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Introduction

Contrairement a ce qui est observé en médecine humaine, les méthodes d’investigation de

I’'hémostase en médecine vétérinaire des carnivores domestiques sont limitées, notamment en raison
de connaissances biologiques plus restreintes de ce mécanisme dans ces especes, et chez le chien
notamment. En conséquence, les déficiences en vitamine K ne sont a I'heure actuelle diagnostiquées
chez le chien que par l'intermédiaire du temps de prothrombine (autrement appelé temps de Quick).
Or, il est établi gu’une diminution d’au moins 50 % de la prothrombine circulante est nécessaire pour
gue le temps de prothrombine soit prolongé. Ce test apparait ainsi peu sensible pour le diagnostic d’'une
déficience en vitamine K chez le chien. D’autant qu'il est aussi peu spécifique, car pouvant étre modifié
dans d’autres contextes pathologiques.
Il en est de méme pour les investigations des phénomeénes d’hypercoagulabilité dans cette
espéce. Actuellement, seuls les dosages des produits de dégradation de la fibrine et des D-
dimeres sont utilisés dans ce contexte mais ne permettent un diagnostic qu’apres I'installation
de la maladie. Aussi, il apparait intéressant de développer des tests plus sensibles, plus
spécifiques et avec une précocité diagnostique plus importante, pour une appréhension plus
fine de 'hémostase chez le chien. Parmi ces tests on peut citer le dosage des facteurs de
coagulation vitamine K dépendants I, VII, IX et X. Leur dosage spécifique pourrait en effet
avoir un roéle dans le diagnostic de coagulopathies d’origine héréditaire ; des états de
déficience en vitamine K ou en y-carboxylation ; ou encore des états d’hypercoagulabilité bien
plus en amont que ce qui est réalisé aujourd’hui. D’autre part, le développement d’une
méthode de dosage des facteurs de coagulation vitamine K dépendants peut aussi permettre
d’évaluer le comportement de ces parametres au sein d’'une population de chiens sains, et
ainsi déterminer des intervalles de référence qui pourraient ensuite avoir un intérét pratique
en clientele ou dans le domaine de la recherche.

C'est donc dans cette optique que s’est déroulée cette étude expérimentale, qui a
consisté a développer et valider une méthode de dosage des facteurs vitamine K dépendants,
a établir des valeurs de référence chez le chien, et a effectuer une premiére approche de
I'intérét clinique de tels dosage dans cette espéce.

Une partie bibliographique exposera, dans un premier temps, un rappel sur la
physiologie et les méthodes d’exploration de I’'hémostase, ainsi qu’un point sur les
coagulopathies d’origine héréditaires et acquises en lien avec les facteurs de coagulation
vitamine K dépendants. Puis, dans un second temps, une partie expérimentale détaillera la
méthodologie mise en place et les résultats obtenus au cours de cette étude.
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Partie | : Bibliographique :

|.  Physiologie de I'hémostase :

L’'hémostase correspond a un ensemble de mécanismes physiologiques veillant a assurer
I'intégrité du systeme vasculaire et la bonne circulation du sang en son sein. Ainsi, elle prévient
les phénomenes thrombotiques et permet de réduire les risques hémorragiques par la
réparation de possibles discontinuités de I'endothélium vasculaire.

Pour étre efficace, I'hémostase doit étre rapide mais circonscrite a la zone concernée par
la bréche vasculaire, afin de maintenir de bonnes conditions de circulation sanguine.
L'équilibre des mécanismes de I'hémostase s’appuie donc sur la thromborésistance des
cellules endothéliales au repos permettant de prévenir I'activation de toute coagulation. Seule
une rupture de l'intégrité de la couche endothéliale vasculaire, dévoilant les structures sous-
endothéliales hautement thrombogénes et les mettant en contact avec le sang, pourra étre a
I'origine de I'activation de I’'hémostase au niveau de la zone concernée par la lésion vasculaire.

