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INTRODUCTION

L'hémostase est un éat d équilibre reativement instable qui peut ére
maintenu gréce atrois mécanismes successifs : I’hémostase primaire qui aboutit
ala formation du clou plaquettaire, la coagulation plasmatique dont résulte la
formation du caillot et la fibrinolyse qui permettra aterme la solubilisation de ce
caillot.

Une perturbaion de I’ une de ces étapes aura pour conséquence un déplacement
de I’équilibre dans le sens d'un syndrome hémorragique ou d un syndrome
thrombotique. Et 9 ces anomalies peuvent étre suspectées cliniquement, leur
diagnostic proprement dit passe par des examens complémentaires plus ou
moins complexes et donc plus ou moins accessibles au praticien, car difficiles a
standardiser et ainterpréter.

Aing la coagulation plasmatique nécessite pour son évaluation de base:

v Le temps de céphaine avec activateur (T.C.A.) qui explore la voie
endogéne et la voie commune de la coagulation plasmatique

v' Le temps de Quick (T.Q.) qui explore la voie exogéne et la voie
commune de la coagulation plasmatique

v’ Le temps de thrombine (T.T.) qui explore la fibrinoformation, derniére
élape de la coagulation plasmatique.

Ces examens nécessitent, outre une certaine habitude de leur rédisation, de
comparer I échantillon testé aun échantillon témoin, ce qui rend leur rédisation
plus lourde encore.

Le laboratoire SYNBIOTICS propose en commercidisant le SCA2000 une
méthode d’ obtention du T.C.A. et du T.Q. qui est rapide, automatisee, réalisable
a partir dun smple échantillon de sang total e ne requerrant pas de
comparaison aun échantillon témoin. L’ objet de ce travail et d’ apprécier, en la
comparant aux meéthodes chronomeétriques classiquement employées, la fiabilité
de cette méthode chez le chien.

Aprés un bref rappel des mécanismes mis en jeu lors de la coagulation
plasmatique, nous décrirons les techniques employées, les méthodes utilisées
pour les comparer et |es résultats obtenus. Enfin, nous évaluerons I’ intérét de ces
méthodes, leurs limites et leur applicabilité en pratique courante.



CHAPITRE 1

1. LA COAGULATION PLASMATIQUE

L'hémogtase est un é&a d équilibre complexe qui découle de trois grands mécanismes. Le
1% dentre eux et I'hémostase primaire qui aboutit a la formation d'un clou plaguettaire. La
coagulation plasmetique intervient ensuite pour renforcer ce clou plaguettare gréce a la
synthése d’'un caillot de fibrine ( celui ¢i sera par la suite remanié au cours de la 3™ étape de
I’hémogtase que conditue la fibrinolyse). Elle fat intervenir de nombreux facteurs qui vont

interagir au cours d’ étgpes réactionnelles successives.

1.1 LESFACTEURSDE LA COAGULATION ([3][9][10])
Cf. tableau 1
1.1.1 NOMENCLATURE

Ces facteurs sont pour la plupart des glycoprotéines plasmatiques. Ils sont désignés par
des chiffres romains suivi ou non d’'un « a » indiquant leur éat activé ou pas.
IIs sont au nombre de douze ( LILILIV,V,VILVHLIX X XIXILXI) auxquels il faut gouter
deux facteurs découverts plus récemment : le kininogene de haut poids moléculaire (KHPM)
et laprékdlicréne ( préK).

1.1.2 LIEU DE SYNTHESE ([21])

La plupart de ces facteurs ont une synthese hépatique ( facteurs 1,11,V ,VII, Vllic?, IX,
X, X1, XII, XII) , ce qui explique que des troubles de la coagulation peuvent faire partie des
anomdlies biologiques rencontrées lors d' une affection hépatique.
Les facteurs I, VII, IX e X sont dits «vitamine K dépendants» car leur synthese et
tributaire de la présence de vitamine K. Cdle-ci pemet en effet la fixation d'un groupement
carboxyl dans la chaine polypeptidique de ces facteurs, ce groupement conférant aux facteurs
en question la capacité de se lier au cadcium et aux phospholipides. Un déficit en vitamine K
(classquement rencontré en cas dintoxication par certains anticoagulants) se traduira donc

par la synthése de facteursinactifs et donc par des troubles de la coagul ation.



1.1.3MODE D’ACTION

Les facteurs I1, VII, 1X, X, XI, XII e Xl sont des zymogenes qui acquierent leur

fonctionnalité apres activation par protéolyse ( ce sont e plus souvent des sérine-protéases).

Les facteurs V et VIII sont eux des cofacteurs enzymatiques, véritables catalyseurs de
la coagulation plasmetique. lls n'ont en effed pas dactivité enzymatique propre mas
participent, avec le Ca+ e les phospholipides, a la formation des complexes activateurs
ténase et prothrombinase.

N.B. : le facteur VIII es en rédité la combinaison de deux proténes reliées par des liaisons

non covaentes : le facteur V111 coagulant ( V1lIc) et le facteur de Von Willebrand (FVW).



N° Dénomination | Forme Lieu de |consommation|Demi- Réle
active synthése vie
I fibrinogene fibrine foie oui 2-4 |Monomeére protéique se
jours |polymérisant pour donner la
fibrine
Il prothrombine |thrombine| foie avec oui 3-4 |Hydrolyse le fibrinogéne.
vitamine K jours |Active les facteurs
I,V VILVIILXI & Xl
Il ] thromboplastine | absente tissus -~ |Active le facteur X dans le
tissulaire complexe prothrombinase
v ion calcium Caz+ - |Nécessaire ala plupart des
étapes de la coagulation
\% proaccélérine Va foie et SMM oui 36-48 |Cofacteur du X dans le
heures Jcomplexe prothrombinase
Vil proconvertine |VIl et Vlla] foie avec non 4 |Vlla et facteur tissulaire
vitamine K heures |activent le X
Vliic facteur anti- Villa foie? oui 10-16 |Cofacteur du IX dans le
hémophilique A Cellules heures Jcomplexe antihémophilique,
endothéliales constitue avec les
phospholipides, le Caz+ et
le IXa le complexe ténase
permettant l'activation du X
IX facteur anti- Xa foie avec non 24 |Entre dans la composition
hémophilique B vitamine K heures |du complexe ténase
permettant I'activation du X
par voie endogéne
X facteur Stuart Xa foie avec non 36-48 |Donne le Xa faisant partie
vitamine K heures |du complexe
prothrombinase et active les
facteurs VIl et IX
X facteur PTA Xla foie? peu consommé| 2-3 |Donne le Xla qui active le
jours [facteur IX en présence de
calcium
Xl facteur Xlla foie ? peu consommé| 48 |Systéme contact. Active le
Hageman heures |XI. Participe au systeme
fibrinolytique et au systéeme
des kinines
Xl facteur Xllla foie ? oui 7 jours |Donne en présence d'ions
stabilisant de la calcium le Xllla (
fibrine transaminase) qui
transforme la firine soluble
en fibrine insoluble
préK | prékallicréine |kallicréine - |Systéme contact. Active le
Xll,le systéme des kinines,
la prorénine et le
plaminogéne
KHPM| kininogene de idem -~ |Systéme contact. Active la
haut poids prékallicréine en présence
moléculaire de Xlla

