céphaline + activateur explore les
facteurs de la voie intrinseque (Prékallicréine, kininogene de haut poids moléculaire, facteurs
X1, X1, IX et VIII) et les facteurs de la « voie commune » (facteurs X, V, Il et fibrinogéne).
Le prélevement sanguin est effectué sur un tube citraté (le sang est alors incoagulable). Au
laboratoire, la phase analytique débute avec la centrifugation du tube pour obtenir un plasma
pauvre en plaguettes. Le plasma est mis en contact avec un activateur de la phase contact de la
coagulation, puis recalcifié (afin d'antagoniser 1’activité anticoagulante du citrate) en présence

d’un aimant en rotation. Le TCA mesure le temps de formation d’un caillot de fibrine. (Figure

3) (6).
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L’activité anti-Xa est définie par un test chromogénique : le plasma est dilué dans un tampon,
puis incubé avec une concentration standard de facteur Xa. On mesure ’activité du facteur Xa
résiduelle. L'exces de facteur Xa est quantifié a I'aide de substrats peptidiques spécifiques
couplés a un chromophore. L'hydrolyse du substrat par le facteur Xa entraine la libération de

chromophore de couleur (16).

Cette surveillance classique par des tests en laboratoire n’est pas adaptée dans des situations

ou I’on nécessite immédiatement un résultat concernant 1’effet de I’HNF.

FIBRINOGEN — FIBRIN

Figure 3 : Cascade explorée par le TCA (6)
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IV. ACT

L’Activated Clotting Time (ACT) est un test sur sang total réalisé en délocalisé permettant la
surveillance de [D’anticoagulation, principalement en chirurgie cardiaque ainsi qu’en

cardiologie interventionnelle.

Il a été décrit pour la premiere fois en 1966 (17), et a été appliqué pour la premiére fois chez

des patients bénéficiant d’une circulation extracorporelle dans les années 70.

L’ACT représente le temps nécessaire a la formation d’un caillot en présence d’un activateur
de la coagulation, célite ou kaolin (Figure 4). Les valeurs normales de I’ACT sont comprises
entre 90 et 120 secondes chez un patient non anticoagulé. Le résultat est obtenu en quelques
minutes, alors qu’un résultat obtenu au laboratoire nécessiterait un délai plus important (de
I’ordre de I’heure). L’appareil actuellement le plus utilisé est ’Hémochron Signature Elite

(Werfen). 11 s’agit de celui utilisé au CHU de Nancy.

ACTIVATOR

s

Contact Factors
XipF——»Xlla

X} = Xla

IX—»IXa

PLATELET
AGGREGATION

FIBRINOGEN —* FIBRIN

Figure 4 : Cascade exploree par I'ACT (6)
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Lien entre ACT et anti-Xa

Cette corrélation a été particulierement étudiée dans le cadre de la chirurgie cardiaque. Avant
mise en route d’une circulation extra-corporelle, la corrélation entre I’ACT et 1’activité anti-
Xa dans des dosages plasmatiques serait bonne (r > 0,9). La relation est linéaire pour des
valeurs d’ACT inférieures a 600 secondes. Lors de I’utilisation de I’ACT au cours d’une
circulation extra-corporelle, la corrélation avec 1’activité anti-Xa est moins bonne, car I’ACT

est influencé par d’autres parameétres (hypothermie, hémodilution) (18).
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Figure 5 : ACT dans la surveillance de 1'héparine lors d’un pontage aorto-coronarien (18)

Valeurs moyennes des parametres de coagulation en fonction du temps en minutes. Les différents points
temporels correspondent a 10 minutes aprés chacune des opérations suivantes : administration d'héparine
(A), début du pontage aorto-coronarien(PAC) (B), hypothermie (C), réchauffement (D), et immédiatement
avant I’arrét du PAC ( E). Valeurs moyennes de I’ACT exprimées en secondes pour 100 pour les tests
Hemochron 801 (HC ACT) et Hepcon (HTACT). La concentration plasmatique en héparine équivalente
(WB He) et la concentration en héparine plasmatique anti-Xa (Xa He) sont exprimées en unités par
millilitre. Les valeurs d'hématocrite (Het) sont exprimées en pourcentage divisé par 10 (%/10) et la
température centrale du corps (Temp) exprimée en degrés centigrades divisée par 10 (°C/10).
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Lien ACT et TCA

Dans le cadre du cathétérisme cardiaque, il a été retrouvé une corrélation modérée entre les
valeurs d’ACT et de TCA. (Figure 6) (19). Ceci a été retrouvé aussi dans d’autres études lors
d’utilisation d’ECMO (20).