L’'hémostase se déroule alors en plusieurs étapes qui, physiologiquement, sont imbriquées
et interdépendantes. Dans un premier temps, I'hémostase primaire, étape d’urgence du
controle de I’hémorragie, aboutit a la formation du thrombus plaquettaire, fragile et
temporaire. Puis, 'hémostase secondaire ou coagulation, vise a consolider le thrombus
plaquettaire via un réseau de fibrine, aboutissant au thrombus fibrino-plaquettaire. Enfin, et
secondairement a la réparation de la Iésion vasculaire, I'hémostase tertiaire ou fibrinolyse,
assure la dégradation du thrombus fibrino-plaquettaire. L'ensemble de ces processus est sous
la dépendance d’un systeme de régulation précis et complexe, mettant en jeu des activateurs
et des inhibiteurs des facteurs de I’'hémostase. (4)

A. L’hémostase primaire :

L’'hémostase primaire, premiére étape de I’hémostase, permet une obturation initiale de
la bréche vasculaire. Elle se divise en deux phases, vasculaire puis plaquettaire, qui s'appuient
sur quatre grands acteurs : les composants de la paroi vasculaire, les plaquettes, et deux
protéines plasmatiques, le facteur de von Willebrand (VWF) et le fibrinogéne ; a I'origine de la
formation du thrombus plaquettaire ou thrombus blanc. (4),(5)

1. Phase vasculaire :

Immédiatement apres I'apparition de la Iésion vasculaire, une vasoconstriction passive liée
a I’élasticité de la paroi du vaisseau sanguin se met en place. Elle est rapidement suivie par
une vasoconstriction active résultant du réflexe des fibres musculaires lisses de la paroi
vasculaire.
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Cette vasoconstriction est ensuite entretenue via la synthése de substances par les cellules
endothéliales et les plaquettes activées lors de la phase plaquettaire (endothéline, sérotonine,
thromboxane A2, ...).
Le diamétre du vaisseau sanguin s’en voit alors diminué et le débit sanguin ralenti, ce qui a
pour conséquence dans un premier temps de limiter les pertes sanguines et, dans un second
temps, une stagnation au niveau de la Iésion des éléments sanguins participant a ’hémostase.
Quant aux cellules endothéliales adjacentes a la breche vasculaire, elles perdent leurs
propriétés anti-thrombotiques pour devenir pro-thrombotiques en exposant des facteurs
tissulaires a leur surface. (6)
La phase plaquettaire de I’'hémostase primaire peut alors débuter. (4), (5)

2. Phase plaguettaire :

La phase plaquettaire de I’"hémostase primaire se déroule en trois étapes : I'adhésion
plaguettaire, I'activation plaquettaire et I'agrégation plaquettaire (figure 1).

Lors de I'étape d’adhésion plaquettaire, les plaquettes présentent dans le sang au niveau
de la lésion vasculaire vont pouvoir adhérer de maniére passive aux composants
thrombogenes sous endothéliaux de la paroi vasculaire. Cette adhésion sera permise
principalement par une glycoprotéine de surface plaquettaire, la Gplb, qui reconnait le vVWF
qui se fixe lui-méme au collagene sous-endothélial.

Cette adhésion des plaquettes permet leur activation et le recrutement de nouvelles
plaquettes sur la zone lésionnelle. Les plaquettes activées discoides deviennent alors
sphériques, émettent des pseudopodes et s’étalent a la surface de la zone de lésion vasculaire
pour la recouvrir au mieux. Dans le méme temps, les granules plaquettaires intra-
cytoplasmiques sont concentrées puis sécrétées dans le plasma, ce qui est a I'origine de la
libération de nombreux facteurs pro agrégants (fibrinogene, ADP, ...), pro coagulants (facteur
V, VWF, ...) ou vasomoteurs (sérotonine, ...) favorisant le mécanisme de I’"hémostase primaire.
Une inversion de la polarité des membranes plaquettaires est aussi mise en place, permettant
aux plaquettes de ne plus se repousser et facilitant par la suite le mécanisme de la coagulation
sanguine.

Vient alors I’étape de I'agrégation plaquettaire, qui est permise par I’exposition a la surface
des plaquettes d’un récepteur membranaire, I'intégrine (ou GpallbB3), et par une protéine
plasmatique qui s’y fixe, le fibrinogene. Les plaquettes se lient alors les unes aux autres par
des ponts inter-plaquettaires de fibrinogéne.

