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INTRODUCTION

L’'hémostase est évaluable in vitro en routine sur la base de différents tests et
constitue un examen complémentaire de choix dans la démarche diagnostique d’un clinicien
vétérinaire. Toutefois, I'interprétation de résultats d’examens réalisés dans le domaine de la
biologie clinique n’est envisageable qu’a condition de disposer des intervalles de référence
pour ces analytes dans I'espéce examinée.

Il n’existe a ce jour que peu de rapports de source primaire quant aux intervalles de

425,27 et aucun d’entre eux ne suit

référence des marqueurs de la coagulation chez le chien
les recommandations internationales. Les criteres d’inclusion des chiens sélectionnés ainsi
gue les techniques analytiques employées ne sont pas toujours clairement détaillés.

L'introduction d’un nouvel analyseur: STA-Satellite (Diagnostica Stago) au
Laboratoire Central de Biologie Médicale de I'Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse fut
I'opportunité de déterminer les intervalles de référence a priori des principaux marqueurs
de la coagulation chez le chien. L’étude a porté sur quatre analytes demandés en routine
pour les bilans d’hémostase chez le chien au Laboratoire : le temps de Quick (TQ), le temps
de céphaline plus activateur (TCA), le fibrinogene (FIB) et I'antithrombine (AT). A notre
connaissance, aucune étude n’a encore porté sur cet analyseur chez le chien.

La présente étude, prospective, se fonde sur les recommandations de I'International
Federation of Clinical Chemistry (IFCC) élaborées en médecine humaine pour la production

d’intervalles de référence’ 11922,
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1. MATERIEL ET METHODE

Le protocole expérimental a été élaboré en suivant les recommandations de I'IFCCY %1%

2% élaborées pour la production d’intervalles de référence pour un nouvel analyte ou une

nouvelle méthode d’analyse en biologie médicale.

Une partie de I'étude nécessitant le transport des spécimens du lieu d’élevage des chiens
au Laboratoire, la stabilité des analytes a été évaluée au cours d’une étude préliminaire,
détaillée en [Annexe 1]. Aucune donnée n’était disponible a ce sujet dans la littérature a
cette époque. La stabilité du TQ et du TCA sur plasma canin citraté pendant 24 heures (a

température ambiante) a ultérieurement été confirmée par une équipe anglaise™®.

Cette étude expérimentale a été réalisée entre les mois de février et de mars 2008.

1.1. Sélection des sujets de la population de référence

La principale difficulté dans la détermination d’un intervalle de référence réside dans la

sélection de la population de référence, qui ne doit étre composée que de chiens sains.

Il a été choisi de ne considérer que des chiens de pure race. Le nombre d’animaux
sélectionnés dans chaque race devait étre représentatif de la prévalence de cette race en
France (d’aprés les chiffres de la Société Centrale Canine®® - janvier 2008) ; prévalence en
France qui est, par ailleurs, estimée identique a celle rencontrée dans le sud-ouest de la

France [Annexe 2].

Les sujets de référence ont été recrutés au hasard, dans la population canine du sud-
ouest pour une question pratique. Une liste d’élevages potentiels de chiens de race a été
établie grace au site internet de la Société Centrale Canine™. Le recrutement définitif des
élevages a été basé sur les informations fournies par les éleveurs par téléphone (nombre de

chiens, races élevées, sexe des individus correspondant aux criteres d’inclusion de I'étude).

1. . sy 2 .
Site internet de la Société Centrale Canine : www.scc.asso.fr
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La collecte des spécimens s’effectuait ensuite au domicile des éleveurs afin de limiter le

stress des animaux.

Les critéres d’inclusion ont été les suivants :

- Des chiens de pure race (enregistrés au Livre des Origines Francaises) ;

- Pour chaque race: un nombre d’animaux proportionnel a la prévalence de chacune
des races en France;

- Des chiens jugés en bonne santé, suite d’une part aux réponses des éleveurs a un
guestionnaire et d’autre part a un examen clinique complet effectué par un
vétérinaire ; détails en [Annexe 5] ;

- Animaux a jeun depuis au moins 8heures (consigne donnée par téléphone : dernier

repas a 20 heures la veille du prélévement, eau retirée a minuit)

Les criteres d’exclusion ont été les suivants :

- Une affection déclarée dans le mois précédant le prélevement sanguin ;

- Des saignements inhabituels ;

- La prise de tout traitement a I'exception d’antiparasitaires internes et externes ;
- Unremplissage de tube insuffisant ;

- Une couleur anormale du plasma (hémolyse, lipémie) ;

- Unchiennonajeun;

- Une anomalie détectée au cours de I'examen clinique ;

- Unanimal stressé ou une prise de sang difficile a réaliser.

Un formulaire de consentement éclairé a été rempli par 'ensemble des éleveurs.

Un objectif de 120 spécimens (inclus dans I'étude) a été fixé afin de prétendre a des

intervalles de confiance a 90% des limites des intervalles de référence.

Pour limiter le biais d’échantillonnage, il a été décidé d’inclure au maximum 5 chiens de
méme race par élevage ; plusieurs races pouvant éventuellement étre prélevées dans un

méme élevage.
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1.2. Caractéristiques pré-analytiques et prélevement des spécimens

Les caractéristiques pré-analytiques ont été définies en accord avec les

recommandations pour la collecte des spécimens et leur analyse en clinique vétérinaire®.

Les prises de sang ont été réalisées a la veine jugulaire sur tube sous vide citraté par un

opérateur expérimenté.

Pour chaque chien, un spécimen de 4,5mlLde sang a été prélevé par ponction de la veine
jugulaire dans un tube NasCitrate Buffered 9NC 4,5 mL (Venoject, Terumo Europe N.V,,
Leuven, Belgium) par un systéme de tube sous vide muni d’une aiguille 20G (Venoject
Multisample 0,8 x 40 mm, Terumo Europe N.V., Leuven, Belgium), homogénéisé
immédiatement aprées récolte par une dizaine d’inversions, identifié suivant le code explicité
dans le protocole ([Annexe 2])et stocké a + 4°C dans I'attente de son analyse au laboratoire.
Le délai maximum écoulé entre la réalisation du prélevement et le traitement des spécimens
au laboratoire a été de 6 heures mais la majorité des prélevements sanguins ont été traités
en moins de 4 heures. En moyenne, chaque jour, une quinzaine de spécimens étaient

réalisés, provenant de deux a trois élevages différents.

1.3. Analyse des spécimens

Les tubes de sang total citraté ont été centrifugés a température ambiante pendant 15
minutes a 1300g soit 4000 tours/min (Rotofix 32A, Hettick Zentrifugen, Tuttlingen,
Germany). Le surnageant a été transféré dans un tube Eppendorf reprenant la méme
identification et le culot cellulaire a été jeté. Les plasmas lipémiques et les plasmas

présentant une couleur anormale ont été exclus de I'étude.

Les tubes Eppendorf étaient ensuite placés dans I'analyseur STA-Satellite pour effectuer

la mesure du TQ, du TCA, du FIB et de I’AT.
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Les analyses étaient réalisées par une méthode coagulométrique pour le TQ, le TCA et le
FIB, et par un test colorimétrigue pour I'AT. Les réactifs et les caractéristiques des
techniques sont résumés dans le [Tableau 1]. Lorsque c’était nécessaire, une configuration
vétérinaire du logiciel de I'analyseur réalisait des dilutions automatiquement, augmentant
ainsi les gammes standard des analyses humaines pour les valeurs les plus basses et les plus
hautes. Avant chaque cycle d’analyses, [|'équipement était vérifié suivant les

recommandations du fabricant pour I'analyseur STA-Satellite.

Tableau 1 : Réactifs et caractéristiques des méthodes basées sur les données du fabricant.

Analyte Méthode Réactif Gamme analytique

STA Neoplastine

TQ Coagulation Cl 3.0-120.0 s
Plus
TCA Coagulation STA Cephascreen 10.0-180.0 s
. _ 1.5-9.0 g/L
FIB Coagulation STA-Fib2 0.6-12g/L*
AT Colorimétrie Stachrom AT 9-140 %

*avec la configuration vétérinaire du logiciel

Pour chaque spécimen, I'analyse a été réalisée en doublon. Les résultats numériques ont
été sauvegardés sur fichier informatique, imprimés et stockés dans le cahier
d’expérimentation pour les deux passages de chaque tube en attendant I'analyse statistique
finale. L'ensemble des opérations effectuées sur I'analyseur STA-Satellite et des difficultés
rencontrées au cours de l'analyse ont été manuscrites sur le cahier d’expérimentation,

assurant ainsi la tracabilité de cette étude.
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1.4. Traitement statistique des données

Pour chaque analyte, une courbe de distribution a été réalisée et visuellement inspectée
afin de détecter toute mesure aberrante, confirmée ensuite statistiquement (critere de
Dixon-Reed).

Les intervalles de référence et les intervalles de confiance a 90% des limites des
intervalles de référence ont été déterminés par une méthode non paramétrique,
conformément aux recommandations de I'IFCC-CLSI?* 23,

Le partitionnement des valeurs de référence selon le sexe de I'animal a été envisagé a

I'aide du test Z d’Harris & Boyd®.

Tous les calculs ont été effectués avec le tableur Excel, un logiciel d’analyse statistique

(Analyse-It de Microsoft Excel (version 2.10)), et le freeware Reference Value Advisorzspour

la détermination des intervalles de référence.
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2. RESULTATS

Les résultats individuels ont été communiqués aux propriétaires dans les plus courts
délais, accompagnés d’un commentaire signalant toute anomalie éventuelle des valeurs

mesurées.

2.1. Caractéristiques de la population de référence

Les intervalles de référence ont été déterminés a I'aide d’un échantillon de référence
composé de 139 chiens. Les proportions des différentes races du groupe de référence
étaient aussi représentatives que possible des proportions des races de la population canine

en France.

Les principales races de chien étaient des épagneuls bretons (14), des bergers allemands
(12), des labradors retrievers (10), des malinois (10), des yorkshires (9), des rottweilers (9),

des bouledogues francais (9), des bergers australiens (9), etc. [Tableau 2].