A Hemochron ACT
O HemoTec ACT
A « = = Linsar (Hemochmn ACT)

e Linoar (HemoTec ACT)

0 50 100 150 200 2% 300 350 400
ACT (vec)

Figure 6 : Relation entre ACT (HemoTech et Hemochron) avec le TCA (19)
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V. Dosage de PACT

Les appareils les plus utilisés en France en 2018 sont I’Hemochron (Werfen) et ’ACT
Plus (Medtronic). Ces deux appareils se différencient par 1’activateur utilisé et le mode de
détection du caillot. Chaque appareil peut utiliser deux types de cuvettes réactionnelles, en
fonction des doses d’héparine utilisées : celles fortes doses pour les circulations extra
corporelles et ainsi qu’en cardiologie interventionnelle (avec un taux d’activateur de la phase
contact plus important), et les cuvettes faibles doses pour les autres cas (ou le taux

d’activateur est moins important).

La gamme Hemochron est la plus utilisée en France. Le premier modele a été commercialisé
en 1972. Le dernier mod¢le, 1’Hemochron signature Elite (Figure 7), est une unité
monocanale portable qui peut réaliser différentes analyses sur du sang total : I’ACT, le temps
de thromboplastine partielle activée (TCA) et temps de prothrombine (PT). La cartouche
contient un puit d’échantillonnage dans lequel une goutte de sang est ajoutée (environ 15ul).
La cartouche est insérée dans 1’appareil, et une partie du sang total est transférée dans le canal
réactif contenant silice, kaolin, phospholipides, stabilisants et tampon (8). Une série de
capteurs optiques a diode électroluminescente alignés sur le canal analyse le déplacement de
1’échantillon sanguin. La vitesse diminue par la formation du caillot. Lorsque la vitesse atteint
une valeur seuil déterminée par a un algorithme, I’appareil fait apparaitre le résultat de I’ACT

en secondes.

En fonction du niveau d’héparinisation par HNF, deux types de cuvettes réactionnelles
d’ACT peuvent étre utilisées sur I’Hémochron: les ACT+ (synonyme & high range) “cuvettes
fortes doses” utilisées pour les CEC (mélange de silice, de kaolin et de phospholipides) pour
les concentrations d’héparine de 1 a 6UI/mL (par exemple : un homme de 70kg, volume de
sang circulant 51 = 5000ml et aprés administration de 5000 1U [701U/kg] => 1UI/ml de sang),
et les ACT-LR (low range) “cuvettes faibles doses” a base de Célite utilisées dans les autres

contextes hors CEC (héparinémie cible <2,5 Ul /mL).
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Figure 7 : ACT Hémochron Signature Elite et la cuvette ACT+ (8)

L’appareil Medtronic « ACT Plus » (Medtronic, Minneapolis, MN, USA) permet également
de mesurer I’ACT (Figure 8). Il utilise des cartouches constituées de deux cuves chacune,
avec chaque cuve constituée d’une chambre a réactif (kaolin, calcium et tampon Hepes)
surmontée d’une chambre de réaction avec un mécanisme de piston-drapeau. Un volume de
400ul de sang est inséré dans chaque cuve. La cartouche est insérée dans le bloc thermique
(37°C). Le piston se souléve et permet le mélange des deux chambres. Ensuite le piston
descend a intervalles programmés. Sa descente est ralentie par la formation de la fibrine. Un
systeme photo-optique analyse la vitesse de descente du piston. Une fois que cette vitesse
diminue au-dessous d’une valeur seuil, le chronométre s’arréte et le résultat s’affiche (qui
comprend les ACT des deux cuves séparément, leur moyenne et leur différence). Si la
différence est supérieure a 10% (ou 12% en présence d’héparine), le résultat n’est pas retenu
valable. Il est possible d’utiliser trois types de cartouches : la cartouche High Range (HR-
ACT) contenant 12% de Kaolin (pour les concentrations d’héparine > 1UI/mL, utilisée pour
les CEC), la cartouche Low Range (LR-ACT) contenant 0,75% de kaolin (pour les
concentrations d’héparine < 1,5U/mL) et la cartouche R-ACT contenant 2,2% de kaolin pour
les prélevements sur tube citraté (8).
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Figure 8 : L’ACT Plus® (Medtronic) et la cartouche HR-ACT. (8)
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VI. COMPARAISONS DE DOSAGE DE
L’ACT

Concernant la comparaison d’examens de biologie médicale délocalisés (EBMD)
mesurant I’ACT, il existe tres peu de données analytiques. On retrouve une bonne corrélation
entre 1’appareil Hemochron® Signature (Werfen) et I’ACT Plus (Medtronic), mais il s’agit
d’une étude réalisée dans le cadre de pontages aorto-coronariens ou les valeurs cibles d’ACT
sont entre 500 et 700 secondes et non de cathétérismes cardiaques ou les valeurs cibles
d’ACT sont entre 250 et 300 secondes, et avec une autre gamme d’Hémochron que celle qui a

été étudiée dans cette étude (21).