Tableau 1 :L esfacteursdela coagulation plasmatique ([ 3][9][ 10])




1.2 LESETAPES ([2[3][5][9])

Cf. Schéma 1

La coagulation plasmatique consiste en une cascade enzymatique qui va voir se former
la prothrombinase, une enzyme responsable de la transformation de la prothrombine en
thrombine. Cele-ci, une protéase, permettra le clivage de la molécule de fibrinogene en
fibrine.

1.21 FORMATION DE LA PROTHROMBINASE

Ced I'enzyme permettant le clivage de la prothrombine (I1) en thrombine (11a). Elle
résulte de I'association, sur une matrice de phospholipides, du facteur Stuart (Xa), de la
proaccélérine (Va) e de cacium. L’'association de ces facteurs peut ére déclenchée par deux

mécanigmes différents :
1.2.1.1 VOIE EXOGENE ( EXTRINSEQUE)

C'edt le contact du plasma et du facteur tissulaire avec le facteur Vila qui va entrainer
I'activation du facteur X. cdui-ci va aors former la prothrombinase en sassociant au facteur

Vaen présence de Ca2+.

1.2.1.2 VOIE ENDOGENE (INTRINSEQUE)

Elle et initiée par le «Systeéme contact » (= facteur XII + KHPM + prékalicréne) qui
et activé par I'expostion du sous endothdium au niveau d'une Iésion vasculare. Sensuit
dors I'activation en cascade des facteurs XI puis IX. Les facteurs IXa et VIIIC vont aors
Sasocier, en présence de Ca+ e sur une matrice phospholipidique, formant ans le
complexe Ténase. Cdui-c induit I'ectivation du facteur X e donc la formaion de la

prothrombinase.

1.22 FORMATION DE LA THROMBINE

Elle réaulte de I'action de la prothrombinase sur la prothrombine. La thrombine aingd
formée posséde trois réles majeurs :
Cliver lefibrinogene en fibrine
Favoriser | agrégation plaguettaire

10



Activer le facteur XI11 ( en présence de Ca2+)

1.2.3FORMATION DE LA FIBRINE

La thrombine clive le fibrinogéne en deux fibrinopeptides ( A e B) & un monomére
de fibrine. Ces monomeres vont se polymeériser en fibrine soluble. C'est le facteur Xllla qui
va renforcer la cohésion entre les monomeres et rendre aind la fibrine insoluble : le calllot ext

formé.

11



VOIE ENDOGENE

‘ Systéme contact
|

KHPM + préK +Xlla

VOIE EXOGENE

ﬂ complexe Facteur tissulaire
XI p Xla ténase +Vlla
X L IXa VIIC
Cat+ Facteur 3 pl.
complexe
prothrombinase
X Xa Va
Cat++ Facteur 3 pl.
N° Facteur
| Fibrino v
géne O I lla
1 Prothrombine I|E
Vv Proaccderine | XIII
VI Proconvertine C
Villc |Facteur  anti- o
hémophilique M
A
X Facteur  anti- M M(_)n(_)mér&s de Xllla
héemophilique || fibrine
B
X Facteur Stuart E
Xl Facteur PTA
XIl Facteur
Hageman
Xil Zﬁﬁ&t d Fibrine stable
lafibrine l
CAILLOT

Schéma 1: La coagulation plasmatique ([2]]3][23][24])
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124 DEVENIR DU CAILLOT

Cf. Schéma 2

Pour permettre la reperméabilisation du vaisseau, ce callot sera ensuite remanié au
cous de la troiséme égpe conditutive de I'hémodtase:la fibrinolyse Elle consge
essentidlement en I'activation du plasminogene en plasming, une enzyme protéolytique
capable de lyser la fibrine & le fibrinogene ( on appele PDF les produits de cette
dégradation). Le role de cette enzyme et auss de dégrader certains facteurs de la coagulation
(facteurs V, VII, Xlla...) et d' activer certaines fractions du complément.

13
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l

PDF

Schéma 2 : Lafibrinolyse ([3][10])
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1.3LESTESTSD'EXPLORATION DE LA COAGULATION
([71[23])

Le diagnogtic des affections liées a des troubles de I'hémostase passe par I'exploration des
trois temps qui la composent.

En pratique on explorera |I’'hémogtase primaire en rédisant deux examens de base: la
mesure du temps de saignement (vaeurs normaes de 2 a 4 min chez le chien pour une
incigon gingivde au niveau de la lévre supérieure) et la numéaion plaguettare ( vaeurs
normales de 200 & 500 .10%/L). Ces examens pourront éventudllement é&re compléés par une
ponction de moelle ( pour identifier le caractere centra ou périphérique d une thrombopénie)
e/ou par la rédisation, via un laboraoire spécidist, de tests fonctionnes évauant les
capacités d'adhésion, d'agrégation et de libération de condituants au niveau plaquettaire (

tests toutefois peu usités en médecine véérinaire).

La fibrinolyse sera explorée par la mesure du temps de lyse des euglobulines du
plasma ou, de maniére plus classique aujourd hui, par le dosage des PDF dans le plasma: une
fibrinolyse anormdement devée entrainera une augmentation de leur concentration ( on

congdére comme pathol ogique une concentration en PDF supérieure 210 pg/mL).

Pour ce qui est de la coagulation plasmatique, on dispose principaement de trois tests
permettant une gpproche globale ( ces tests sont les plus couramment rédisés en pratique mais
il en exige d autres). Ce sont les mesures des temps de Céphaline-Activateur, de Quick et de
Thrombine.

Ces tests peuvent ére complétés le cas échéant par des tests analytiques, basés sur le dosage
d’ un des facteurs de la coagulation ou de ses produits de dégradation.