Tableau 2: Caractéristiques de la population étudiée : races.

Race Nombre % Objectif du protocole

Epagneul Breton 14 10,1 6

Berger Allemand 12 8,6 12

Labrador 10 7,2 8

Malinois 10 7,2 5

Yorkshire 9 6,5 6

Rottweiler 9 6,5 5

Bouledogue Francais 9 6,5 4
Berger Australien 9 6,5
Pointer Anglais 8 5,8

Golden Retriever 7 5,0 8
West Highland White Terrier 7 5,0

Cavalier King Charles 6 4,3 7

American Staffordshire Terrier 6 4,3 7

Cocker Spaniel 6 4,3 5
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Teckel
Boxer
Bouvier Bernois
Shi Tzu
Beauceron
Setter Anglais

O N W WP WU

3,6
2,9
2,2
2,2
1,4

I'y a eu 88 femelles non stérilisées, 2 femelles stérilisées, et 49 males non castrés

[Tableau 3].

Tableau 3 : Caractéristiques de la population étudiée : sexe.

Sexe Nombre
Femelle 88
Male 49
Femelle castrée 2
Male castré 0

% Obijectif du protocole
63,3 50%
35,3 50%
1,4
0

Les dges s’étalaient de 6 mois a 14 ans (14 chiens de moins de 1 an dont 4 chiens agés de

6 mois) [Figure 1].

35 4
30 -
25 4
20 4

Fréquence (%)

5 4

0

15 -
10 -

[ T =

0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Age (mois)

Figure 1 : Distribution des ages des 139 chiens utilisés lors de I’étude des valeurs de

référence de la coagulation.
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2.2. Intervalles de référence

Les données brutes pour chaque analyte sont retranscrites en [Annexe 6].

Les résultats graphiques par analyte sont rapportés dans les paragraphes suivants

[Figures 2 a 9], suivis des résultats chiffrés de I'analyse statistique [Tableaux 4 a 7].

- La distribution sous la forme d’un histogramme, associée a la courbe de distribution
gaussienne, permet une appréciation visuelle des valeurs aberrantes et de la

normalité [Figures 2 a 9].

- La distribution des valeurs sans transformation sur un axe des centiles permet de

déterminer les intervalles de référence par la méthode non-paramétrique : il s’agit

des valeurs du 2,5°™ centile et du 97,5°™ centile [Figures 2 3 9].
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2.2.1. Intervalle de référence du TQ

Distribution gaussienne

Frequence

.,

104 7 _._l_
]
O - =

8.5 7 7.5 8 8.5 9 95 10

IMoyenne des resultats pour le TQ (s)

"""" Centiles (95% de la
distribution)

85 7 75 8 85 9 95 10
Moyenne des résultats pourle TQ (s)
Figure 2 : En haut : Histogramme de la distribution des valeurs de TQ chez les 139 chiens

et courbe de la distribution gaussienne ; en bas : Distribution des valeurs sur un axe des
centiles.

4 - Normality Plot (Q-Q)
Normal Fit
3 - (Skewness=0.80, Kurtosis=0.8
7)
(A2=1.70, p = 0.0002)
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2
50 1
>
o
©-1 -
£
o
2_2 i
(o]
'3 T T T
6,5 7 7,5 9 9,5 10

8 8.5
Moy TQ

Figure 3 : Diagramme quantile-quantile de comparaison de la distribution observée du TQ
avec une loi normale.
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Tableau 4 : Résultats de I'analyse statistique des valeurs de TQ.

Moyenne
Intervalle de confiance a 90%

Erreur standard
Variance

Ecart-type
Intervalle de confiance a 90%

Coefficient de variation

Skewness
Kurtosis

Anderson-Darling A2
p

139

7,728

7,650
0,0471

0,308

0,555
0,505

7,2%

0,80
0,87

1,70
0,000

to 7,806

t0 0,616

Médiane
Intervalle de
confiance 3 91,1%

Rang
Rang interquartile

Centile
Oiéme

7,650
7,500 a 7,750
3,15

0,850

6,750  (minimum)

2 5iéme

6,900 |

25iéme
5oiéme
75iéme

7,300 (1% quartile)
7,650 (médiane)
8,150 (3*™ quartile)

97 5iéme

8,823 |

looiéme

9,900 (maximum)
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2.2.2. Intervalle de référence du TCA

Distribution gaussienne
35 -

30 -
25 -
20 /
15 4 /
10 {
51 =

o 1| N S

12,5 13 13,5 14 14,5 15 15,5 16 16,5 17 17,5

Frequence

Moyenne des résultats pourle TCA (s)

"""" Centiles (95% de la
distribution)

12,51313,51414,51515,51616,51717 5

Moyenne desrésultats pourle TCA (s)
Figure 4 : En haut : Histogramme de la distribution des valeurs du TCA chez les 139 chiens

et courbe de la distribution gaussienne ; en bas : Distribution des valeurs sur un axe des
centiles.

3 - Normality Plot (Q-Q)
o Normal Fit
(Skewness=0.35, Kurtosis=-
5 | 0.30)
(A2=0.79, p = 0.0406)
1 -
S
20 A
IS
©
S
O-l i
©
E
o
z.2
(o]
-3

125 13 135 14 145 15 155 16 165 17 17,5
Moy TCA

Figure 5 : Diagramme quantile-quantile de comparaison de la distribution observée du TCA
avec une loi normale.
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Tableau 5 : Résultats de I’analyse statistique des valeurs de TCA.

Moyenne

Intervalle de confiance a
90%

Erreur standard

Variance

Ecart-type

Intervalle de confiance a
90%

Coefficient de variation

Skewness
Kurtosis

Anderson-Darling A2
p

139

14,970

14,830
0,0846

0,994
0,997

0,908

6,7%

0,35
-0,30

0,79
0,041

to 15,110

to 1,107

Médiane
Intervalle de
confiance a 91,1%

Rang

Rang interquartile

Centile
Oiéme

14,850
14,600 a 15,150

4,60
1,400

12,750  (minimum)

2 5iéme

13,143 |

25iérne
50iéme
75iéme

14,250 (1* quartile)
14,850 (médiane)
15,650 (3*™ quartile)

97 5iérne

17,159

looiéme

17,350 (maximum)
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2.2.3. Intervalle de référence du FIB

Distribution gaussienne

8]
(]
|

[E¥ I 3]
o
L
™
™
1
|
e

Frequence
[
o
1

g ] = )

1 15 2 25 3 35 4 45 5 55

Moyenne des résultats pourle Fib (g/L)

Centiles (95% de la
distribution)

115 2 25 3 35 4 45 5 55

Moyenne des résultats pour le Fib (g/L)

Figure 6 : En haut : Histogramme de la distribution des valeurs du FIB chez les 139 chiens
et courbe de la distribution gaussienne ; en bas : Distribution des valeurs sur un axe des
centiles.

4 Normality Plot (Q-Q)

Normal Fit
(Skewness=1.51, Kurtosis=2.7
9)...

Normal Quantile (2)
N o P

|
N
1

'
w

1 1,5 2 2,5 3 3,5
Moy Fib

Figure 7 : Diagramme quantile-quantile de comparaison de la distribution du FIB observée
avec une loi normale.
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Tableau 6 : Résultats de I'analyse statistique des valeurs du FIB.

n 139
Moyenne 2,2632 Médiane 2,0800
Intervalle de confiance a Intervalle de
90% 2,1541 to 2,3723 confiance a 91,1% 2,0150 a 2,1550
Erreur standard 0,06588
Rang 4,085
Variance 0,6033 Rang interquartile 0,8467
Ecart-type 0,7768
Intervalle de confiance a
90% 0,7073 10 0,8628 Centile
0°me 1,0900  (minimum)
Coefficient de variation 34,3% | 2.5 1,2361 |
25"°me 1,7333 (1% quartile)
Skewness 1,51 50°me 2,0800 (médiane)
Kurtosis 2,79 75°" 2,5800 (3*™ quartile)
97.5°™ 4,2983 |
Anderson-Darling A? 4,29 100°™® 5,1750 (maximum)
p <0.0001
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2.2.4. Intervalle de référence de I’AT

Distribution gaussienne
30 ~
25 - —
20 ~
15 |
10 1
5 4
0

Frequence

90 100110120130140150160170180120200

Moyenne des resultats pour I'AT (%)

"""" Centiles (95% de la
distribution)

901001 101201301401 501601 7018019220

Moyenne des resultats pour I'AT (%)

Figure 8 : En haut : Histogramme de la distribution des valeurs de I’AT chez les 139 chiens
et courbe de la distribution gaussienne ; en bas : Distribution des valeurs sur un axe des
centiles.

3 Normality Plot (Q-Q)

o Normal Fit
(Skewness=0.16, Kurtosis=-
0.21)...

Normal Quantile (2)

- 3 T T T T T T T T T T 1

90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
Moy AT

Figure 9 : Diagramme quantile-quantile de comparaison de la distribution de I’AT observée
avec une loi normale.
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Tableau 7 : Résultats de I'analyse statistique des valeurs de I’AT.

n 139
Moyenne 143,15 Médiane 142,00
Intervalle de confiance a Intervalle de
90% 140,31 to 145,99 confiance a 91,1% 139,50 a 145,00
Erreur standard 1,714
Rang 95,5
Variance 408,58 Rang interquartile 28,17
Ecart-type 20,21
Intervalle de confiance a
90% 18,41 to 22,45 Centile
0" 96,00  (minimum)
Coefficient de variation 14,1% | 2.5me 104,04 |
25"°m 127,75 (1 quartile)
Skewness 0,16 50°me 142,00 (médiane)
Kurtosis -0,21 75°™ 155,92 (3*™ quartile)
97.5°™ 188,09 |
Anderson-Darling A? 0,30 100°™ 191,50  (maximum)
p 0,576
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2.2.5. Bilan: intervalles de référence des 4 analytes

La distribution des 4 analytes de I’échantillon de référence sont représentées en [Figure
9]. La distribution gaussienne est également rappelée. Les intervalles de référence

déterminés et les intervalles de confiance a 90% des intervalles de référence ont été insérés

sur ces distributions.