Une étude de 2012 a comparé I’Hémochron signature Elite avec I’Hémochron Response, dans
un contexte de coronarographie. Elle retrouvait une corrélation significative entre les deux
appareils (r=0,84), mais les valeurs obtenues n’étaient pas interchangeables, I’Hémochron
Signature Elite retrouvant des valeurs d’ACT plus élevées (22), méme si les techniques sont

différentes.

Notre étude a pour objectif d'étudier la corrélation entre les mesures obtenues par deux
systemes différents (Hemochron et ACT Plus) avec les valeurs obtenues par la méthode de
référence (aPTT et activité anti-Xa), ainsi que pour comparer les deux systemes de test ACT

entre eux.
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ABSTRACT

Accurate monitoring of anticoagulation with activated clotting time (ACT) is important to
prevent thrombotic and hemorrhagic complications during cardiac catheterisation. This study
compares two different activated clotting time (ACT) point-of-care (POC) testing systems,
(Hemochron Signature Elite and ACT Plus) versus activated partial thrombin time (aPTT)
and anti-Xa activity during cardiac catheterization. The ACT was checked at the beginning of
the procedure (without heparin) with both devices and concomitantly a blood sample was
withdrawn on a citrate tube for aPTT and anti-Xa activity measurement. Thereafter, a
standardized bolus dose of unfractionated heparin (UFH) was administered. The ACT was
checked at the end of the procedure (with heparin) and concomitantly a blood sample was
withdrawn on citrate tube for aPTT and anti-Xa activity measurement. ACT results were
compared with aPTT and anti-Xa activity as well among each other. A total of 286 analyzable
samples were obtained from 157 patients. Under heparin, the correlation of ACT values
measured with both ACTs systems (Hemochron and ACT plus) is good with both the aPTT
(SCC: 0,6 and 0,57) and the anti-Xa activity (SCC 0,68 and 0,66). The ACT values of the two
devices were moderately correlated (0,38 without heparin and 0,40 with heparin) and the
ACT plus values were systematically higher than Hemochron values in both settings, without
as well as with heparin by approximately 40 seconds (corresponding to a 25% difference
between the median values in the anticoagulated samples). In conclusion, the POC systems,
ACT plus and Hemochron, are comparable when compared with conventional laboratory
parameters of coagulation, however the ACT plus values are systematically higher than the
ACT values obtained with Hemochron suggesting the use of device related threshold ACT

values in guidelines.

Keywords: Activated clotting time; activated partial prothrombin time, anti Xa activity, ACT
plus; Hemochron; unfractionated heparin
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Unfractionated heparin (UFH) during diagnostic coronarography and/or percutaneous
transluminal coronary angioplasty (PTCA) belongs to the routinely administered adjuvant
pharmacotherapies to avoid ischemic complications (1). However excessive dosage may
provoke bleeding and on the contrary insufficient dosage may lead to clotting. Thus, adequate
initial bolus of heparin and appropriate adjustments during the procedure are critical.
Activated Partial Thromboplastin Time (aPTT) and anti-Xa activity are used to monitor UFH in
the chronic clinical setting. The practical issue is that the time needed to obtain the laboratory

results is generally between 30 and 90 minutes.

Activated clotting time (ACT) is a point-of-care (POC) monitoring system to evaluate the
efficacy of anticoagulation after UFH administration during interventions in the
catheterization laboratory (2) with results obtained almost immediately. ACT is expressed in
seconds. ACT is a test performed on whole blood, which consists of measuring the formation
time of the clot in the presence of an activator of the intrinsic pathway. It can be measured by
different systems and methods, including the Hemochron Signature Elite (Werfen) (3) and the
ACT Plus (Medtronic) (4). Some factors can influence ACT results like haemodilution,
hypothermia, use of vitamin K antagonist and novel oral anticoagulant (NOAC) (5). Activated
partial prothrombin time (aPTT) is a laboratory measurement coagulation time assessing
efficacy of anticoagulation measured on citrated plasma (platelet depleted) after addition of a
contact factor activator, thromboplastin, and after incubation at 37°C. The reaction is
triggered by addition of CaCl2. APTT is expressed in seconds and generally compared to
standardized plasma samples of non-anticoagulated normal subjects and expressed as ratio
(measured sample divided control sample). APTT may be spontaneously increased in
presence of lupus anticoagulants and detected by the measurement of silica clotting time
(SCT) (6). Antithrombin is the main inhibitor of coagulation. Moderate antithrombin
deficiency is a significant risk factor for thrombosis (7). The normal level is between 80 and
120%. The rate of inhibition by antithrombin is considerably accelerated by heparin and thus
antithrombin is the cofactor of heparin. As a result, antithrombin deficiency may induce
“heparin resistance” characterized by decreased ACT and increased need for heparin.
Heparinaemia is evaluated on citrated plasma by chromogenic measurement of the anti-Xa

activity. It is expressed in 1U/ml.