131LESTESTSGLOBAUX

Ces tests s effectuent a partir de sang prélevé dans des tubes citratés ( on préconise un
ratio égad a1 volume de citrate pour 9 volumes de sang). Il est important de rédliser ces tests
rapidement aprés la prise de sang ( ddai maximum de 3-4h).

Parmi toutes les méhodes, les plus utilistes en pratique sont les méthodes chronométriques
basées sur la mesure par I'opérateur du temps nécessaire al’ obtention d'un caillot gpres mise

en contact avec les réactifs.

15



1311 LE TEMPSDE CEPHALINE-ACTIVATEUR :TCA

Cf. Schéma 3

Cedt par définition le temps de coagulation d'un plasma pauvre en plaquettes ( i.e
centrifugé a 4000 tours pendant 5-10 min) mis en présence dune suspenson
phospholipidique, d'un activateur et de cdcium. L’activateur le plus souvent employé est le
kaolin : on parle dors de temps de céphdine-kaolin ( TCK).

Ce test n'est pas parfaitement reproductible. 11 est donc préférable de comparer le plasma testé
a un plasma de chien témoin: on consdérera comme dlongé un TCA supérieur a 1.3 fois le
TCA du témoain.

Le TCA dépend de I'ensemble des facteurs de la voie endogene e de la voie commune.
explore donc les facteurs I, I, V, VIII, IX, X, XI et XlII. Néanmoins, la disponibilité d'un
facteur devant ére réduite dau moins 70% par rgpport a la normae pour observer un
dlongement de ces temps, il peut ariver que cetans individus héérozygotes ( hémophiles A
ou B par exemple) ne soient pas détectes ( car I'activité du facteur est encore comprise entre
40 et 60 % de son activité normale).

A I'EN.V.Toulouse, les vdeurs de TCA conddérées comme normaes chez le chien sont

comprises entre 10 et 14 sec.

16



Tempsde
Céphaline-
Activateur

Voie Voie
endogéne exogene
Voe
commune
Tempsde
Quick
Fibrinogene
Caillot
v \4

Tempsde
Thrombine

Schéma 3 : Etapes de la coagulation explor ées par les 3 principaux paramétres ([4][5])
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1312 LETEMPSDE QUICK :TQ

Le TQ es le temps de coagulation d'un plasma pauvre en plaquettes mis en présence
d'un exces de facteur tissulaire ( thromboplagtine) et de Cat++. Il explore la voie exogéne et la
voie commune de lacoagulation, ¢'est adire lesfacteursl, 11, V, VII & X.

Le déficit en facteur tissulaire ne semble pas possible car il est présent dans tous lestissus.

Ced le test de choix en cas de suspicion d'intoxication au antivitamine K car il est le premier
modifié, la demi-vie du facteur VIl ( a synthese vitamine K —dépendante) éant la plus courte (
environ 4 heures).

Une hypofibrinogénémie peut auss étre responsable d’ un alongement du TQ.

A I'EN.V.Toulouse, les vaeurs de TQ congdérées comme normdes chez le chien sont
comprises entre 6 et 7 sec.(en utilisant une thromboplagtine extraite d encéphae de lgpin).
On peut exprimer cette valeur en purcentage par rapport a un témoin: on parle dors de taux

de prothrombine.

1313 LETEMPSDE THROMBINE:TT

I explore la fibrinoformation, derniére é&gpe de la voie commune.

Ced le temps de coagulation d'un plasma pauvre en plaguettes mis en présence de
thrombine,

L'dlongement de ce temps rélte soit d'un déficit quantitatif ( hypofibrinogénémie) ou
guditaif en fibrinogéne, soit de la présence dinhibiteurs de la thrombine ( héparine,

antithrombine 111) ou de la polymérisation des monomeres de fibrine ( PDF).

A I'EN.V.Toulouse, les vaeurs de TT consdéées comme normaes chez le chien sont

comprises entre 18 et 30 sec. (en utilisant une thrombine d origine bovine diluée au 1/20°™ ).

132 LESTESTSANALYTIQUES ([9))

Ces tests, basés eux auss sur des méthodes chronométriques, permettent de « doser » un
facteur de la coagulation en particulier. Chez le chien, on recherche plus particuliérement les
facteurs1, I, V, VIIIC & X ang quel’ensemble VII+X.

Le principe e rddivement smple: on recherche le temps de coagulaion d'un plasma
chimére, médange du plasma a tester et d'un plasma spécifiqgue du commerce contenant tous
les facteurs sauf celui recherché. On effectue adors un temps de Quick Sil sagit d'un facteur
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de la voie commune ou exogene, un temps de Céphaine-Activateur Sil Sagit d'un facteur de
la voie endogéne. Les réaultats sont exprimés en pourcentage par rapport a un plasma
témoin :on consdére comme norma un temps compris entre 70 et 120 % du temps obtenu

avec le plasmatémoin.

Pour le fibrinogene, on peut accéder ala vaeur de la fibrinogénémie par ce type de méhode.
En effet, en présence de concentration deveée de thrombine et de concentration faible de
fibrinogene (plasma dilug), on peut éablir un lien entre le temps obtenu et la fibrinogénémie
(viaune rdation bilogarithmique).

Les vaeurs usuelles de fibrinogénémie chez le chien sont de 2-4 g/L.

Il est égdement possible de doser I'antithrombine 111 dont le taux diminue lors d'activetion de
la coagulation, d'insuffisance hépatique et de syndrome néphrotique. On rédise ce dosage en
goutant au plasma de I'héparine et de la thrombine e en mesurant I'activité de la thrombine
résdudle sur un substrat synthétique. Les réaultats and  obtenus sont exprimés en
pourcentage par rgpport a un plasma témoin: on conddére comme normaes des vaeurs

comprises entre 80 et 120 % de celles obtenues avec le témoin.

Enfin il faut citer le dosage des PDF qui permet de dépister une activation de la coagulation
auivie de thrombolyse ou bien une hypefibrinolyse primitive. 1l Seffectue a I'ade de kits
spécifiques basés sur des techniques d'agglutination de particules de latex recouvertes
d anticorps anti-PDF.

Chez le chien, des vdeurs de PDF supérieures a 10 pg/mL sont conddérées comme
anormaes et des valeurs supérieures a 30-40 pg/mL sont fortement évocatrices d'une CIVD

([14]).
1.4INTERET PRATIQUE DE CESTESTS
IIs jouent un réle alafois dans le diagnodtic et le suivi thérgpeutique.