40
30

n 20
10

0 1 2

Fibrinogen (g/1)

Figure 9 : Histogrammes pour TQ, TCA, FIB et AT chez les 139 chiens sains de I'étude
(courbe noire: distribution gaussienne; lignes noires continues verticales : limites de
référence avec des intervalles de confiance a 90% (rectangles en ligne pointillée))’.

Il n’y avait pas de valeurs aberrantes visuellement ni apres évaluation des données par le

critére de Dixon-Reed.

Les tests de normalité (test d’Anderson-Darling) ont été utilisés pour évaluer les

&

3

11 13 15 17 19
APTT (sec)

80 100 120 140 160 180 200 220
AT (%)

distributions des 4 analytes, avant et aprés transformation. La description des statistiques

est résumée dans le [Tableau 8].

% Ces diagrammes sont extraits de I'article qui a été publié a partir de cette étude®. Les légendes sont en

langue anglaise. PT = TQ ; APTT = TCA et Fibrinogen = FIB.




- La distribution de I'AT n’était pas significativement différente d’'une distribution

gaussienne.

- Les distributions du TCA et du FIB ont pu étre transformées en distributions
gaussiennes (TCA : distribution gaussienne en Box-Cox, en 1/x, en In x et en Vx; FIB :

distribution gaussienne en Box-Cox et en 1/x).

- La distribution du TQ est restée significativement différente d’une distribution
gaussienne aprés toutes les transformations testées (ie. Ln x, 1/x, Vx et
transformation de Box-Cox). Le meilleur compromis pour le TQ a été obtenu par la

transformation Box-Cox (test d’Anderson-Darling, p=0,014).

Une partition en fonction du sexe n’était pas appropriée, selon les criteres de Harris et
Boyd, méme si les valeurs d’AT étaient significativement plus basses chez les méales que chez
les femelles (test de Student aprés avoir vérifié 'homogénéité des variances, p=0,002) avec

respectivement 136 et 147%.

Il N’y avait pas assez de valeurs dans chaque sous-groupe pour faire des partitions selon

I’age ou la race.

Tableau 8 : Caractéristiques de la distribution des 4 analytes chez 139 chiens sains
(moyenne, minimum et maximum, normalité évaluée avec le test d’Anderson-Darling,
transformation qui correspond la mieux a la distribution gaussienne) ; calculs effectués a
partir de la moyenne des résultats de chaque doublon.

Moyenne 7,7 15,0 2,26 143
Médiane 7,7 14,9 2,08 142
Minimum-Maximum 6,8-9,9 12,8-17,4 1,09-5,18 96-192
Ecart-type 0,555 0,997 0,777 20,210
Normalité, p <0,000 1 =0,040 6 <0,0001 =0,58
Melllgure correspondance = Box-Cox > Ln Box-Cox > 1/n Box-Cox
gaussienne
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Les intervalles de référence non-paramétriques ainsi déterminés sont [6,9-8,8] s, [13,1-

17,2] s, [1,24-4,30] g/L, et [104-188]% pour TQ, TCA, FIB et AT respectivement [Tableau 9].

Tableau 9: Estimations des intervalles de références des 4 analytes chez 139 chiens sains
(P : méthode paramétrique ; NP : méthode non-paramétrique ; intervalle de confiance 90%
inscrit entre parenthéses)

P ND ND
TQ(s) NP 6,9 8,8
(6,8 —7,0) (8,6 —9,9)
13,2 17,1
o P (BoxCox (13,0-13,4) (16,8 -17,4)
NP 13.1 17,2
(12,8 -13,5) (16,8 —17,4)
1,27 4,28
P {Box-Cox) (1,21-1,34) (3,85 —4,79)
FIB (g/L) 124 30
NP (1,09 - 1,43) (3,85 - 5,18)
106 185
. P (Box-Cox) (101 - 110) (179 - 190)
AT (%) 104 o8
NP (96 - 110) (178 — 192)

44



3. DISCUSSION

3.1. Sélection des sujets de la population de référence

Sélectionner un groupe de référence composé d’individus sains conformément a des

criteres bien définis est la tache la plus difficile lors de I'établissement des intervalles de

référence. La sélection d’un échantillon consiste a choisir des individus de référence aussi

comparables que possible aux patients, mis a part leur maladie (donc pour I'age, le sexe, les

conditions de vie, ...). Dans cette étude, la prévalence des différentes de race de chiens

présentes en France a été prise en compte lors du recrutement des individus (races ciblées

et nombres de cas théorique par race). Un maximum de 5 chiens d’'une méme race par

élevage a été fixé arbitrairement, afin de prévenir un effet « élevage » (parenté, conditions

d’élevage, alimentation, etc.).

On déplore toutefois 3 biais.

Le premier vient du fait que seules des races pures aient été échantillonnées dans
cette étude prospective. Ce choix arbitraire a été basé sur le fait que les prévalences
et les types de croisés ne sont pas rapportés dans la littérature a notre connaissance.
De plus, les croisements refletent un mélange de plusieurs races et il peut donc étre
supposé que les valeurs chez ces chiens croisés s’étalent entre les valeurs obtenues

pour les chiens de pure race.

Le second biais est le ratio femelle/male, proche de 2 dans le groupe de référence.
Cette constatation résulte du choix de prélever les chiens directement chez les
éleveurs. Ce ratio est plus important que ce qui est rapporté communément dans la
population canine, néanmoins aucune partition en fonction du sexe n’a été établie

(test d’Harris et Boyd).

Le dernier biais de recrutement est lié au territoire de collecte. Compte tenu des

résultats de stabilité des spécimens obtenus dans I'étude préliminaire, le temps de
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trajet des spécimens pour rejoindre le Laboratoire et leur analyse a été pris en
compte. Tous les spécimens ont ainsi été collectés chez des éleveurs situés a moins
de 200km du Laboratoire. La dispersion des principales populations canines
frangaises semble néanmoins assez homogéne (aucune donnée en contradiction
dans la littérature a notre connaissance). Il est de ce fait probable que ce biais
d’échantillonnage « géographique » ait eu tres peu d’effets sur la détermination des

intervalles de référence.

Les intervalles de confiance a 90% des limites de référence par une méthode non
paramétrique se déterminent a I'aide de 120 sujets. 139 chiens ont été inclus dans cette
étude, soit 19 supplémentaires aux prévisions initiales du protocole. En biologie médicale
humaine, les intervalles de référence sont associés a des intervalles de confiance a 95% ; ils
nécessitent alors I'inclusion del53 sujets®®. Nos résultats sont toutefois particuliérement
satisfaisants, en comparaison avec d’autres études publiées (étude de Gerber et al.* : 43
chiens ; étude de Tsenget al?’ : 27 chiens en bonne santé) et ont été obtenus selon les

recommandations internationales par une méthode non paramétrique®".

Les objectifs de nombre de sujets inclus par race prévus par le protocole ont servi de
support pour le choix des éleveurs a démarcher en début d’étude. Les spécimens ont ensuite

été collectés en fonction des disponibilités des différents acteurs.

Des races proches en termes d’aptitudes (pointers échantillonnés au lieu des setters) ont
ainsi été préférées. De méme, chez les éleveurs « multi-races », toutes les races
mentionnées dans le protocole (y compris celles ne figurant pas dans les objectifs) ont été

prélevées.

Lorsque les éleveurs possédaient plus de cing chiens d’'une méme race répondant aux
critéres d’inclusion du protocole, deux a trois chiens supplémentaires étaient prélevés. Aprés
analyse, seuls 5 des spécimens pour une race et pour un élevage étaient inclus, choisis au

hasard.

Les chiens prélevés étaient de parenté la plus éloignée possible au sein d’'un élevage ou

d’élevages inclus dans I'étude.
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3.2. Les facteurs pré-analytiques

Le contréle des facteurs pré-analytiques est essentiel pour minimiser leur effet éventuel

sur les résultats chiffrés et donc sur l'interprétation clinique.

Les conditions pré-analytiques de cette étude ont été choisies selon les recommandations
établies en biologie clinique humaine et vétérinaire pour la collecte et la manipulation des
prélévements sanguins® ’et selon les recommandations faites pour les tests de coagulation

17, 28

en pathologie clinique humaine (lorsqu’elles étaient transposables au chien).

Ces conditions sont utilisées en routine en biologie médicale vétérinaire, bien qu’a notre

connaissance, elles n’aient pas été validées, a I’exception de certains points :

- L'absence d’effet significatif de la concentration en citrate entre 3,2% et 3,8%" ;

- L’absence d’effet d’échantillonnage par ponction directe de la veine ou via un
cathéter';

- Leffet significatif de la couleur anormale du plasma'*;

- Leffet significatif de la déshydratation®.

3.3. Stabilité des analytes étudiés

D’apres la littérature et les manipulations préliminaires, TQ, TCA et FIB restent
guasiment inchangés dans le plasma canin citraté jusqu’a 2 jours stocké a température
ambiante ou a +4°C*; ce qui est, en remarque, plus long que le délai recommandé pour les
spécimens humains®. Les durées de stockage testées dans cette étude ont été choisies pour
correspondre aux conditions de la manipulation, ol des prélevements de sang collectés chez
les éleveurs arrivent au laboratoire d’ordinaire en moins de 4 heures, et dans quelques cas,
jusqu’a 6heures apres collecte. Ces conditions ont I'avantage de correspondre également a
ce qui pourra étre fait en routine : analyse du préléevement dans la journée, et/ou possibilité

de conserver le plasma citraté jusqu’au lendemain au réfrigérateur a +4°C.
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D’apreés les résultats de I'étude préliminaire de stabilité, les résultats de TQ, FIB et AT ne
sont pas modifiés jusqu’a 6 heures de stockage a 4°C. Le résultat du TCA peut en revanche
étre modérément augmenté mais cette modification n’exceéde pas l'intervalle de confiance
90% des limites de référence et ne devrait donc pas avoir de signification clinique. Cet

analyte a de ce fait été inclus dans I'étude.