L’'ensemble de ces étapes aboutit a la formation du « clou plaquettaire » ou thrombus
plaquettaire ou thrombus blanc, comblant la bréche vasculaire. (4), (7), (8), (2)
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Figure 1 : Schéma simplifié de la phase plaquettaire de I'"hémostase primaire : 1- Adhésion
plaquettaire ; 2- Activation plaquettaire ; 3- Agrégation plaquettaire.

B. L'hémostase secondaire ou coagulation :

Bien que ’lhémostase primaire permette de combler la breche vasculaire par la formation
du thrombus plaquettaire, ce dernier est fragile et temporaire. Il est donc indispensable que
I’'hémostase se poursuive par la coagulation, qui se base sur I'activation d’une cascade de
réactions enzymatiques a laquelle participent des protéines plasmatiques nommées facteurs
de coagulation. Ces derniers contribuent a la formation de thrombine et a la transformation
du fibrinogéne soluble en fibrine insoluble. Ce mécanisme aboutit a la conversion du thrombus
blanc en thrombus rouge, réalisant ainsi une hémostase plus solide et durable.

1. Les facteurs de coagulation :

Les facteurs de coagulation sont au nombre de treize et un numéro en chiffre romain leur
a été attribué selon la nomenclature internationale (tab. I). Un facteur de coagulation activé
est désigné par son numeéro suivi du suffixe « a ».

On distingue trois catégories de facteurs de coagulation : les protéines a activité
enzymatique (ll, VII, IX, X, XI, XIl) qui sont activées par protéolyse ; les protéines servant de
cofacteurs (V, VIII) qui n‘ont pas d’activité enzymatique propre mais qui catalysent la
coagulation plasmatique en association avec le calcium (Ca2+) et les phospholipides
membranaires ; et les protéines ayant un réle de substrat (fibrinogene).

A I’exception du facteur Ill tissulaire, tous les facteurs de la coagulation sont synthétisés
au niveau du foie par les hépatocytes. Toute insuffisance hépatocellulaire sévére entrainera
donc une diminution globale des facteurs de la coagulation par défaut de production.

La synthese des facteurs Il, VI, IX et X est sous |la dépendance de la vitamine K. Le facteur
VIl est aussi synthétisé par les cellules endothéliales. (5), (2)
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On notera que les temps de demi-vie des facteurs de coagulation varient de quelques
heures (facteur VII) a plusieurs jours (facteurs Il et XIll) chez I’étre humain (la moyenne étant
estimée entre 1 et 2 jours). On considére souvent et potentiellement a tort que ces valeurs
sont similaires chez les animaux domestiques. (2)

Tableau | : Nomenclature des facteurs de coagulation.

Numéro du facteur de coagulation Nom du facteur de coagulation
Facteur | Fibrinogéne
Facteur Il Prothrombine
Facteur llI Facteur tissulaire ou thromboplastine
Facteur IV Calcium ionisé
Facteur V Proaccélérine
Facteur VI Accélérine
Facteur VII Proconvertine
Facteur VIII Facteur anti hémophilique A
Facteur IX Facteur anti hémophilique B
Facteur X Facteur de Stuart-Prower
Facteur XI Précurseur de la thromboplastine plasmatique
Facteur XII Facteur de Hageman
Facteur XIII Facteur de stabilisation de la fibrine

a) Les facteurs de coagulation non vitamine K dépendants :

i Le facteur | :

Le facteur | ou fibrinogéne, est une glycoprotéine synthétisée au niveau du parenchyme
hépatique. Son temps de demi-vie est de I'ordre de 2 a 3 jours chez des chiens sains. (2)
Le fibrinogéne est composé de deux sous-unités identiques, constituées chacune de trois
chaines polypeptidiques (Aa, BB et y) reliées entre elles par de nombreux ponts disulfures.
L’'ensemble donne a la molécule une forme de fibre, contenant trois globules : le domaine E
central et les domaines D distaux. Le centre de cette protéine est constitué des fibrinopeptides
A et B, riches en acides aminés négatifs tels que le glutamate ou I'aspartate, qui lui conférent
son caractére hydrosoluble et permettent la répulsion des molécules de fibrinogéne entre
elles.