141 INTERET DIAGNOSTIC

Une suspicion dlinique de trouble de I'hémogtase et caractérisée par un syndrome d anémie
(le plus souvent sans hémolyse) associé a la survenue de saignements multiples et/ou répétés
(quils soient extériorisds, intra-aticulares ou intrecavitaires). Dans certans cas, cette

dtuation nécesste de prendre des dispostions d'urgence (remplissage vasculaire, assistance
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respiratoire...). Un diagnogtic rapide est aors primordid. Celui-ci passe en premier lieu par
un bilan associant un hémogramme, le dosage des protéines plasmatiques et |'exploraion de
la coagulation plasmatique par la rédisaion dun TQ, dun TCA & dun TT (ou dune
fibrinogénémie).

Ce premier bilan lui permettra d' écarter ou de confirmer un trouble de I’ hémostase voire de

I'identifier de maniére précise, permettant ainsi lamise en place d’ une thérgpeutique adaptée.

Cf. tableau 2

142 INTERET DANSLE SUIVI THERAPEUTIQUE

Cestests ont auss pour vocetion de suivre I’ évolution du patient au cours de son traitement.

Aind un animd intoxiqué aux rodenticides anti-vitamine K sera traité classiquement par
I’adminigtration quotidienne de vitamine K1 (5 mg/Kg) pendant 3 semaines. On vérifiera
I" efficacité du traitement en effectuant un TQ 48 heures gpres |’ arrét du traitement : S cdui-Gi

est encore alongé, on prescrira 10 jours de traitement supplémentaires ([16]).
Le TCA pourra par exemple ére utile ala survelllance d un animd ayant présenté une CIVD

et traité al’ héparine : une évolution favorable se Sgne par une normalisation du TCA

concomitante d’ une diminution des PDF plasmatiques.
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Troublesde TQ TCA TT Fibrinogene | Numération | Autres
I’hémostase plaquettaire tests
éventuels
Intoxication ¢
aux anti- T ++ T ++ = = :(ou% Fil -
vitamines K FV=
CIVD aigué
PP Pl vy vy et
Insuffisance + + + Parfois
hépatique f ? Bl ? - $ - associéeal
ClvD
Hémoaophilies Facteurs| VI
= f = = - ou |X
Tps
saignemlent =
Déficiten F = = = = FVII w
VIl T
DéficitenF | Temps
f f f ¢ = corrigés par
apport de
plasma
Déficiten F = = = - EX]I
XII ? ¢
Anticoagulants f f f Temps non
circulants Ou= Ou= Ou= corrigés par
apport de
plasma
Thrombopénies = = = =
(saf CIVD) .
MiedeVon Temps de
Willebrand = ? + = = = saignement
- F Willebran
Trouble des Temps de
fonctions = = = = — saignement
plaguettaires f

Tableau 2 : Modifications destests au cour s des principaux troubles del’hémostase du

chien et du chat ([8][11][17])
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CHAPITRE 2

2. ESSA| COMPARATIF DU SCA 2000
2.1 PROTOCOLE EXPERIMENTAL

On se propose de comparer ici les temps de Quick et les temps de Céphaline avec Activateur
donnés par le SCA2000 avec ceux obtenus par les méhodes chronométriques classques

utilisées en routine au Laboratoire d Hématologie du service de Médecine de ’ENVT.

211 LESANIMAUX
cf. tableau 3

On dispose d'un pool de 98 animaux pour lesquels une exploration de I’hémodtase a éé
demandée. Ils sont répartis en deux échantillons.

L’échantillon des chiens «mdades» comprend 68 individus, présentés pour différentes
rasons a la conaultation. Une trentaine d'entre eux présente effectivement des perturbations
de la coagulation plasmatique.

L’échantillon des chiens «sdns» es quant a lui conditué de 31 animaux diniquement sans
appatenant a 'ENVT (animaux destinés a I’enseignement pratique) ou a des éudiants, ou

bien vus en consultation pour des opérations de convenance ( stérilisation par exemple).

212LESPRELEVEMENTS
2121 REALISATION

Les tests sont effectués a partir de sang veineux. Le préevement et obtenu par ponction
jugulaire franche apres compresson manudle. On utilise un syseme de type vacutaner
associant une aguille, un porte-aiguille e un tube sous vide contenant un milieu de
préévement citraté ( tube de 5 mL contenant 0,5 mL de citrate de soude a 3,8%). Le tube et
rempli «au trait » dans le but d’avoir un rapport entre la quantité de sang et | anticoagulant
proche de 9 pour 1.

On effectue les mesures a I'aide du SCA 2000 avec du sang totad. Ceui-ci et enslite
centrifugé pour donner le plasma pauvre en plaquettes nécessaire ala rédisation des tests par

la méhode chronométrique.
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CN [Motif de lademande Diagnostic de I'affection
1 Rhinite - Epistaxis aspergillose

2 Saignements tumeur vaginale

3 post op ovariohysterectomie

4 post op pyometre

5 pré op pyometre

6 post op ovariohysterectomie

7 suivi intoxication intoxication-anticoagulants
8 Hématurie Cystite

9 Méléna Gastro-entérite

10  [suivi intoxication intoxication-anticoagulants
11  [atteinte hépatique shunt portocave

12 [atteinte hépatique lymphome

13 |retard de croissance foie?

14  |CIVD décompensée tumeurs mammaires

15 [|Ascite foie?

16 [saignements Hernie discale avec

17  |anémie chronique Myelosclérose

18 [Choc torsion estomac

19  [suivi torsion torsion estomac

20 [Méga osophage shunt portocave

21 [atteinte hépatique tumeur hépatique

22  |épanchement péricardique |[tumeur péricardique

23  [post op (péritonite) Pyomeétre

24  |CIVD Péritonite

25 Suivi métastases tumeurs mammaires

26  [Saignements intoxication-anticoagulants
27  |Préop Ovariectomie

28 [abdomen aigu Péritonite

29 |CIVD péritonite-nécrose intestinale
30 |[CIVD Suivi 28 et 29

31 [epistaxis-hématurie L.AM.