Au final, I’évaluation de la stabilité aprés 36 heures de stockage n’a pas été nécessaire
pendant la réalisation de cette étude. Elle avait été réalisée dans la perspective d'un

probléeme technique.

3.4. Détermination des intervalles de référence

La détermination des intervalles de référence a été réalisée, selon les recommandations
de I'lFCC-CLSI?%, par une méthode non paramétrique>. Celle-ci est réalisable dans la mesure
ou le nombre total d’individus de référence est supérieur a 120 et que seul un tres faible
nombre de valeurs aberrantes est mis en évidence sur les distributions initiales ou
transformées. « L’accent doit étre mis sur le maintien plutét que sur la suppression (i.e. des
outliers) »*’. Une détermination compléete des intervalles de référence aurait di étre
réalisée en groupant les individus selon I'dge, le sexe ou la race des animaux, mais cela
implique que 120 individus a minima pour chaque groupe de partition auraient di étre

recrutés, ce qui aurait représenté un travail énorme et colteux.

A I'exception de I’AT, les distributions de référence étaient statistiquement différentes
d’une distribution gaussienne, ce qui pourrait expliquer les petites différences avec les
valeurs précédemment rapportées dans la littérature pour les tests de coagulation chez le
chien, ces derniéres ont été principalement fondées sur des approches paramétriques (a

conditions d’étude équivalentes).

Les intervalles de référence déterminés dans cette étude sont relativement proches de
ceux décrits par le passé, excepté toutefois pour I’AT. Cette observation est imputable a la

calibration des techniques. En effet, dans plusieurs études, des chiens contrdle étaient
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utilisés pour déterminer « la norme », i.e. 100% d’activité; ensuite les mesures étaient
comparées a ces calibrations. Dans d’autres études, dont celle-ci, la calibration était au
contraire fondée sur I'utilisation de solutions de controle humaines. Or ['utilisation des
calibrations humaines a deux conséquences majeures : elle produit certes un biais, mais il en
résulte probablement une meilleure transférabilité des résultats, étant donné qu’aucune
solution de contréle canine n’existait sur le marché a notre connaissance, alors que les

solutions humaines étaient facilement disponibles et comparables dans tous les cas.

De plus, il a été rapporté que des différences significatives dans les résultats des tests de
coagulation pourraient étre imputables a I'utilisation de réactifs différents, particulierement
pour le TCA. Cela renforce I'idée que chaque laboratoire devrait déterminer ses propres
intervalles de référence dans les conditions qui lui sont spécifiques. Cependant, de telles
déterminations sont souvent réalisées a partir de petits échantillons, pour lesquels les
conjectures de distribution sous-jacente sont malheureusement invérifiables. D’apres I'lFCC-
CLSI, «les laboratoires individuels devraient davantage se focaliser sur la vérification
d’intervalles de référence établis « ailleurs » »*'. Dans le cas présent, les limites de
référence, déterminées avec un nombre suffisant de chiens, par la méthode non-
paramétrique, peuvent étre utilisées pour la validation d’études relevant d’'un nombre limité

de spécimens, comme indiqué par I'lFCC-CLSI*".

Le transfert des intervalles de référence de I'analyseur STA-Satellite a un autre analyseur
de coagulation est une méthode alternative mais néanmoins recommandée par I'IFCC-CLSI

lorsque les populations de référence peuvent étre supposées identiques.

Le transfert de ces intervalles a été réalisé pour I'analyseur STA-R Evolution (Diagnostica
Stago)®. On note cependant quelques différences dans les résultats obtenus par les deux
analyseurs, notamment pour I’AT, qui doit conduire a utiliser un intervalle de référence

différent pour cette variable®.
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3.5. Méthodes de détermination d’un intervalle de référence

L’objectif de la détermination de valeurs de référence est de fournir une base solide pour
I'interprétation des résultats de laboratoire obtenus en routine pour des examens
complémentaires inclus dans une démarche diagnostique. Les résultats cliniques doivent de
ce fait étre comparables aux valeurs de référence; ce qui sous-entend qu’ils aient été

réalisés dans les mémes conditions.

Dans notre étude, les conditions de prélevements ne sont pas exactement celles rencontrées
en pratique car elles n"ont pas été réalisées en milieu hospitalier (stress d’un lieu étranger,
absence du propriétaire lors du préléevement, ...) ; mais il n’aurait pas été possible de trouver
un échantillon de chiens de pure race en bonne santé, en si peu de temps, dans un unique
centre hospitalier ; or les intervalles de référence pour le nouvel analyseur nécessitaient
d’étre connues rapidement; condition sine qua non a linterprétation des résultats des
examens. Il sera toujours possible par la suite d’effectuer des tests de variabilité entre les
deux conditions de préléevement, sachant que la variabilité intra-chien est minime, testée sur

quelques semaines™.

L’établissement d’intervalles de référence a posteriori est également une possibilité.
Cette détermination utilise les bases de données de laboratoires d’hopitaux?® et présente de
ce fait deux avantages: un gain de temps et d’argent; et des intervalles de référence
adaptés a la population qui fréquente I'hopital. Or les résultats d’examens effectués en
hopital ont été obtenus lors d’investigations, ce qui sous-entend bien que I'animal n’était
pas cliniqguement sain. On assiste parfois a des dérives importantes avec les études a
posteriori*®. Le mieux serait en fait que les données de laboratoire soient combinées avec les
informations cliniques de chaque patient®®, ainsi on serait plus en mesure de choisir un
groupe d’individus qui remplissent les critéres cliniques et une telle procédure serait en
accord avec les recommandations approuvées de I'I[FCC-CLSI. Ce type d’approche pourrait
étre a envisager si, dans un futur plus ou moins proche, on souhaite déterminer des
intervalles de référence, pourquoi pas pour ces mémes analytes, chez une espece plus

délicate a manipuler ou a appréhender, comme le chat par exemple.
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3.6. Effet de I’age, de la race et du sexe du chien

Les animaux de référence utilisés dans cette étude étaient pour la plupart de jeunes
adultes, avec85% de I'effectif compris entre 1 et 8 ans. Ceci a rendu le partitionnement en
fonction de I'dage impossible, étant donné le faible nombre de trés jeunes ou de vieux
animaux. De plus, le fait de qualifier un animal de jeune ou de vieux n’a de sens qu’en tenant
compte de sa race. Les races de grand format sont en effet considérées comme adultes a
I’age de 15 mois alors que les races de petit format terminent leur puberté vers I’age de 9
mois’. A 'opposé, les races de grands formats sont considérées comme des séniors, voire
des patients gériatriques plus to6t que les petits chiens'®. L’ensemble de ces éléments
empéche de tirer des conclusions pertinentes dans cette étude quant a I'effet de I'dge sur la

coagulation.

En ce qui concerne la race, le nombre limité de données disponibles par race dans cette
expérimentation empéche toute étude statistique pertinente sur l'influence de la race sur

les analytes observés.

Concernant I'effet du sexe des animaux sur la coagulation, I'influence sur les intervalles
de référence est trés faible, ainsi que le montre le test de Harris et Boyd, comme cité

précédemment au sujet du ratio males/femelles.
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CONCLUSION

Alternative au concept ambigu qu’est la valeur « normale », les intervalles de
référence ont été définis pour décrire les variations de mesures de concentration d’analytes
sanguins dans un groupe d’individus bien caractérisés. Pour chaque nouvel analyseur, des
intervalles de référence propres devraient étre attribués, soit par transfert de données a
partir d’anciens analyseurs, soit par validation d’intervalles de référence préexistants. Dans
le cas ou les deux procédés cités ne peuvent toutefois pas étre appliqués, de nouveaux
intervalles de référence doivent étre établis en suivant les recommandations internationales

de I'lIFCC-CLSI*,

Cette étude sur 139 chiens de pure race, représentative de la population canine
francaise, détermine les intervalles de référence chez le chien du TQ, du TCA, du FIB et de

I’AT, par une méthode non-paramétrique selon les recommandations de I'IFCC-CLSI?!,

Le transfert de ces intervalles de référence a d’autres laboratoires, apres validation
des résultats, et a d’autres analyseurs est donc possible et recommandé par I'lFCC-CLSI pour
une population canine équivalente. Le transfert a I'analyseur STA-R a d’ailleurs constitué la

suite de cette étude®>.
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ANNEXE 1 : Etude préliminaire : test de précision de I’analyseur STA-Satellite
(Diagnostica Stago) et stabilité du TQ, du TCA, du FIB et de I’AT.

1. Test de précision selon la procédure CLSI n°EP-15-A2

Cette étude a été faite conformément au protocole CLSI EP 15-A2,

- Enrépétant les analyses en double, matin et aprés-midi, pendant au moins 5 jours ;

- En utilisant des solutions de contréle.

Il n’existe toutefois pas de solution de contrdle pour plasma canin. Les solutions de
contrdles proposées par le fabricant pour les Laboratoires de biologie humaine ont donc été

utilisées (Coag Control N et P).

Les mesures de TQ, TCA, FIB et AT ont été effectuée en doublons pour ces deux solutions

de contréle, matin et soir, pendant 5 jours consécutifs.

Les coefficients de variation inter-chiens (CVg) ont été calculés d’aprés les résultats de

I’étude sur la détermination des intervalles de référence.

Les coefficients de variation intra-chiens (CVi) sont tirés d’'une étude de Wiinbergsz.