The objective of this investigation was to study the correlation between the measurements
obtained by two different Point-of-Care (POC) ACT testing systems (Hemochron and ACT
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Plus) and the values obtained by the reference laboratory methods (aPTT and anti-Xa activity)

as well as to compare both ACT testing systems among each other.

Methods

This prospective, single-center study was performed in the Cardiology Department of
the University Hospital of Nancy-Brabois, France. After explanation of the study to the
patient, the patient was included after oral consent and in absence of disapproval. Paired
blood samples for ACT and standard laboratory coagulation measurements were collected
between July 2018 and August 2018. Consecutive patients planned for a diagnostic coronary
angiography and/or PTCA independently of the clinical indication were included. Samples
were excluded for following reasons: patients under NOAC, vitamin K antagonist, low
molecular weight heparins and fondaparinux; extreme values of ACT (<50s and >500s);
difference in results between the two cartridges of the ACT plus by more than 10% without
UFH and by more than 12% with HNF; positive SCT and lastly deficit in antithrombin.

After insertion of the arterial sheath, the sheath was purged withdrawing five milliliters of
blood. Thereafter five milliliters of blood were directly collected in a citrated tube for the
measurements of: aPTT, anti-Xa activity, fibrinogen, antithrombin and Silica Clotting Time.
Lastly via a 2 cc syringe two milliliters of blood were drawn for ACT measurements in the
two point-of-care systems. ACT measurements were performed immediately on both systems
(without heparin sampling).

Thereafter patients received a bolus dose of heparin before starting the catheterization. Just
before the end of the examination, the same standardized collection procedure was performed
as at the beginning of the catheterization. The invasive-cardiologist was solely aware of the

ACT Hemochron results and adapted according to usual clinical practice the heparin dosage.

The Hemochron Signature Elite system (Instrumentation Laboratory, Werfen) is used
routinely at our institution. The cartridge contains a small well into which a drop of whole
blood is added (approximately 15ul). The cartridge is inserted into the POC, and a portion of
the whole blood is transferred by a pump into the reagent channel containing a mixture of
silica, kaolin, phospholipids, stabilizers and buffer. Two light emitting diode optical sensors

measure the speed of the blood sample (clot formation slows blood flow). When the speed
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reaches a threshold value determined by a proprietorial algorithm, the device displays the
ACT value in seconds. “ACT +” cartridges were used for the Hemochron system.

The ACT Plus (Medtronic, Minneapolis, MN, USA) is a dual-chamber system in which two
times 400l of total blood are injected. The cartridge is inserted into the heat block (37° C).
The pistons rise and allow the mixing in the two separate chambers. Then the pistons go down
at programmed intervals. Their descent is slowed down by the formation of fibrin. A photo-
optical system analyzes the speed of descent. Once this speed decreases, the stopwatch stops
and the results are displayed which include ACT values obtained in both chambers, the
averaged value and the difference. High range “HR-ACT” cartridges were used containing
12% Kaolin (8).

Analysis on citrated plasma samples were performed on the haematology lab, on ACL TOP
700 coagulometers (Werfen, France). The reagents used were respectively Automated APTT
(Triniclot, France), Stachrom Heparin (Diagnostica Stago, France), STA-Liquid Fibrinogen
(Diagnostica Stago, France), Berichrom-ATIIl (Siemens, France) and Silica Clotting Time
(Werfen, France) for aPTT, anti-Xa activity, fibrinogen, antithrombin and lupus anticoagulant

assays.

Descriptive analysis was performed on the whole sample. Characteristics of sample are
presented as numbers and percentages for categorical variables and mean (+ standard
deviation) or median (interquartile range) for continued variables, according to their
distribution. The relationship between the two Point-of-Care and between each POC's values
and aPTT/anti-Xa values were explored using Spearman's rank correlation coefficients.
Concordance between qualitative variables was assessed using Gwet’s AC1 and concordance
between quantitative variables was explored using Bland-Altman plot. All statistical analyses

were performed using SAS® 9.4 software.