32 |epistaxis unilatérale Rhinite

33 [Saignements

34 [atteinte hépatique tumeur hépatique

35  [Suivi tumeur hépatique hypothyroidie

36  |post op ovariectomie

37 [suivi intoxication intoxication-anticoagulants
38  [Hématurie Cystite

39  |héparinothérapie CIVD

40  |héparinothérapie CIVD

41  Jatteinte hépatique ?

42 |suivi intoxication intoxication-anticoagulants
43  |suivi IRC insuffisance rénale

44 Epanchement pleural lymphome

45 Leishmaniose

46 Méléna

47  Janémie-choc histiocytose

48  |hyperthermie arthrite septique

49  |post op pyometre

50 |post op tumeur abdominale

51 [postop pyometre

52  [suivi piroplasmose

53 [CIVD? tumeur rate

54  |CIVD post op ovariectomie

55  |post op pyometre

56 [Ictere lithiase foie

57  |[suivi 56 lithiase foie

58 |Préop cytoponctions pulmonaires
59 Atteinte hépatique

60 [retard de croissance shunt portocave

61 [|Apathie intoxication-anticoagulants
62 [ascite-ictere atteinte hépatique

63  |suivi 61

64  |suivi 61 62

65

66 anticoagulants circulants
67 |vomissements chroniques |atteinte hépatique

68 atteinte hépatique

affections _rencontrées _dans __I'échantillon

des chiens

malades

23



2.1.2.2 CONSERVATION

Le prdévement sur citrate permet de différer la rédisation des tests mais on conddere que
passé 2 heures gpres |e prélévement, les résultats obtenus sont altérés.

Certains des tests ont é&é rédisés a patir déchantillons de plasma congeé remis a
température avant la rédisation de ces tests, ceci dans le but de grouper les manipulations.
Cette méhode courante d entreposage n'dtére de toute fagon en rien I'évdudion de la
fonction hémodatique ([1]).

2.1.3REALISATION DESTESTSAVEC LE SCA2000
2131MATERIEL

On dispose d'un automate SCA2000 et des cartouches correspondant aux tests a pratiquer (
dénomination « APTT citraté» et « TP citraté»). Ces cartouches a usage unique contiennent

sous forme déshydratée |es réactifs nécessaires ala rédisation du test.

Ains la catouche pour temps de Quick est pourvue d'une chambre-test contenant une
préparation déshydratée de thromboplastine, de sels de cacium et d’ agents stabilisants.

La catouche pour temps de Céphdine Activateur et elle pourvue dune préparation
déshydratée de kaolin, de phospholipides, de sels de calcium et d agents stabilisants.

2.1.3.2 PRINCIPE DE FONCTIONNEMENT

Le mécanisme de déection du callot est base sur un systéme optique qui va mesurer la
vitese a laqudle I'échantillon (sang + réectifs) circule entre des déecteurs. Au fur & a
mesure que le callot se forme, le flux sanguin rdenti. Quand la vitesse chute sous un el
prédéterminé, I'andyseur considére que la formation du callot est achevée et affiche le temps

gu'il afdlu ace calllot pour se former.
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2.1.3.3METHODE DE REALISATION ([22)])
cf. Annexe 3

La démarche suivie et cdle décrite par le faoricant dans la notice de |'apparel. La
meanipulation e Smple :
On sort la cartouche correspondant au test a pratiquer du réfrigérateur quelques temps
avant son utilisation, le fabricant recommandant d'utiliser ces catouches a
température ambiante.
La catouche et ensuite insérée dans |'gppareil qui va I'identifier e procéder a une
élape de préchauffage visant a amener les réactifs qu'ele contient a la température
idédle.
L’ opérateur dépose ensuite a I'ade d'une seringue ou d'une pipette une goutte de
sang dans le puits de la cartouche, sans bulle d'air, et lance I'andyse en poussant le
bouton « Start » L’andyseur aspire ensuite précisement la quantité juste de sang
nécessaire al’ andyse (soit 15mL.).
Le réaultat du test est lu sur I'écran de I'gpparell : il Sagit dune vaeur donnée en

secondes.

214 REALISATION DU TEMPSDE QUICK PAR LA METHODE
CHRONOMETRIQUE
Ce test condgste a activer in vitro la prothrombine présente dans |'échantillon par addition de
thromboplastine cacique. On obtient dors de la thrombine qui hydrolyse le fibrinogene en
fibrine et permet laformation du caillot.

2141MATERIEL

On digpose d'un bain-marie réglé a 37°C, de pipettes, de tubes a hémolyse, d’'un crochet et
d un chronometre.

La source de thromboplastine cacique est une préparation lyophilisée a base de cervelle de
lapin (Thromboplagtine cacique bioMérieux) que I'on reconditue avant usage en y goutant

un volume donné d' eau ditillée.
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21.42METHODE

On travalle a partir d'un plasma pauvre en plaquettes obtenu en centrifugeant le sang citraté
du patient a 4000 tr pendant 5-8 minutes. On peut travaller a partir de plasma fras ou
décongelé.

La premiére égpe consste a pré-incuber au ban-marie 0,1mL de plasma et 0,2 mL de réactif
pendant quel ques minutes.

On mélange ensuite les 2 composants e on déclenche le chronomére. Le méange et
continuellement sondé a I’aide du crochet jusqu'a ce que le calllot formé at éé crocheté. On
arréte dorsle chronometre et le temps indiqueé et noté (en secondes).

Cette méhode et la méhode de référence classquement employée dans les éudes

concernant le temps de Quick ([18]).

215REALISATION DU TEST DE CEPHALINE AVEC ACTIVATEUR
PAR LA METHODE CHRONOMETRIQUE
Ce test condgte a provoquer la coagulation d'un plasma in vitro en le mettant en présence

d une suspenson phosphalipidique, d’ un activateur et de calcium.

2151MATERIEL

On emploie le méme matériel que celui employé pour lamesure du temps de Quick.

On utilise un kit de déermination du temps de céphdine-kaolin produit par les laboratoires
Diagnogtica Stago. 1l et compose de 2 flacons, I'un contenant de la céphaine lyophilisée,
I’autre contenant une solution tamponnée de kaolin a 5 mg/mL. Le réactif et préparé une
demi-heure avant emploi par transvasement de la solution dans le flacon contenant la
céphdine lyophilisée et homogénéisation.

On emploie un deuxiéme réectif qui et une solution de CaCl2 a0,025M préte al’ emploi.

Cette méhode et la méhode de référence classquement employée dans les éudes
concernant le temps de Céphaline- Activateur ([6]).