1.1. Imprécision
L'imprécision a été calculée pour chaque analyte.

v Résultats des calculs d’imprécision pour le TQ

TQN (s) TQP (s)
Moyenne 13,8 25,4
Précision SD cv SD cv
Totale 0,27 1,9% 0,98 3,9%
Répétabilité 0,14 1,0% 0,35 1,4%
Inter-séries 0,12 0,9% 0,18 0,7%
Inter-jours 0,19 1,4 % 0,90 3,6%
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v Résultats des calculs d’imprécision pour le TCA

TCA N (s) TCAP (s)
Moyenne 28,8 52,1
Précision SD cv SD cv
Totale 0,36 1,3% 0,51 1,0%
Répétabilité 0,18 0,6% 0,14 0,3%
Inter-séries 0,27 0,9% 0,49 0,9%
Inter-jours 0,16 0,6% 0,00 0,0%

v Résultats des calculs d’imprécision pour le FIB

FIB N (g/L) FIB P (g/L)
Moyenne 2,97 1,03
Précision SD cv SD cv
Totale 0,169 5,7% 0,071 6,9%
Répétabilité 0,090 3,0% 0,067 6,5%
Inter-séries 0,102 3,4% 0,018 1,7%
Inter-jours 0,102 3,4% 0,016 1,6%

v Résultats des calculs d’imprécision pour 'AT

AT N (%) AT P (%)
Moyenne 106 42
Précision SD cv SD cv
Totale 3,9 3,7% 2,2 5,1%
Répétabilité 1,6 1,5% 0,8 1,8%
Inter-séries 2,2 2,1% 0,3 0,7%
Inter-jours 2,9 2,7% 2,0 4,7%

1.2. Inexactitude

L'inexactitude a été déterminée en fonction des cibles fournies par le fabricant pour les
solutions de controle « N » et « P » en comparant la valeur moyenne globale obtenue pour

chaque analyte.
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TQ(s) TCA (s) FIB (g/L) AT (%)

N P N P N P N P
Cible 11,5-15,5 19,0-27,0 24,0-34,0 43,0-59,0 2,70-3,80 0,90-1,40 93-125 32-50
Cible moyenne 13,5 23 29 51 3,25 1,15 109 41
Moyenne mesurée 13,81 25,35 28,83 52,05 2,968 1,026 105,8 42,3
Inexactitude -0,31 -2,35 0,17 -1,05 0,28 0,12 3,20 -1,30
Inexactitude(%) -2,3 -10,2 0,6 -2,1 8,7 10,8 2,9 -3,2

Les conditions minimales de performance analytiques n’ont pas été remplies pour la

précision du TQ et de I’AT, ni pour I'exactitude du TQ pour le plasma de contréle « P ».

Les biais étaient étroits, excepté pour le TQ pour la solution contréle « P » et pour le FIB
(plus de 10,8% de biais bien que demeurant dans les intervalles de performance requis). Les
coefficients de variation intra-chiens déterminés dans |'étude de Wiinbergazsemblent

toutefois tres faibles et nécessiteraient d’étre contrdlés dans une étude ultérieure.

1.3. Répétabilité

La répétabilité de I'analyseur STA-Satellite a été évaluée a partir des résultats obtenus en

doublons avec les spécimens de I’étude, soit 139 chiens.

Les coefficients de variation de la répétabilité de I'analyseur STA-Satellite (Diagnostica

Stago) étaient similaires, voire légerement supérieurs a ceux indiqués par le fabricant.

1.4. Résumé des performances analytiques

Les performances analytiques de I’analyseur STA-Satellite (Diagnostica Stago) au
Laboratoire Central de Biologie Médicale de 'ENVT, comparées aux données du fabricant,

sont résumées ci-dessous.
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DONNEES DU FABRICANT

Solutions de contréle humaines N P N P N P N P
CV précision intra-laboratoire 1.5% 1.6% | 1.4% 09% 2.0% 3.7% 4.8% 5.0%
(n=10) 15.1s 29.4s| 29.8s 48.0s 2.72g/L 136g/L| 105% 46%
CV répétabilité 0.7% 0.5% 0.6% 0.8% 2.9% 2.5% 2.6% 5.0%
(n=21) 13.6s 22.7s| 29.8s 47.2s | 3.07g/L 124g/L| 105% 46%
DONNEES DU LABORATOIRE
Solutions de contréle humaines N P N P N P N P
Moyenne mesurée 13.8s 25.4s | 28.8s 52.1s 3.0g/L 1.0g/I 106% 42%

Imprécision totale (%)

(n = 20) 1,9% 39% | 1,3% 1,0% 5,7% 6,9% 3,7% 5,1%
n=

Performance minimale

0,75 x CV, Lo 10 | 146 14,6 9,8 9,8 09 09

Performance désirée

0,5 x CV, 0,7 07 | 97 9,7 6,5 6,5 06 06

Performance optimale

0,25 x CV, 0.4 04 | 49 4,9 3,3 3,3 03 03

Inexactitude (valeur absolue, %)

(n = 20) 2,3% 10,2%| 0,6% 2,1% 8,7% 10,8% 2,9%  3,2%

Performance minimale

0,375 x [(CV)+ (CVg)Z]O'S 2,8 2,8 7,7 7,7 13,8 13,8 53 53

Performance désirée

0,25 x [(CVi)2+ (CVg)Z]O‘S 1,8 18 51 51 9,2 9,2 3,5 3,5

Performance optimale

0,125 x [(CVi)2+ (CVg)2]0,5 0,9 0,9 2,6 2,6 4,6 4,6 1,8 1,8

Spécimens canins

Répétabilité (%) 0.6% 1.0% 2.3% 1.3%
(n=139) moy = 7.7s moy = 15.0s moy = 2.3 g/L moy = 143%
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2. Stabilité des analytes

2.1. Essai de stabilité du sang citraté total canin a 4°C avant centrifugation

jusgu’a 8 heures

Le but de cette étude préliminaire était de s’assurer de la stabilité pendant 8 heures des

mesures de TQ, TCA, fibrinogéne et antithrombine dans le sang total citraté conservé a 4°C.

Les mesures du TQ, TCA, FIB et AT a moins d’une heure, a 4 heures et a 8 heures apres

prélevement ont été réalisées en doublon a partir de 6 chiens.

Les résultats sont indiqués dans les graphiques suivants, dans lesquels chaque point

correspond a la moyenne des analyses réalisées en double.

v' Représentation graphique de la stabilité pour le TQ (sang total)
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v' Représentation graphique de la stabilité pour le FIB (sang total)

4
3,5
—u— CN1
3 —8&—CN2
) - i —a—CN3
(=]
= —e—CN4
T 25
. - ——CN5
—o— CN6
2
+
=5 ——
15 : . . .
0 4
Temps (h)
v' Représentation graphique de la stabilité pour I’AT (sang total)
175
170 —
: .
165 | — ——CN7
——CN8
S 160 —&—CN9
E 155 ——CNI10
—a— CN11
150 O— —e—CN12
P4 ——
145
140 . .
0 4
Temps (h)

A l'exception de la répétabilité, les résultats suivants ont

moyenne des résultats des analyses réalisées en double :

été calculés a partir de la

TQ(s) TCA (s) FIB (g/L) AT (%)
Moyenne mesurée 8,1 15,1 2,14 154
Mini-Maxi mesurés 6,5-12,5 14,1-16,2 1,62 -3,01 144 - 173
Répétabilité (%) 0,8 0,6 2,2 0,9
CV individuel moyen (%) 0,3 0,9 1,5 1,1
CV individuel Mini-Maxi (%) 0,0-0,5 0,5-1,4 0,4-2,7 04-2,1
Pour comparaison, les CV de la reproductibilité inter-essais intra-jour effectuée

précédemment avec des solutions de controle ont été :
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TQ (s) TCA (s) FIB (g/L) AT (%)
Cible 13,8 25,4 52,1 2,97 1,03 42
CV (%) 0,9 0,7 0,9 34 1,7 0,7
Différence entre valeur initiale et Test de Wilcoxon en séries
valeur mesuréeadheta8h
0-4 0-8 0-4 0-8
Médiane 0 0 NS NS
TQ(s) Minimum 0,05 0,1
Maximum -0,05 -0,05
Médiane -0,1 -0,2 NS P=0,03
TCA(s) Minimum 0,1 -0,15
Maximum -0,15 -0,35
Médiane -0,0225 -0,0025 NS NS
FIB (g/L) Minimum 0,035 0,035
Maximum -0,085 -0,095
Médiane -0,75 -0,75 NS NS
AT (%) Minimum 6,5 5,5
Maximum -3 -5

En bilan, les variations observées n’ont pas excédé ce que I'on pouvait attendre de la
variabilité analytique. Par conséquent, on peut raisonnablement estimer que les analytes
mesurés sont stables dans du sang total citraté stocké au réfrigérateur a 4°C pendant 8
heures avant centrifugation, a I'exception du TCA (le prélevement doit étre centrifugé dans

un délai n’excédant pas 4 heures suivant le prélevement).

2.2, Essai de stabilité du plasma citraté canin a 4°C jusqu’a 36 heures

Le but de cette étude préliminaire était de s’assurer de la stabilité pendant 36 heures des
mesures de TQ, TCA, fibrinogéne et antithrombine dans le plasma citraté conservé a 4°C.

Les mesures du TQ, TCA, FIB et AT a moins d’une heure, a 12 heures, a 24 heures et a 36
heures apres prélevement ont été réalisées en doublon a partir de 6 chiens.

Les résultats sont indiqués dans les graphiques suivants, dans lesquels chaque point

correspond a la moyenne des analyses réalisées en double.
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v' Représentation graphique de la stabilité pour le TQ (plasma)
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v' Représentation graphique de la stabilité pour I’AT (plasma)
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A l'exception de la répétabilité, les résultats suivants ont été calculés a partir de la

moyenne des résultats des analyses réalisées en double :
TQ(s) TCA (s) FIB (g/L) AT (%)

Moyenne mesurée 7,0 14,9 2,91 157
Mini-Maxi mesurés 6,6-7,5 13,6 - 16,2 1,85 -4,08 143 - 174
Répétabilité (%) 1,2 1,1 2,2 1,1
CV individuel moyen (%) 1,4 1,7 2,2 2,0
CV individuel Mini-Maxi (%) 04-2,6 1,1-28 0,9-5,4 0,7-2,8

2.3. Bilan de la stabilité des analytes

Pour chaque analyte et chaque plasma, il a été vérifié que les variations observées au

cours du stockage ne dépassent pas ce qui peut étre attendu de la variabilité analytique.