Sous I'action de la thrombine, un clivage protéolytique libére les fibrinopeptides A et

B du domaine E central. Se forment ainsi des monomeéres de fibrine qui polymérisent pour
former une protofibrille, qui elle-méme s’élargit pour constituer une fibre de fibrine.
L'ensemble des liaisons faibles et ioniques mises en jeu lors de cette polymérisation sont
finalement stabilisées sous forme de liaisons covalentes grace a |’action du facteur Xllla (figure
2).(9), (10), (12)
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Figure 2 : Schéma de la formation de la fibrine a partir du fibrinogene, d’apres (1).

il. Le facteur lll :

Le facteur lll ou facteur tissulaire ou thromboplastine, est une protéine transmembranaire
exprimée de maniére constitutive par de nombreux tissus de I'organisme : poumons, cerveau,
capsules des reins ou de la rate, adventice ou média des vaisseaux sanguins par exemple. Le
facteur tissulaire est néanmoins toujours absent de la circulation sanguine en conditions
physiologiques. Toutefois, les monocytes et les cellules endothéliales sont capables d’en
produire en réponse a tout facteur stimulant, et notamment face a I'apparition d’une bréche
vasculaire.

Le facteur tissulaire devient alors le principal déclencheur de la voie extrinseque de la
coagulation en activant le facteur VIl : en effet, sous I'effet d’un flux calcique, les dimeéres de
facteur tissulaire présents a la surface des cellules sont libérés et subissent un changement de
conformation qui leur permettent de s’associer au facteur VIl et de I'activer.

Le facteur tissulaire est le seul facteur de la coagulation qui n’est ni activé ni inactivé par
protéolyse. (12), (13)

jii. Le facteur |V :

Le facteur IV de la coagulation correspond au calcium. Il circule sous forme ionisé et
participe a de nombreux processus physiologiques comme la contraction musculaire ou la
synthese osseuse. Il est indispensable dans la plupart des étapes de la coagulation en
contribuant a I'activation d’un grand nombre d’autres facteurs de la coagulation. (14)
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iv. Le facteur V :

Le facteur V ou proaccélérine est une protéine présente principalement dans le plasma
sous forme libre, mais aussi au sein des granules a des plaquettes. |l est synthétisé entre autres
par le foie. La présence du facteur V dans les granules plaquettaires résulte de processus
d’endocytoses du facteur V circulant dans le sang ainsi que d’une synthése par les
mégacaryocytes eux-mémes. Son temps de demi-vie est de I'ordre de 0.5 a 1.5 jours. (2)

Le facteur V possede deux activités : une pro-coagulante en tant que cofacteur enzymatique
du facteur X ; et une anticoagulante. La premiére est permise par son activation en facteur Va
sous l'action du facteur Xa et de la thrombine. Le facteur Va participe alors au complexe
prothrombinase : association des facteurs Va et Xa, de phospholipides et de calcium assurant
I’activation de la prothrombine en thrombine. On notera que le facteur Va est inhibé par la
protéine C activée.

L'activité anticoagulante du facteur V est quant a elle assurée par sa forme inactivée, qui
stimule I'action inhibitrice de la protéine C sur I'activation du facteur VIII.

V. Le facteur VI :

Le facteur VI ou accélérine correspond a la forme activée du facteur V, et donc a I'ancienne
appellation du facteur Va.

Vi. Le facteur VII| :

Le facteur VIl ou facteur anti-hémophilique A est une glycoprotéine synthétisée en quasi-
totalité par le foie, mais que I'on retrouve aussi dans d’autres organes comme les reins ou la
rate. Le facteur VIII:C est la partie coagulante du complexe facteur VI, il circule dans le plasma
lié au VWF.

Le facteur VIII est activé sous I'action du facteur Xa ou de la thrombine pour donner le facteur
Vllla. Ce dernier constituera alors un cofacteur enzymatique du facteur I1Xa, de phospholipides
et du calcium pour assurer I'activation du facteur X.