Results

We included 426 samples from 215 patients. 140 samples were excluded. 286 samples
(157 patients) were analyzed. Figure 1 depicts the flowchart of the included and excluded

patients/samples. We excluded patients with: a decreased AT (8 samples), a positive SCT
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with a spontaneously increased aPTT (17 samples), oral anticoagulants (26 samples), AVK
(26 samples), arixtra and low molecular weight heparin and an increased anti-Xa activity (22
and 16 samples respectively), and those with extreme ACT values (25 samples). A total of
140 excluded samples, corresponding to 80 patients. The number of samples varies according
to the performed laboratory analysis because of technical issues (tube not received, lack of
labeling, blood volume too low). The characteristics of the included patients are summarized
in Table 1. The correlation between the selected hemostasis parameters have been obtained
according to two conditions: prior (without UFH) and after (with UFH) UFH administration.

The average administered dose of heparin was 55852156 1U or 73,1 1U/kg.

The Hemochron ACT vs aPTT ratio showed without UFH, a Spearman correlation coefficient
(SCC) of 0.40 (p<0,01) (Figure 2.A) taking into account the analyzable samples (n=153).
After the bolus dose of UFH, the SCC reached 0.60 (p<0,01) in the analyzable samples
(n=141) (Figure 2.B). The ACT plus measurement of ACT vs aPTT ratio showed without
UFH a SCC of 0,37 (p<0,01) in the analyzable samples (n=136) (Figure 2.C). After the bolus
dose of UFH, SCC reached 0.57 (p<0,01) in the investigated samples (n=137) (Figure 2.D).

The Hemochron ACT vs anti-Xa activity showed without UFH a SCC of 0,27 (p<0,01) in the
examined samples (n=153) (Figure 3.A). After the bolus dose of UFH, the obtained SCC was
0,68 (p<0,01) in the examined samples (n=136) (Figure 3.B). The ACT plus measurement of
ACT vs anti-Xa activity showed without UFH a SCC of 0,15 (p=0,08) in the evaluated
samples (n=136) (Figure 3.C). After the bolus dose of UFH, the SCC reached 0,66 (p<0,01)
in the evaluated samples (n=136) (Figure 3.D).

The ACT plus versus Hemochron without UFH showed an intra-classes correlation of 0.38
(95% ClI; 0,25-0,53) in the explored samples (n=137). (Figure 4.A) The median value for the
Hemochron was 109 s (Interquartile Range: 101-117), and that for ACT plus is 1455 s
(Interquartile Range 135-156) with a delta median values of +36.5 s (Figure 4C). After the
bolus dose of UFH, the obtained intra-classes correlation was 0,40 (95%CI;0,27-0,54) in the
studied sample (n=141). (Figure 4.B). After UFH administration the median value for the
Hemochron was 167 s (1% and 3" quartile: 148 and 193), and that of ACT plus was 208 s (1%
and 3" quartile: 182 and 235) with a delta median values of +41 s (Figure 4D). The SCC
between aPTT and anti-Xa activity without heparin was 0,49 (p<0,01), n=153. (Figure 5.A)
and with heparin is 0,58 (p<0,01), n=140 (Figure 5.B)
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Discussion

The main findings of the current study are: (1) the correlations between POC analysis
and laboratory analysis were better under UFH. (2) The correlation between the two POC
were numerically similar without UFH as well as with UFH and showed consistently higher
values for the ACT plus system (3) The correlation between laboratory values of efficacy
(@PTT) and heparinemia (anti-Xa activity) are similar although perturbed by the threshold

values of aPTT with heparin.

ACT is a well-accepted POC analysis to monitor a patient's effective anticoagulation level in
the catheterization laboratory during diagnostic coronarography and/or percutaneous
transluminal coronary angioplasty. There are some studies comparing different devices, but
it’s the first which evaluates the correlation between two different POC (Hemochron signature

elite and ACT plus) with the "gold standard" laboratory coagulation parameters.

There is a moderate correlation between the ACT results of both systems (Hemochron and
ACT plus) and the aPTT ratio prior heparin administration (SCC=0,4 for Hemochron,
SCC=0,37 for ACT plus; Figure 2). Interestingly, the correlation of the ACT results using
both systems are significantly better after heparin administration (0,60 vs 0,57). The ACT
values — measured with both systems - are very similar in both settings without as well as
with heparin. In the literature, we found a study showing a correlation of 0,84 after UFH
administration between the Hemochron Signature Elite and the Hemochron Response (9). Of
interest is that the correlation is better after UFH administration than without. This is likely
due to the fact that the selected POC systems and used cartridges are conceived to be used
with heparinized whole blood. To be mentioned that both companies are offering cartridges to
be used after low or high UFH administration. According to the companies the low range
should be used up to heparin concentration of 0 to 2.5 1U/ml for the Hemochron and of 0 to
1.5 IU/ml for the ACT plus, and the high range up to heparin concentration of 1 to 6 1U/ml for
the Hemochron and >1 IU/ml for the ACT plus. In our study, the study population received in
average 5585 IU and assuming an average circulating blood volume of 5 | a concentration of
1,1 IU/ml was obtained. Thus it is not surprising that the correlation was better in the
anticoagulated blood samples between ACT and aPTT in our study using high range
cartridges. These result show however also the limitation of aPTT measurements showing that