L'analyse des données montre que les variations ont été tres faibles. Il n’y a en effet pas

eu de changement statistiquement significatif entre les valeurs des analytes du sang total

citraté stocké jusqu’a 8h et ceux du plasma citraté stocké jusqu’a 36h a 4°C (test de

Wilcoxon, avec une correction de Bonferroni pour les comparaisons multiples, p>0,05), a

I’exception du TCA qui était |égerement augmenté (<1s) dans le sang total a la 8°™ heure de

stockage et dans le plasma a la 36°™ heure et ce, de maniére significative(test de Wilcoxon,

p=0,03).
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Le tableau suivant résume les différences observées entre les mesures effectuées a

chaque échéance et la mesure initiale :

Différence entre valeur initiale et valeur mesurée a 12 h,

Test de Wilcoxon en séries appariées
a24heta36h

0-12 0-24 0-36 0-12 0-24 0-36
Médiane 0,025 0,025 -0,025 NS NS NS
TQ(s) Minimum 0,1 0,1 0,3
Maximum -0,05 -0,2 -0,3
Médiane 0,075 0,05 0,4 NS NS p=0,03
TCA (s) Minimum 0,15 0,4 -0,05
Maximum -0,2 -0,15 -0,85
Médiane 0,06 0,0225 0,065 NS NS NS
FIB (g/L) Minimum 0,185 0,22 0,225
Maximum -0,085 -0,065 -0,095
Médiane -2 -6,25 -2,75 NS NS NS
AT (%) Minimum 5 1 3
Maximum 7,5 -11 -8

En bilan, les variations observées dans les plasmas citratés réfrigérés ont été
suffisamment faibles pour que I'on puisse, en cas de nécessité, conserver des plasmas canins
dans ces conditions, a I'exception du TCA qui doit étre mesuré dans un délai n’excédant pas

24 heures suivant le prélevement.
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ANNEXE 2 : Protocole de I’étude concernant la détermination des intervalles
de référence de TQ, TCA, AT et FIB chez le chien par I'analyseur STA-Satellite
(Diagnostica STAGO)

Unité de
Biologie Médicale Animale et Comparée
-« ENVT, 23 Chemin des Capelles, BP 87614 Protocole expérimental

NATIONALE

vimnake | 31076 Toulouse Cedex 3, France

Toutoust

@ :+33 561 193 295; mail : a.geffre@envt.fr

Préparé par A.G. le

DETERMINATION DES INTERVALLES DE REFERENCE DE TQ, TCA, AT ET FIBRINOGENE 14/01/08

CHEZ LE CHIEN PAR L’ANALYSEUR STA-SATELLITE (DIAGNOSTICA STAGO)

Validé par JPB le 18/01/08

1. Problématique — objectif

Peu d’études ont été publiées sur les intervalles de référence de TQ, TCA, AT et
fibrinogéne chez le chien [1-3]. Les critéres d’inclusions des chiens sélectionnés ainsi que les
techniques analytiques ne sont pas toujours clairement détaillés. A notre connaissance,

aucune étude n’a porté sur I'analyseur STA-Satellite (Diagnostica Stago).

Le but de cette étude est donc de déterminer les intervalles de référence de TQ, TCA, AT
et fibrinogéne chez le chien grace a [l'analyseur STA-Satellite en respectant les
recommandations de l'International Federation of ClinicalChemistry (IFCC) élaborées en

médecine humaine pour la production d’intervalles de référence [4-9].

2. Personnes impliquées

L'étude est effectuée et coordonnée par S. Grollier sous la responsabilité de A. Geffré,
avec 'assistance de :
- C. Hanot, C. Trumel : prélevements,
- J.P. Braun, C. Trumel : aspects théoriques,

- C. Germain (F. Palanché le vendredi) : aspects analytiques.

3. Période d’étude

Premier semestre 2008.
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4. Protocole expérimental

4.1. Contréle quotidien du STA-Satellite

Le STA-Satellite est contr6lé chaque matin par C. Germain ou F. Palanché selon le
protocole de routine du laboratoire : les mesures de TQ, TCA, Fibrinogéne et AT sont
contrélées dans deux échantillons de contréle recommandés par le fabricant (plasmas
humains citratés lyophilisés STA-Coag Control N et STA-Coag Control P), a I'exception du

Fibrinogéne qui n’est controlé qu’au niveau N.

Si une (ou plusieurs) des sept mesures de contrble est (sont) en dehors des cibles
fournies par le fabricant, les diverses opérations correctrices prévues par le fabricant sont
mises en ceuvre pour s’assurer du bon fonctionnement du dosage jusqu’a résolution du

probleme et obtention des sept mesures de contrdles dans les cibles.

4.2. Détermination des intervalles de référence

4.2.1. Population

Au moins 120 chiens en bonne santé et a jeun depuis au moins 8h, provenant d’élevages
du sud-ouest de la France. La population de référence est définie en fonction de la
distribution des effectifs de chaque race de chiens inscrits au Livre des Origines Francaise

(LOF) et se compose approximativement de :

- 9.9% de bergers allemands, soit 12 chiens,

- 6.7% de golden retrievers, soit 8 chiens,

- 6.2% de labradors, soit 8 chiens,

- 5.7% de cavalier king charles, soit 7 chiens,

- 5.3% de Staffordshire terriers américains, soit 7 chiens,
- 4.9% de yorkshire, soit 6 chiens,

- 4.9% d’épagneuls bretons, soit 6 chiens,

- 4.7% de setters anglais, soit 6 chiens,

- 4.3% de cockers spaniel anglais, soit 5 chiens,
- 3.7% de rottweilers, soit 5 chiens,

- 3.7% de bergers belges malinois, soit 5 chiens,

- 3.4% de bouledogues frangais, soit 4 chiens.
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Pour ces 12 races, correspondant aux races les plus représentées au LOF, on essaiera
dans la mesure du possible de respecter les effectifs théoriques a inclure dans I'étude.

On prendra ensuite en priorité si possible et dans cet ordre (avec un maximum de 5
chiens par race) : des beaucerons, des bouviers bernois, des beagles, des teckels a poils durs,
des west highland white terriers, des shitzu, des boxers, des bergers australiens, des jack
russel terriers, des cotons de tuléar, des chiens de cour italien, des caniches, des english
springer spaniels, des terre neuves, des braques allemands, des cairn terriers, des dogues

allemands, des pointers anglais, des border collies.

Le nombre de males est approximativement égal au nombre de femelles pour chaque
race. Un maximum de 5 chiens est prélevé par race pour un méme élevage. Plusieurs races
peuvent éventuellement étre prélevées dans un méme élevage. Chaque éleveur complete et

signe la feuille de consentement présentée en annexe3.

4.2.2. Données concernant chaque chien

Chaque chien sélectionné a priori pour I’étude fait I'objet d’un examen clinique selon les
critéres présentés en annexe 2. Les chiens sont identifiés de la facon suivante : « Race du

chien » plus un numéro allant de 1 a x.

Sont exclus de I'étude :

- Les animaux ayant présenté des signes cliniques durant le mois précédent,

- Les animaux ayant des antécédents de saignement anormalement longs lors du
changement de dents, de blessure ou de chirurgie,

- Les animaux en cours de traitement (sauf antiparasitaire externe),

- Les animaux non a jeun depuis plus de 8h,

- Les animaux présentant une anomalie détectée a I'examen clinique.

4.2.3. Préléevement

Pour chaque chien, un tube de sang est rempli par S. Grollier ou C. Trumel (NasCitrate
Buffered 9NC 4,5 mL ou 1.8 mL, Venoject, Terumo Europe N.V., Leuven, Belgium) par

ponction de la veine jugulaire par systeme de tubes sous vide (aiguille Venoject Multisample
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0,8 x 40 mm, Terumo Europe N.V., Leuven, Belgium). Il est homogénéisé par 10
retournements lents. Chaque tube est identifié de la facon suivante : « Race du chien » plus
un numéro allant de 1 a x. L’heure du prélevement est notée sur la fiche d’examen clinique

du chien.

Un tube EDTA est également prélevé dans un second temps et identifié de la méme

facon.
4.2.4. Préparation des spécimens

Les tubes sont conservés dans une glaciere a 4°C puis transférés au Laboratoire Central
(dans un délai n’excédant pas 7h30 depuis le prélévement). Les tubes citratés sont
centrifugés pendant 15 minutes a température ambiante, a 1300g soit 4000 tours/min
(Rotofix 32A, HettickZentrifugen, Tuttlingen, Germany). Aprés centrifugation, le surnageant
est transféré dans un tube Eppendorf reprenant la méme identification et le culot cellulaire

est jeté.
Sont exclus de |'étude :

- Les plasmas lipémiques,

- Les plasmas présentant une couleur anormale.

4.2.5. Analyses des spécimens

Les tubes Eppendorf sont placés dans I'analyseur (STA-Satellite, Diagnostica Stago,
Asniéres, France) comme des spécimens de routine pour lesquels on mesure en double TQ,
TCA, Fibrinogene et AT, soit les profils d’analyses présélectionnées n°3 et n°4. Si I'heure
théorique de fin d’analyse dépasse 20h, une partie des tubes Eppendorf est déposée sur un
portoir spécifique et conservée a 4°C au Laboratoire Central jusqu’au lendemain matin. La
température du réfrigérateur est suivie par le logiciel Multiplex Maxant (Maxant,

Audincourt, France).

Les spécimens prélevés sur EDTA sont analysés par I'analyseur XT-2000i (Sysmex Europe
GMBH, Norderstedt, Germany) selon les procédures de contréles et d’analyses fournies par

le fabricant.
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4.2.6. Durée de I’étude

Les étapes de prélévements, préparations et analyses se poursuivent jusqu’a ce que les
effectifs souhaités pour chaque race de chien soient atteints et jusqu’a ce que les personnes

responsables de cette étude décident de son arrét.