2.152METHODE

On pré-incube dans le bain-marie 0,1 mL de plasma, 0,1 mL de réactif que I'on aura bien
homogénéisé au prédable et 0,1 mL de solution calcique. On méange tout d'abord le dasma
et le réaectif puis on lasse incuber 3 minutes. On goute dors la solution cadcique e on
déclenche le chronomeétre. Le calllot est aors crocheté al’aide du crochet et on note le temps

correspondant (en secondes).
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216 TRAITEMENT DESRESULTATS
2161 REPETABILITE

Les tests avec le SCA2000 ont éés rédisés 5 fois de suite sur 2 prélévements de sang citraté
avec TQ et TCA non modifiés (chiens n° 23 & 26) & sur 2 prédévements avec TQ & TCA
alongés (chiensn® 63 et 59) .

On egtime la répétabilité par le coefficient de variaion:

Coefficient de variation (%) = (écart-type/moyenne)x100

2.1.6.1 REPRODUCTIBILITE

L’ éude de la reproductibilité est basée sur la répétition des tests de répétabilité. En effet les 5
tests successfs sont rédisés dans les 30 minutes suivant la prise de sang puis une nouvele
Srie de b tests et rédlisée 1h30 gpres la prise de sang.
Elle et etimée par laméme technique.

2.2RESULTATSOBTENUS

221 REPETABILITE

Les résultats obtenus sont présentés dans | es tableaux suivants :

Préévements physiologiques Préevements pathologiques
N° M+s N° M+s
(CV) (CV)
23 (30min) 14.4+0.55 63 (30min) 20.6+1.67
(3.8%) (8.1%)
23 (1h30) 14.4+0.55 63 (1h30) 22+1.41
(3.8%) (6.4%)
26 (30 min) 14.2+0.45 59 (10min) 25.6+1.52
(3.1%) (6%)
26 (1h30) 13.2+1.10
(8.3%)

Tableau 4: Répétabilité pour letemps de Quick au SCA 2000
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Préévements physiologiques Préevements pathologiques
N° M+s N° M+s
(CV) (CV)
23 (30min) 65.4+2.07 63 (30min) 89.8+5.54
(3.2%) (6.2%)
23 (1h30) 74.6+2.30 63 (1h30) 100+4.74
(3.1%) (4.7%)
26 (30 min) 74.2+3.00 59 (30 min) 101+3.67
(4.1%) (4%)
26 (1h30) 72.4+1.34
(1.9%)

Tableau 5: Répétabilité pour letemps de Céphaline-Activateur au SCA 2000

On congtate que, pour le temps de Quick comme pour le temps de Céphdine-Activateur, les
résultats obtenus sont assez homogeénes et caractérises par des coefficients de variation peu
deves. Larépétabilité des tests pratiqués al’ aide du SCA2000 semble donc satisfaisante.

Il faut souligner que s I'on a pas testé la répéabilité pour les tests pratiqués par la méthode
chronométrique c'est que I'on considére que cette méthode et connue pour étre fiable et
dotée d’'une bonne répétabilité dans la mesure ou la personne rédisant les tests est toujours b

méme, ce qui est lecasici.

2.2.2 REPRODUCTIBILITE

Les résultats obtenus pour la reproductibilité sont présentés dans le tableau suivant:

N® CV pour TQ CV pour TCA
23 0 9.3
26 5.2 17
63 4.6 7.6

Tableau 6: Appréciation delareproductibilité par calcul des coefficients de variation
(CV)
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On condate qu' en ce qui concerne le temps de Quick, les résultats sont plutdt bons dans la
mesure ol les coefficients de variation sont relativement peu devés et proche de ceux caculés

pour la répétabilité. Ils semblent par allleurs étre assez homogenes entre eux.

En revanche, les résultats semblent un peu moins bons pour le temps de Céphdine-Activateur
car les coefficients de variations sont relativement élevés et peu homogenes entre eux.

Néanmoins ces résultats, méme S'ils ne sont pas excellents, sont acceptables.

2.2.3 COMPARAISON DESRESULTATSOBTENUS PAR LESDEUX
METHODES

2231 VALEURSOBTENUESCHEZ LES CHIENS SAINS

Les réaultats obtenus pour les chiens « sans» sont concluants dans la mesure ou les vaeurs
sont normales pour tous les chiens par les 2 méthodes pour le TQ comme pour le TCA.
On note cependant que les valeurs obtenues avec le SCA 2000 ddimitent des intervalles un

peu différents de ceux donnés par le congtructeur ( Cf. Annexe 1).
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M éthode chronometrique M éthode SCA 2000
Valeursdu TQ 5a6.7 sec (m=6+0.44) 12 a15 sec (m=13.8+0.99)
Valeursdu TCA 11 214 sec (m=12.7+0.87) | 51 a92 sec (m=74.1+10.53)

Tableau 7: Valeurs pour lesdifférentstests et par les deux types de méthodes pour les 31

chiens sains

2232 RESULTATSPOUR LE TEMPSDE QUICK

Les réaultats obtenus pour le temps de Quick chez les chiens maades sont exposés en Annexe

2.

Nombr e de chiens
TQ réfé&rence et TQ SCA2000 nor maux 44
TQ référence et TQ SCA2000 augmentés 23
TQ référencenormal et TQ SCA augmenté 1

Tableau 8 : Répartition desrésultats obtenus pour le temps de Quick pour les 68 chiens

malades

Les deux méhodes dobtention du temps de Quick sont caractérisées par un tres fort
coefficient de corrdetion: r = 0.967
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Graphigue 1: Corréation entre les mesures de temps de Quick effectuées par la
méthode chronométrique et avec le SCA2000 pour |’ échantillon des chiens malades
(on autilistles L og pour éparpiller la distribution).
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2233 RESULTATSPOUR LE TEMPSDE CEPHALINE-
ACTIVATEUR

Les résultats obtenus pour e temps de Céphdine-Activateur sont exposés en Annexe 2.

Nombr e de chiens
TCA normal par les 2 mé&hodes 29
TCA allongé par les 2 méthodes 24
TCA référencenormal et TCA SCA 2000 allongé 6
TCA référenceallongé et TCA SCA 2000 normal 9

Tableau 9 : Répartition desrésultats obtenus pour le TCA pour les 68 chiens malades

La comparaison des deux méthodes par la méhode du coefficient de corrdaion donne ici
encore d' excdllents résultats puisgue on a un coefficient laauss trésfort : r = 0.977.
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Graphique 2: Corréation entreles mesure de temps de Céphaline-Activateur réalisées
par la méhode chronomérique et avec le SCA 2000 pour I’ échantillon des chiens
malades (on a utilisé les L og pour éparpiller la distribution).
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CHAPITRE 3

3. DISCUSSION

Avec le SCA 2000, la posshilité soffre d utiliser une méhode rapide, Smple e automatisee
de mesure du temps de Quick et de Céphaline-Activateur. En permettant la mise en aavre de
2 des tests les plus udtés en premiére intention lors de suspicion de troubles de I’ hémostase,
cet gpparell répondrait donc a une vraie atente du praticien vééinaire. On a donc derché a
démontrer que les réaultats fournis par cet apparell saverent auss fiables que ceux fournis par

la méthode chronométrique classique.