for the clinically used dose of heparin 80% of the study population had an aPTT ratio >6.
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In cardiac surgery, it is routinely necessary to measure anti-Xa activity to evaluate circulating
heparinaemia in patients with spontaneously prolonged ACT related to potential inhibitors or
severe deficiency of unsubstituted coagulation factors. The anti-Xa activity is in that setting
the only interpretable test. It is for these reasons that the correlation between ACT and anti-Xa

activity has been studied extensively in cardiac surgery (10).

For the technical reasons described above and linked to the used high range cartridges to dose
ACT there is a poor correlation between anti-Xa activity and ACT without heparin and this
true for both systems (Hemochron and ACT plus, see Figure 3 A, C). Again, the correlation
between ACT after heparin administration and anti-Xa activity is good and similar between
the two ACT systems (Hemochron and ACT plus) (Figure 3 B, D). Of interest is that the anti-
Xa activity does not suffer of having an upper dosing threshold and thus not surprisingly the

correlation appears numerically better than for aPTT. (12)

Concerning the concordance between the two systems Hemochron and ACT plus: as seen
priory the two systems are performing similarly without and with UFH as compared to the
standard laboratory values (aPTT and anti-Xa activity). When compared to each other (Figure
4 A, B) the correlation is fair and similar independently of the administered UFH (0,38 and
0,40 respectively, Figure 4 A, B). In the Bland Altman's analysis, ACT plus values were
systematically higher than those of the Hemochron in both setting without and with heparin,
by approximately about 40 seconds (Figure 4 C, D). This difference expressed in percentage
of the differences of the observed median values corresponds to +36.5% in the non-
anticoagulated setting and to +25% in the clinically more relevant anticoagulated setting. This
is the reason why one should specify the target ACT according to the used ACT measuring
system, also because in the current recommendations of the European Society of Cardiology
(11) ACT target values are given without specifying or recommending which POC should be
used. A comparison between Hemochron signature elite (with low range cartridge) and ACT
plus (with high range cartridge) has been already performed with heparin, and surprisingly
ACT values were higher with the Hemochron, but this study had not been performed in a
cardiac catheterization setting, but in a pediatric center (13).

The ACT plus has the advantage to give two results. However, 25 results out of the original
426 could not be used because the difference between the two results were more than 10%
without UFH and more than 12% with HNF. With UFH, the usual clinical working condition

for the adopted cartridge, however only 7 samples had to be invalidated. This can’t be
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evaluated on the Hemochron because only one result is obtained and displayed. For the
current study, the displayed single result was used. No re-measurements were performed with
either devices. The ACT plus needs a slightly longer time interval to obtain the results. The
Hemochron gives the result using a proprietarian algorithm allowing a faster processing of the

whole blood sample.

The correlation between the two laboratory golden standards measuring effectiveness of
anticoagulation (aPTT) and heparinemia (anti-Xa activity) was moderate (0,49) without
heparin and numerically higher with heparin - (0,58) despite of the interference of the out of
range values of the aPTT ratio (>6). This out of range values are certainly perturbing the
numerical correlation which would likely to be better excluding those values. In the literature,
a comparison between Hemochron ACT and anti-Xa activity also found a similar correlation
(r2 = 0.69) in a context of cardiac surgery and dialysis (14). However this comparison of
aPTT and anti-Xa activity is also pointing to a clinically more relevant issue: what “golden

standard” should we rely on to evaluate patients under long-term UFH anticoagulation.

From the results of the current evaluation of anticoagulation parameters after UFH
administration one would use clinically the ACT or the anti-Xa activity because these
measurements are technically not hampered by a superior measuring threshold as is the aPTT.
A delta value using results prior and after UFH administration would not be recommendable
either because according to our data the obtained ACT values prior UFH administration seem
less reliable, at least with the used cartridges - and thus would possibly introduce a
methodological noise. Thus the obtained absolute value for both ACT and anti Xa activity
after UFH administration expressed as ratio of the obtained anticoagulation value (ACT and
anti-Xa activity) divided by the administered UFH dose normalized by weight (1U/kg) would
be the preferred individual parameters.