4.2.7. Résultats des analyses

Une photocopie de toutes les impressions des résultats de ces analyses ainsi que toutes
les feuilles d’examen clinique sont conservées par S. Grollier dans le cahier de manipulation
qui lui a été remis. Un fichier Excel est rempli par S. Grollier quotidiennement pendant toute
la durée de I'étude. Il est composé d’une ligne par animal sélectionné, comprenant dans les
colonnes tous les résultats d’analyses du STA-Satellite ainsi que les informations

zootechniques codées.

Ce fichier est transmis par e-mail chaque semaine a A. Geffré et J.P. Braun. Les calculs

statistiques sont effectués par A Geffré grace au logiciel Analyse-It.

Les résultats individuels sont communiqués aux propriétaires dans les délais les plus
courts, en tout cas au maximum dans les 3 mois suivant le prélevement, accompagnés d’un

commentaire signalant toute anomalie éventuelle des valeurs mesurées.
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ANNEXE 3 : Présentation du projet aux éleveurs

Unité de

Biologie Médicale Animale et Comparée
Présentation du projet
ccoLe ENVT, 23 Chemin des Capelles, BP 87614

NATIONALE
VETERINAIRE
TouLousE

31076 Toulouse Cedex 3, France

DETERMINATION DES INTERVALLES DE REFERENCE DE TQ, TCA, AT ET FIBRINOGENE CHEZ LE CHIEN PAR
L’ANALYSEUR STA-SATELLITE (DIAGNOSTICA STAGO)

En pratique quotidienne, les vétérinaires cliniciens sont amenés a effectuer des bilans
d’hémostase sur les animaux dont ils ont la charge. A I’heure actuelle, il n’existe pas de
références concernant des chiens « sains », auxquelles le vétérinaire pourrait comparer les

résultats du chien « malade » gu’il examine.

Cette étude a donc pour but de déterminer les valeurs « normales » d’hémostase chez le

chien, grace a un analyseur couramment utilisé dans les laboratoires d’analyses.

Vos questions :

- Comment se déroule le test en pratique ?
L’étude est entierement gratuite pour I'éleveur.
La personne en charge du préléevement arrive sur le lieu de I'élevage. Certaines données
relatives a I'élevage et au chien sont relevées puis un examen clinique est réalisé. Les
prélevements sanguins (2 tubes) sont faits a la veine jugulaire a I'aide d’un dispositif sous

vide.

- Ou et quand se déroulent les prélevements ?
Nous nous déplagons dans votre élevage selon nos disponibilités communes et apres avoir

fixé un rendez-vous. Vos chiens restent ainsi dans leur environnement familier.

- Quelles sont les conditions pour qu’un animal soit inclus dans I'étude ?

L’animal doit :

79




- étre un chien adulte, inscrit au LOF, en bonne santé depuis au moins un mois,
- étre a jeun depuis au moins 8h avant I’"heure prévue du prélevement,

- ne recevoir aucun traitement autre qu’un antiparasitaire externe.

- Quelles sont les conditions pour qu’un animal soit exclu de I'étude ?
L'animal :
- ne satisfait pas les conditions précédentes,
- présente une anomalie lors de I'examen clinique,

- présente une couleur anormale du plasma apres centrifugation dans nos locaux.

- Quels résultats sont rendus a I’éleveur ?
Un dossier vous sera adressé, comprenant, pour chaque animal inclus :
- le bilan de I'’examen clinique,

- les résultats d’hémostase et de I’'hémogramme.

- Y-a-t’il un anonymat ?

Oui : ni l'identité de vos chiens, ni la vOtre ne seront communiquées.

- Quicontacter en cas de question ?

Sophie Grollier (06 12 76 61 50) répondra a toute question éventuelle relative a cette étude.
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ANNEXE 4 : Fiche de consentement a I’attention des éleveurs

Unité deBiologie Médicale Animale et Comparée

@ ENVT, 23 Chemin des Capelles, BP 87614 Consentement

ECOLE
NATIONALE

vimnae | 31076 Toulouse Cedex 3, France

DETERMINATION DES INTERVALLES DE REFERENCE DE TQ, TCA, AT ET FIBRINOGENE CHEZ LE CHIEN PAR
L’ANALYSEUR STA-SATELLITE (DIAGNOSTICA STAGO)

JE SOUSSIBNE(),euveirrerriiiiie ettt ettt e ne b st e ,

Lo =Y 0 L1011 L PR

participe(nt) a I'’étude « DETERMINATION DES INTERVALLES DE REFERENCE DE TQ, TCA, AT
ET FIBRINOGENE CHEZ LE CHIEN PAR L’ANALYSEUR STA-SATELLITE (DIAGNOSTICA STAGO)»
pour laquelle :

- des informations zootechniques individuelles et collectives seront relevées,

- un examen clinique individuel sera effectué,

- une prise de sang a la veine jugulaire (sans tonte) sera faite pour collecter 2 tubes de sang
pour un bilan d’hémostase comprenant la mesure du temps de Quick, du temps de

Céphaline Activée, du Fibrinogene et de I’Antithrombine, ainsi qu’'un hémogramme.

Les résultats concernant mon élevage me seront communiqués dans un délai de 3 mois. Je

déclare avoir été clairement informé par les personnes en charge de cette étude de I'objectif

de I'étude et des modalités de déroulement de celle-ci.

Signature :
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Annexe 5 : Fiche d’examen clinique

Code :
Nom investigateur: CT - SG - CH Date du prélévement :
Adresse élevage : Race :
Numéro d’inscription au LOF :
Date de naissance :
NY=) (R 1 male — 2femelle- 3 male castré - 4 femelle castrée
Stade physiologique :....1 anoestrus - 2 chaleur — 3 gestation — 4 lactation
Animal :............... 1 sédentaire - 2 exercice occasionnel - 3 exercice régulier
Etat d’embonpoint :......cccceveeieeeiiiiiiiicnninns 1 maigre - 2normal - 3 surpoids
JEUN > 8h i oui - non

Antécédents pathologiques éventuels :

» Observation de signes cliniques dans le dernier mois? NON / OUI
» Antécédents de saignements (lors d’une chirurgie, du changement de dents...) ’NON /

oul

» Traitements en cours (anti-inflammatoires, etc.) : NON / Ooul

Examen clinique :

T° (°C) = TRC (s) =
FC (bpm) = FR (bpm) =
Appareil cardio-respiratoire : RAS - anomalie (a préciser).......u.......
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Appareil cutanéo-muqueux :
Appareil locomoteur :
Appareil digestif :

Palpation abdominale :

Mamelles :

Commentaires éventuels :

RAS - anomalie (a préciser)
RAS - anomalie (a préciser)
RAS - anomalie (a préciser)
RAS - anomalie (a préciser)

RAS - anomalie (a préciser)

Heure Heure

prélevement centrifugation

Heure analyse

(si différée)

Commentaire (Aspect plasma...)
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ANNEXE 6 : Résultats bruts de I’étude de détermination des intervalles de