Larépartition des troubles observés sur | échantillon des 68 chiens malades aéé la suivante :
% Pasdemodification: 31 cas.

C.l.V.D.: 20cas.

Insuffisance hépatique : 6 cas.

>

L)

S

o
*

*

+ Intoxication aux anti-vitamineK : 6 cas.

< Autres: 5cas.

La gamme des temps obsarvés pour le TQ e le TCA séends des vadeurs usudles a des

résultats extrémes ( « incoagulable » dans 4 cas).

Cette diversité permet donc une éude comparative intéressante.

PRECISION DE LA METHODE

Dans|’ é&ude de la précision de cette technique, menée pour les 2 tests, nous avons observe :

POUR LE TEMPSDE QUICK
Répétabilité:
Les coefficients de variation que I'on a obtenu sont voisns de 6% en moyenne. Un travall
antérier mené au sein du Laboratoire du Service de Médecine de I'Ecole Naionde

Vééinaire de Toulouse sur le temps de Quick ([20]) donne des coefficients de variaion pour

la méhode chronométrique classique de I'ordre de 1.8%. On a donc une précison un peu
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moindre par la méhode au SCA 2000 mais ces coefficients de variation restent tout a fait

compatibles avec une interprétation diagnostique.

Reproductibilité :

Les vaeurs de coefficients de variation obtenues sont proches de 5% ce qui sans doute moins
bon que pour laméthode manuelle mais reste acceptable.

POUR LE TEMPSDE CEPHALINE-ACTIVATEUR
Répétabilité:
Les coefficients de variation sont peu édevés puisque proches de 4% en nmoyenne. On ne
dispose pas de données bibliographiques sur les vaeurs concernant la  méthode

chronométrique mais la auss on peut supposer que ces vaeurs sont compatibles avec une

interprétation clinique.

Reproductibilité:

Les vdeurs de coefficients de variation, proches de 6% en moyenne, sont compatibles avec

une utilisation diagnogtique de la méthode.

COMMENTAIRE

Dans I'ensamble, I'utilisstion du SCA 2000 e une méthode un peu moins précise que la
méhode chronomérique classque «au crochet ». Néanmoins, les coefficients de variation
observés restent tout afait raisonnables et I'on peut donc consdérer que les résultats obtenus
seront cliniquement pertinents.

COMPARAISON DESRESULTATS

Les 2 méhodes donnent des réaultats différents en vaeur absolue, ce qui nécessite de
modifier I'intervale des vaeurs usudles sdon la technique que I’ on emploie.

Ains pour le TQ on obtient avec le SCA 2000 pour |’ échantillon des chiens sains des
vaeurs de 12 a15 s, les vaeurs fournies par le congtructeur dant de 12 a17 s. Or les vaeurs
comprises entre 15 et 17 s correspondent, au laboratoire d hématologie de I'ENVT, a des
vaeurs de 7 a 83 s qui sont conddérées comme modérément a moyennement alongées et

donc anormales.
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Pour le TCA, les vaeurs obsarvées sur I'échantillon des chiens sains s éendent de 51

a92 s. Lesvaeurs figurant dans la notice du constructeur vont de 71 a102 s.

Les réaultats obtenus par les 2 techniques sont fortement corrélés pour le temps de Quick
comme pour le temps de Céphdine-Activateur. On consdére donc que les résultats obtenus
avec le SCA 2000 ont la méme dgnification dinique et diagnogtique que ceux obtenus
manuellement par la méthode « au crochet ».

On notera cependant que dans quelques cas de chiens «maades» et pour des vaeurs Stuées
aux limites de l'intervale des vaeurs usudles, on a obtenu des discordances entre les 2
méhodes. Ces anomdies concernent essentidlement la mesure du temps de Céphdine-
Activateur : en effet, sur les 68 chiens « maades» testés, on a observé une divergence chez
15 animaux.

Pour 6 d entre eux (chiens n° 7, 19, 20, 33, 58 et 67) on note un TCA référence normal
et un TCA SCA 2000 augmenté. Parmi eux, les chiens n° 20, 33, 58 et 67 ont un TCA SCA
2000 trés fablement augmenté (93 a 94 ). Le chien n° 7, souffrant d'une intoxication aux
anti-vitamine K traitée 48 heures auparavant avec de la vitamine K a probablement vu sont
TCA référence sous eimé. En effet son TQ est encore assez devé et on pourrait S attendre a
cequ'il en soit de méme pour son TCA.

On note auss pour 9 chiens (n°17, 24, 28, 31, 41, 46, 50, 55 et 63) un TCA SCA 2000
norma et un TCA référence augmenté. Cette divergence et faible pour 6 d entre eux : TCA
référence dlant de 14.8 a 155 s c'est a dire trés modérément dlongé. Pour les 3 autres,
I alongement et plus marque ( de 15.6 a16.2 s). Ces chiens présentaient :

Une leucémie aigué myéoi de ( chienn® 31)

Une C.1.V.D. (chiensn° 50 et 63)

Dans la mesure ou ces échantillons n'ont pas éé traités différemment des autres, on peut se
demander S ces anomdies ne sont pas liées au prédévement lui-méme. On sait par exemple
que des variations de paramétres hématologiques de I'échantillon tels que le taux d hémolyse,
la lipémie ou la bilirubinémie sont susceptibles d'influer 1égérement sur les vdeurs de TQ &
de TCA mesurée al’aide d'un coagulometre a bille d'acier et de réactifs du commerce ([15]).
On pourrait donc imaginer que la technique employée par le SCA 2000 soit plus sensble a

cesvaiaions.

36



D’autres auteurs évoque des perturbations de ces tests liées a une anémie marquée ou un
hyperviscosté sanguine ([19]).
Un réle possible des PDF est auss aenvisager pour expliquer ces perturbations des tests.

Dans le doute, il parait donc souhaitable de renouveer le prééevement et le test en cas de TCA
SCA 2000 compris entre 92 et 100 s, surtout S le contexte clinique et les autres parametres
biologiques sont évocateurs d’ un trouble de la coagulation.