In conclusion, in the interventional cardiology setting the correlation between ACT and aPTT
or anti-Xa remains clinically valid in the anticoagulated setting for both used POC ACT
systems. Of note the observed systematic measurement-differences between the tested ACT
systems which may have to be taken clinically into account and discordant with general

guidelines adopting uniform threshold values.
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TABLES AND FIGURES

Table 1: General characteristics of the population

Patients

Characteristics (n=157)
Age 67,3+11,4
Male sex n (%) 112 (71,3)
Body mass index, kg/m2 27,25%5,2
Diabetes n (%) 51 (32,5)
Hypertension n (%) 104 (66,2)
Hyperlipidaemia n (%) 80 (51)
Heredity 113 (8,3)
Previous myocardial infarction n (%) 52 (33,1)
Previous CABG n (%) 15 (9,6)
Active cancer n (%) 6 (3,8)
Previous stroke n (%) 10 (6,4)
Type of exam n (%)

Coronarography 85 (54,1)

Coronarography + Angioplasty 53 (33,8)

Angioplasty 19 (12,1)
Procedure indication n (%)

Stable angina 120 (76,4)

Left ventricular dysfunction 14 (8,9)

Non-ST-elevation 21 (13,4)

ST-elevation 2(1,3)
Dialysis n (%)
Radial approach n (%) 133 (84,7)
Hemoglobine (g/dL) 13,56+1,8
Platelets (G/L) 259,4+94,6
Serum creatinine (mg/L) 11,07+6,14
Fibrinogen (g/l) 3,93+£1,6
CRP (mg/l) 10,89+25,7
APTT ratio 1+0,1
TP (%) 90,95+11
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Figure 1: Flow chart

215 cligible patients for inclusion (426 samples analyzed)
-Adult patients
-Benefiting from a diagnostic coronography and/or angioplasty

80 patients (140 samples) excluded based on:
-Oral anticoagulant (26 samples)
-Vitamin K antagonist (26 samples)
-Low molecular weight heparin (16 samples)
-Fondaparinux (22 samples)
-SCT positif (17 samples)
-Deficit in antithrombin (8 samples)

-wrong dosage of ACT (25 samples)

157 patients analyzed
286 samples
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Figure 2:
Comparison between ACT Hemochron (in seconds) and APTT ratio without heparin (A) and with heparin (B). Comparison between ACT
Medtronic (in seconds) and APTT ratio without heparin (C) with heparin (D)
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Figure 3:

Comparison between ACT Hemochron (in seconds) and anti-Xa activity without heparin (A)and with heparin (B). Comparison between ACT

Medtronic (in seconds) and anti-Xa activity without heparin (C) and with heparin (D)
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Figure 4:

Concordance analysis between ACT Plus (Medtronic) and Hemochron in seconds without heparin (A) and with heparin (B). Bland Altman

analysis between Hemochron and Medtronic without heparin (C) and with heparin (D)
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APTT ratio
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Figure 5:
Correlation between APTT values and Anti-Xa activity without heparin (A) and with heparin (B)
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ABBREVIATIONS

Activated clotting time: ACT

Activated Partial Thromboplastin Time: APTT
Extracorporeal membrane oxygenation: ECMO
Point-of-care: POC

Spearman Correlation Coefficient: SCC



DISCUSSION

Corrélation entre I’ACT (Hemochron et ACT Plus) et les parametres standards de

coagulation

Dans un premier temps, cette étude a comparé I’Hemochron Signature Elite et I’ACT Plus
avec le TCA et I’activité anti-Xa. Sans héparine, les deux appareils n’ont qu’une corrélation
modérée avec les TCA (coefficient de corrélation de Spearman(SCC)= 0,4 pour Hemochron,
SCC = 0,37 pour ACT plus). En revanche, sous héparine, on retrouve une bonne corrélation
des deux appareils (respectivement 0,60 et 0,57). Ces résultats sont cohérents avec le fait
qu’ils ont été développés pour étudier du sang hépariné. Ce résultat montre cependant aussi
une des limites du TCA, celui-ci n’étant plus interprétable lorsqu’il est supéricur a 6. De la
méme maniére, il existe une faible corrélation entre I’ACT pour les deux systéemes et I'activité
anti-Xa avant I’administration d’héparine (sSituation sans héparine). En revanche, la
corrélation entre I’ACT aprés I’administration d’héparine et I’activité anti-Xa est bonne et
similaire entre les deux systemes ACT. Il est intéressant de noter que l'activité anti-Xa ne
souffre pas d'un seuil de dosage supérieur et que, par conséquent, ceci est vraisemblablement

la raison de la corrélation numériquement meilleure.