référence
# |TQn°1(s)| TQn°2(s) | TCAn°1(s) | TCAn°2(s) | Fibn°1 (g/L) | Fibn°2(g/L) | ATn°1(%) | AT n°2 (%)
1 7,4 7,4 14,5 14,6 2,46 2,54 144 148
2 7,5 7,5 15,6 15,6 5,21 5,10 111 113
3 8,3 8,4 14,3 14,3 1,28 1,14 151 156
4 8,5 8,5 15,7 15,6 1,52 1,54 146 149
5 9,2 9,2 15,7 16,1 1,54 1,49 124 124
6 8,5 8,5 15,1 15,4 1,75 1,71 127 127
7 8,3 8,3 15,9 15,9 2,11 2,18 127 126
8 8,1 8,2 16,2 16,2 2,20 2,24 150 149
9 8,1 8,1 15,4 15,4 2,04 1,99 144 144
10 8,4 8,3 14,7 14,6 1,59 1,6 149 149
11 8,2 8,1 14,3 14,3 3,05 3,17 151 152
12 8,5 8,5 16,3 16,2 1,65 1,65 115 115
13 8,2 8,1 14,1 14,4 2,65 2,77 121 126
14 7,4 7,5 16,5 16,6 2,75 2,78 112 108
15 7,6 7,6 15,7 15,6 3,35 3,31 120 126
16 7,4 7,4 15,3 15,3 4,80 4,83 95 97
17 8,1 8,1 14,4 14,5 1,49 1,41 146 144
18 7,4 7,4 13,9 13,8 2,37 2,45 125 127
19 8,0 8,0 14,0 14,0 2,15 2,13 154 157
20 6,9 6,9 14,5 14,7 2,78 2,86 128 127
21 7,7 7,8 14,6 14,3 1,75 1,70 124 118
22 7,3 7,3 15,4 15,6 2,59 2,57 139 140
23 7,6 7,6 14,4 14,4 4,49 4,34 135 137
24 8,0 7,9 15,4 15,4 1,53 1,45 141 140
25 7,7 7,6 14,8 14,7 1,96 2,01 137 140
26 7,5 7,5 14,0 14,1 1,67 1,77 150 147
27 7,3 7,4 14,2 14,3 2,43 2,44 135 136
28 8,4 8,3 15,1 14,9 1,89 1,88 141 142
29 8,3 8,3 14,1 14,3 1,76 1,98 150 157
30 7,7 7,8 14,0 14,1 2,97 2,97 135 136
31 7,4 7,4 13,7 13,5 3,75 3,87 139 141
32 7,3 7,3 14,6 14,6 2,58 2,58 137 143
33 8,3 8,4 16,2 16,1 1,44 1,45 133 136
34 8,8 8,8 17,3 17,0 1,40 1,45 123 122
35 7,5 7,5 14,0 13,9 2,25 2,21 123 121
36 7,1 7,1 14,2 14,0 2,13 2,10 169 169
37 7,2 7,2 13,9 13,9 1,86 1,81 169 173
38 7,3 7,3 14,7 14,8 2,08 2,07 159 160
39 7,3 7,4 13,3 13,4 1,97 1,89 150 156
40 7,3 7,3 13,4 13,4 2,47 2,46 130 128
41 7,2 7,2 13,9 14 2,07 2,10 151 152
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# |TQn°1(s)| TQn°2(s) | TCAn°1(s) | TCAn°2(s) | Fibn°1 (g/L) | Fibn°2(g/L) | ATn°1(%) | AT n°2 (%)
42 8,4 8,4 15,6 15,4 1,50 1,47 136 136
43 7,2 7,3 12,8 13,1 1,74 1,77 176 173
44 6,8 6,8 13,5 13,5 2,35 2,20 163 163
45 7,1 7,2 13,3 13,1 2,14 2,15 164 162
46 7,7 7,6 15,7 16,1 1,87 1,87 137 137
47 8,0 8,1 15,8 15,7 1,50 1,52 139 138
48 7,0 7,1 15,2 15,1 3,12 3,03 146 144
49 7,6 7,6 16,4 16,5 3,50 3,57 142 144
50 7,3 7,4 15,3 15,3 2,29 2,26 171 169
51 8,3 8,3 16,3 16,3 1,54 1,55 158 162
52 7,2 7,2 14,4 14,4 1,78 1,84 174 177
53 7,2 7,2 14,8 15,7 2,89 2,85 138 136
54 7,1 7,2 13,4 13,5 2,15 2,16 187 190
55 7,2 7,2 14,3 14,3 2,61 2,69 187 187
56 7,4 7,3 14,2 14,1 1,77 1,86 187 189
57 8,2 8,1 14,8 14,9 1,97 2,04 188 189
58 9,3 9,3 17,0 17,1 1,57 1,62 165 162
59 9,9 9,9 16,1 16,7 1,39 1,36 126 128
60 7,7 7,6 15,0 15,0 1,68 1,68 165 167
61 7,3 7,2 14,8 15,2 4,21 4,24 142 142
62 7,5 7,5 16,2 16,3 2,11 2,05 139 140
63 7,7 7,8 15,1 15,2 2,14 2,16 139 139
64 8,4 8,4 15,4 15,1 2,15 2,25 126 124
65 7,7 7,8 14,4 14,4 1,66 1,47 128 127
66 8,5 8,5 15,0 15,1 2,18 2,21 157 159
67 8,6 8,7 15,8 16,0 1,27 1,19 160 162
68 7,6 7,5 16,9 17,2 2,02 2,01 130 131
69 7,7 7,7 15,4 15,0 1,53 1,51 151 152
70 7,3 7,2 14,1 14,1 2,34 2,29 146 145
71 7,3 7,3 14,4 14,6 2,04 2,11 135 131
72 7,7 7,7 14,9 15,4 1,93 2,08 124 124
73 8,2 8,2 14,1 14,1 2,31 2,51 141 143
74 8,2 8,2 15,4 15,2 2,56 2,63 131 131
75 8,6 8,6 14,6 14,7 2,79 2,79 123 124
76 8,1 8,1 15,3 15,3 2,89 2,84 142 144
77 8,2 8,2 14,3 14,2 1,95 1,88 143 143
78 7,6 7,7 15,2 15,5 3,00 2,94 136 140
79 8,2 8,1 13,8 13,8 1,69 1,76 160 155
80 8,5 8,5 14,6 14,4 1,48 1,39 149 153
81 7,2 7,2 14,8 14,9 1,91 1,97 137 136
82 8,0 8,0 15,7 15,6 2,17 2,17 106 105
83 7,0 7,0 15,0 15,1 3,86 3,83 110 109
84 7,1 7,1 15,7 15,8 2,89 2,88 140 142
85 7,9 8,0 16,1 16,2 1,51 1,53 107 109
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# |TQn°1(s)| TQn°2(s) | TCAn°1(s) | TCAn°2(s) | Fibn°1 (g/L) | Fibn°2(g/L) | ATn°1(%) | AT n°2 (%)
86 7,3 7,2 13,7 13,8 2,58 2,74 155 158
87 7,0 6,9 13,1 13,0 1,99 1,95 168 171
88 7,7 7,7 15,7 15,7 1,63 1,46 99 100
89 7,2 7,2 15,5 15,5 2,10 2,17 144 146
20 7,4 7,5 14,4 14,3 2,47 2,56 132 132
91 8,2 8,3 14,6 15,1 1,94 1,95 125 124
92 7,3 7,3 14,4 14,6 2,39 2,37 142 148
93 7,0 7,0 15,9 15,9 3,47 3,46 177 174
94 7,8 7,9 15,3 16,1 2,40 2,45 163 166
95 7,5 7,5 15,3 15,4 1,52 1,37 170 166
96 7,4 7,5 13,6 13,6 2,20 2,24 126 126
97 7,6 7,6 14,1 14,1 2,12 2,09 182 180
98 7,3 7,3 16,6 16,5 5,14 5,21 136 133
929 7,8 7,7 14,4 14,1 2,51 2,46 151 153
100 7,2 7,2 13,9 13,9 2,31 2,44 190 193
101 8,3 8,4 15,1 15,1 1,13 1,05 163 164
102 7,3 7,2 14,0 14,2 2,81 2,75 177 179
103 7,0 7,0 13,9 13,8 1,99 1,94 173 174
104 7,8 7,8 15,1 15,3 1,76 1,77 155 156
105 7,5 7,5 15,9 15,4 2,79 2,7 133 133
106 7,8 7,9 16,7 16,9 3,25 3,3 150 150
107 7,3 7,3 15,6 15,6 2,07 2,06 157 155
108 7,7 7,7 15,1 15,1 3,96 3,98 144 140
109 7,1 7,1 15,0 15,0 2,68 2,77 148 146
110 7,5 7,5 16,6 16,1 2,05 2,04 164 169
111 7,4 7,4 17,2 17,1 2,09 2,05 180 178
112 7,9 7,9 15,8 15,9 2,22 2,21 168 168
113 7,6 7,6 14,4 14,2 3,69 3,62 153 157
114 6,9 6,9 16,6 16,0 2,78 2,78 159 161
115 7,0 7,0 17,2 17,2 2,03 2,07 140 142
116 7,1 7,2 17,3 17,4 2,00 2,03 156 159
117 6,7 6,8 17,1 17,5 2,45 2,43 146 145
118 7,2 7,1 15,8 16,0 2,00 2,03 132 134
119 7,7 7,7 14,5 14,3 1,59 1,6 124 127
120 7,8 7,8 15,3 15,4 1,85 1,9 126 126
121 7,3 7,3 14,7 14,6 4,00 4,09 106 110
122 8,0 8,0 14,3 14,3 1,74 1,8 128 131
123 7,3 7,3 15,2 15,0 1,77 1,73 146 146
124 8,2 8,2 16,6 16,7 1,52 1,43 106 107
125 7,0 6,9 14,4 14,4 2,48 2,48 117 115
126 7,4 7,3 15,2 15,1 2,61 2,65 155 155
127 8,9 8,7 13,4 13,9 1,38 1,23 137 136
128 8,7 8,8 14,8 14,3 1,35 1,23 125 123
129 8,0 8,0 14,5 14,5 1,89 1,82 102 104
130 8,1 8,2 14,2 14,1 1,70 1,76 140 139
131 8,1 8,1 14,7 14,6 1,57 1,63 142 141
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# |TQn°1(s)| TQn°2(s) | TCAn°1(s) | TCAn°2(s) | Fibn°1 (g/L) | Fibn°2(g/L) | ATn°1(%) | AT n°2 (%)
132 7,4 7,3 14,9 14,8 2,48 2,51 134 133
133 8,3 8,3 14,4 14,4 1,32 1,15 110 117
134 8,2 8,2 13,7 13,9 1,99 1,97 131 133
135 8,0 7,9 12,8 12,7 1,80 1,83 125 126
136 7,8 7,8 14,1 14,1 1,74 1,71 115 112
137 7,7 7,7 15,2 15,3 3,35 3,43 154 157
138 8,4 8,5 14,6 14,6 1,96 2,01 142 144
139 8,0 8,0 14,3 14,3 2,13 2,06 164 165
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TITRE : Détermination d’intervalles de référence des bilans d’hémostase de routine chez le chien sain

déterminés avec un analyseur STA-Satellite (Diagnostica Stago) : étude expérimentale.

RESUME : Dans cette étude, les intervalles de référence du temps de Quick (TQ), du temps de céphaline plus
activateur (TCA), du fibrinogene (FIB) et de I'antithrombine (AT) ont été déterminés conformément aux
recommandations internationales. Les coefficients de variation de I'imprécision de I'analyseur STA Satellite®
étaient respectivement de 3,9%, 1,3%, 6,9% et 5,1% pour le TQ, le TCA, le FIB et I'AT. A 4°C, les spécimens
citratés étaient stables jusqu’a 8 heures pour le sang total et pendant 36heures pour le plasma, excepté pour la
mesure du TCA, qui était légérement augmentée (< 1 seconde). Les intervalles de référence non-
paramétriques, déterminés grace au plasma citraté de 139 chiens de pure race, en bonne santé et a jeun,

étaient de 6,9-8,8 secondes, 13,1-17,2 secondes, 1,24-4,30 g/L et 104-188% respectivement.
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TITLE : Determination of canine reference intervals for coagulation markers using the STA-Satellite®

(Diagnostica Stago) analyzer : experimental study.

ABSTRACT : The aim of the current study was to determine canine reference intervals for prothrombin time
(PT), activated partial thromboplastin time (APTT), fibrinogen(FIB) and antithrombin (AT) according to
international recommendations. The STA Satellite® coefficients of variation of within-laboratory imprecision
were 3.9%, 1.3%, 6.9%, and 5.1% for PT, APTT, FIB and AT, respectively. At 4°C, citrated specimens were stable
up to 8 hours for whole blood and 36 hours for plasma, except for APTT, which increased slightly (<1 seconde).
Nonparametric reference intervals determined in citrated plasma from 139 healthy fasting purebred dogs were

6.9-8.8 secondes, 13.1-17.2 secondes, 1.24-4.30 g/|, and 104-188% for PT, APTT, FIB and AT, respectively.
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