ASPECTS PRATIQUES

La méhode employant le SCA 2000 est incontestablement plus pratique que la méhode

chronométrique :

Elle nécesste peu de matérid : seulement de quoi effectuer
le prédéevement sur milieu citraté et une pipette pour placer
I" échantillon dans le puits de |la cartouche-test.

Elle nécesste un  minmum de manipuldions: le
prdéevement  effectué, il auffit  ddlumer  I'gppael,
dintroduire la cartouche-test e d'y déposer I'échantillon a
tester. C'est donc un acte de faible technicité, ne nécessitant
pas de formation particuliere et pouvant donc ére délégué a

un auxiliaire vétérinaire par exemple.

Cest un agpparell peu encombrant, portable méme puisgu'il
fonctionne auss sur batterie. Il est donc adapté aux petites

structures et peut suivre le vétérinaire lors de ses visites.

Le SCA 2000 est cbnc un appareil adapté ala pratique vétérinaire que se soit dans une smple
cabinet ( pour le diagnodtic et le suivi des intoxications aux rodenticides de type anti-vitamine
K par exemple) comme dans une structure beaucoup plus lourde, a vocation spécidisée telle
gu'un bloc chirurgica ( pour la survellance des petients a problémes) ou une dructure
urgentiste ( pour I'évauation rapide des fonctions hémodatiques d'un patient choqué par
exemple).
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CONCLUSION

Lorsqu’ une exploration de I’ hémostase s avere nécessaire, les temps de Quick et
de Céphdine-Activateur sont parmi les premiers parametres demandés. Le
praticien vétérinaire s adresse classiquement ades laboratoires d’ analyse car les
méthodes manuelles classiques de détermination de ces temps sont peu pratiques
arediser et les méhodes automatisées font appel a des appareils issus de la
médecine humaine (et donc colteux). Le SCA 2000 est donc une dternative
intéressante puisqu’il propose une méthode automatisée adaptée ala pratique de
|la médecine vétérinaire avec un colt plus accessible.

Nous avons donc testé un échantillon de 31 chiens «sains » et de 68 chiens
«maades» avec la méthode chronométrique «au crochet » employée
classquement au Laboratoire de Médecine de |’ Ecole Nationale Vétérinaire de
Toulouse et avec la méthode automati sée proposee par le SCA 2000.

Les résultats obtenus sont assez concluants, montrant une bonne corréation
entre les deux méthodes méme s on a pu pour quelques cas dans la mesure du
TCA constater des divergences.

Le SCA 2000, avec des intervalles de valeurs usuelles adaptés a cette méthode,
est donc un moyen tout afait valable d' exploration de I’ hémostase chez le chien.
Il est de plus tres intéressant car, en se référant ades valeurs chronométriques de
normalité, il permet d’ envisager de ne plus comparer I’ échantillon aun témoin.
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ANNEXES
. Tableau dé&aillé des réaultats obtenus pour les temps de Quick e de Céphdine-
Activateur par les deux méthodes avec I’ échantillon des chiens « sains ».

. Tableau dé&aillé des réaultats obtenus pour les temps de Quick e de Céphdine-
Activateur par les deux méthodes avec |’ échantillon des chiens « maades ».

. Schémad utilisation du SCA 2000 ([22]).
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CN|TQ chronomérique [TQ SCA2000|TCA chronométrique [TCA SCA2000
1 6,5 15 13,4 57
2 6,3 14 13,7 78
3 6,2 15 13,5 72
4 6,4 15 13,6 79
5 6,1 14 13,1 78
6 6,1 15 12,2 86
7 6,3 13 12,1 74
8 6,5 13 12,9 78
9 5,9 13 13,2 87

10 6,4 13 12 71
11 6,3 14 11,9 66)
12 6,7 15 11,5 61
13 5,2 13 11,2 66
14 5,3 13 12 59
15 5,8 13 12,5 60|
16 5,2 13 12,8 5]
17 5,9 12 13,3 60|
18 5 13 13 86
19 5,9 12 11 74
20 6 13 14 75
21 6,1 12 14 76
22 6 15 12 87
23 6,2 14 13,2 66
24 5,8 14 13,5 81
25 6,1 15 13,4 80
26 6,4 14 13,2 79
27 6 14 11,2 66
28 5,8 15 12,2 87|
29 6,4 14 12 92
30 51 14 14 82
31 6 15 12,8 83

Annexe 1 : Temps obtenus pour |’ échantillon des chiens sains (en secondes)
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CN |TQ chronométrique |TQ SCA2000 |TCA chronométrigue | TCA SCA2000
1 6 14 12,2 87
2 5 12 10 71
3 5 14 12 93
4 5 14 13 90
5 6 12 11 77
6 5 14 11 72
7 9 26 14 105
8 5,2 12 13,3 84
9 5 11 11 76

10 7,5 18 15,1 117
11 7 16 15 100
12 9 23 13,8 90
13 6,6 14 14 89
14 60 100 60 400
15 5 12 13 74
16 6 14 13,5 76
17 6 11 14,8 52
18 54 14 13 83
19 5,4 11 14 100
20 5 14 13 94
21 7 19 12 65
22 5 10 13,2 72
23 6 14 15 102
24 6 12 15 83
25 5,2 13 13 91
26 60 100 60 400
27 6 12 12,5 72
28 6,5 15 15 89
29 8 21 16,3 133
30 13,4 60 48 400
31 6 12 16 78
32 5 14 13 65
33 5 12 12 94
34 6 12 14 83
35 6,8 12 14 93
36 6 12 13 58
37 9 19 13,1 82
38 6,1 14 12 78
39 6,8 15 17 104
40 5,8 15 21 149
41 7,5 16 15 92
42 20 48 17,2 123
43 5,2 12 13,1 71
44 8,2 17 11 79
45 6 14 17 97
46 6,7 13 15 84
47 6 11 16 99
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48 6 12 12 81
49 6 12 11 88
50 8 16 16 91
51 6,2 14 13,8 84
52 6 14 15 100
53 6 15 17 110
54 6 14 19 125
55 6,2 14 15,9 90
56 8 18 16,3 152
57 7,3 16 24 172
58 6 14 13 93
59 9,2 27 23 101
60 5 13 13 91
61 60 100 60 400
62 7,8 19 17 109
63 8,1 19 16,2 85
64 7 16 15 93
65 6,1 16 18 114
66 6,5 14 19,8 115
67 6 12 13 93
68 8 19 16,8 110

Annexe 2 : Temps obtenus pour |’ échantillon des chiens malades (en secondes)
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