Analyse de concordance entre les ACT (Hemochron et ACT Plus)

Concernant la concordance entre les deux systemes, celle-ci est, indépendamment de
I’héparine administrée, similaire (0,38 et 0,40). L’analyse de Bland-Altman nous montre que
les valeurs de ACT Plus étaient systématiqguement supérieures a celles de 1’Hemochron, et
ceci dans les deux scénarios (sans et avec héparine). Numériquement cette différence se

chiffre a environ 40 secondes.

Corrélation entre TCA et [’activité anti-Xa

Sous héparine, la corrélation entre le TCA et I’activité anti-Xa est correcte (0,58) mais cette

analyses est perturbé par les TCA hors limites ( > 6).
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Cette évaluation de I’ACT, bien que n’étant plus réalisé de maniére systématique selon les
recommandations européennes, souligne le fait que ce dosage doit étre évalué au cas par cas,

notamment lorsque le risque thrombotique ou hémorragique est elevé.
Cette étude a permis de certifier certains aspects :

- Sous heparine, les deux systemes étudiés (Hemochron Signature Elite et ACT Plus) ont une
bonne corrélation avec les parameétres standards de coagulation comme sus décrit. Donc
I’ACT est une analyse qui a toute sa place pour surveiller I'efficacité d'anticoagulation d'un
patient dans le laboratoire de cathétérisme au cours d'une coronarographie diagnostique et/ou

d'une angioplastie coronaire transluminale percutanée.

- Les différences systématiques de I’ACT Plus versus I’Hemochron évoquent que des valeurs
cibles généralisées — comme mentionnée dans les guidelines - peuvent induire le clinicien en
erreur. Il faudrait donc spécifier I’ACT cible en fonction du systéme de mesure utilisé. La
corrélation modeérée entre les deux techniques de surveillance d’ACT est une source de

préoccupation concernant les objectifs thérapeutiques.

50



CONCLUSION

Aujourd’hui, les procédures en particulier d’angioplasties sont complexes en termes
d’indications, de thérapie pharmacologique combinée et de type de matériel utilise, ceci
rendant délicat 1’équilibre entre deux risques: lerisque thrombotique et le risque

hémorragique.

La possibilit¢ de pouvoir bénéficier de mesure de la coagulation telle que ’ACT quasi
instantané au laboratoire d’hémodynamique est une sécurisation des interventions. Toutefois

il faut connaitre les systéemes utilisés afin de pouvoir interpréter correctement ces résultats.
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RESUME

Introduction : L'héparine non fractionnée (HNF) au cours d'une coronarographie
diagnostique et/ou d'une angioplastie coronaire transluminale percutanée (ACTP) fait partie
des pharmacothérapies adjuvantes administrées en routine pour éviter les complications
ischémiques. L’ Activated Clotting time (ACT) est un examen de biologie médicale délocalisé
(EBMD) permettant d'évaluer I'efficacité de l'anticoagulation aprés administration d'HNF.
L’ACT est important pour prévenir les complications thrombotiques et hémorragiques lors du
cathétérisme cardiaque.

Objectif : Comparer les résultats obtenus par deux appareils de mesure de I’ACT
(Hemochron et ACT Plus) avec les valeurs obtenues par les méthodes de laboratoire de
référence ainsi que comparer les deux appareils de mesure entre eux.

Etude : Nous avons conduit une étude prospective incluant 426 échantillons sanguins
provenant de 215 patients bénéficiant d’une coronarographie et/ou angioplastie coronaire. Au
total, 286 échantillons ont été analysés, provenant de 157 patients. Nous décrivons les
caractéristiques cliniques et biologiques de ces patients. Nous comparons les résultats d’ACT
obtenus avec les méthodes de laboratoire de référence (temps de céphaline plus activateur
(TCA) et anti-Xa). Nous réalisons 1’analyse de concordance entre ces deux appareils de
mesure. Ces différentes analyses sont réalisées avec et sans héparine.

Résultats : Sous héparine, la corrélation des valeurs d'ACT mesurées avec les deux appareils
(Hemochron et ACT Plus) est correcte avec a la fois le TCA (respectivement coefficient de
corrélation de Spearman (CCS) 0,6 et 0,57) et l'activité anti-Xa (respectivement CCS 0,68 et
0,66). La concordance entre les valeurs d’ACT obtenues par les deux appareils est modérée
(0,38 sans héparine et 0,40 avec I'néparine). Les valeurs de ACT Plus sont systématiquement
supérieures aux valeurs de I’Hemochron d'environ 40 secondes.

Conclusion : les deux appareils de mesure (ACT plus et Hemochron) sont comparables aux
paramétres de coagulation conventionnels. Cependant, les valeurs de I’ACT Plus sont
systématiquement supeérieures aux valeurs obtenues avec 1’Hemochron, ce qui suggere
I’intérét d’un objectif d’ACT spécifique pour chaque appareil de mesure.
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