Un déficit congénital en facteur VIIlI aboutit a une hémophilie A, trouble héréditaire de la

coagulation sanguine. (15)

Vii. Le facteur Xl :

Le facteur Xl est une sérine protéase qui circule sous forme d’un zymogéne dans le plasma.
Il est synthétisé dans le foie. Il participe au sein de la coagulation a I'activation du facteur IX.
Le facteur Xl est activé sous I'action de la thrombine, du facteur Xlla ou de sa propre forme
activée. Ainsi le facteur Xl constitue un amplificateur de la cascade de coagulation.
Un déficit congénital en facteur Xl est a I'origine de I’"hémophilie C. (16)
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Viil. Le facteur Xl :

Le facteur Xl ou facteur de Hageman est une glycoprotéine, zymogéne d’une sérine
protéase et synthétisée par le foie. Il initie la voie endogene de la coagulation en s’activant au
contact de surfaces chargées négativement, nombreuses au niveau de la média des vaisseaux
sanguins. Il active ainsi le facteur Xl en facteur Xla. (2)

iX. Le facteur Xl :

Le facteur Xlll ou facteur de stabilisation de la fibrine est un zymogéene d’une
transglutaminase qui circule dans le plasma associé au fibrinogéne, sous forme d’un
hétérodimere constitué de deux sous-unités A et B.

Apres clivage par la thrombine, il y a séparation des deux sous-unités du facteur Xlll et la sous-
unité A devient active (FXIII-A). Elle catalyse alors la formation de liaisons covalentes entre les
dimeéres de fibrine, ce qui aboutit a une consolidation du caillot sanguin.(17), (2)

b) Les facteurs de coagulation vitamine K dépendants :

Les facteurs de coagulation vitamine K dépendants sont des protéines possédant au sein
de leur séquence des domaines dits « Gla », dont la y-carboxylation en présence de vitamine
K est indispensable a leur liaison avec des ions calcium et des phospholipides anioniques
membranaires et donc a leur participation au sein de la cascade de coagulation. (18)

La y-carboxylation est une étape de maturation post-traductionnelle qui permet la
transformation des résidus d’acide glutamique (GLU) du domaine « Gla » en résidus d’acide y-
carboxy-glutamique (GLA). Elle se déroule au sein du réticulum endoplasmique de
I’hépatocyte. Quatre acteurs principaux sont nécessaires a sa réalisation : les proenzymes des
facteurs de coagulation vitamine K dépendants ; deux enzymes situées sur la membrane du
réticulum endoplasmique hépatocytaire : la y-glutamyl-carboxylase vitamine K dépendante et
le complexe vitamine K époxyde-réductase (VKOR) ; et la vitamine K sous sa forme réduite
encore appelée hydroquinone.

Ainsi, la forme quinone non réduite de la vitamine K, provenant de I'alimentation et de la
production par les bactéries intestinales essentiellement, passe la barriere intestinale, rejoint
les hépatocytes, ou elle est réduite sous sa forme active hydroquinone au niveau du réticulum
endoplasmique. Elle devient alors un co-facteur pour la y-glutamyl-carboxylase, qui déclenche
la y-carboxylation des facteurs de coagulation vitamine K dépendants. La vitamine K époxyde
qui en résulte est ensuite recyclée en forme quinone sous I'action d’une sous unité du
complexe vitamine K époxyde-réductase nommée VCORC1 (figure 3). (2), (19)
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Figure 3 : Cycle de la vitamine K, d’apres (2).

En I'absence de vitamine K, la réaction de y-carboxylation ne peut pas avoir lieu, et les
facteurs de coagulation vitamine K dépendants sont alors synthétisés sans modification de
leur domaine « Gla ». Or c’est via les GLA y-carboxylés, chargés négativement contrairement
aux GLU non modifiés, qu’une liaison est permise avec les ions Ca?* puis avec les
phospholipides membranaires au cours de '"hémostase secondaire. Sans vitamine K et donc
sans y-carboxylation, les facteurs vitamine K dépendants ne peuvent pas assurer leur réle au
sein de la cascade de coagulation.

On notera que c’est essentiellement la vitamine K1, sous sa forme hydroquinone, qui est
utilisée dans I'activation des facteurs de coagulation vitamine K dépendants. (18) (19)

i Le facteur |l :

Le facteur Il de la coagulation ou prothrombine est une protéine plasmatique précurseur
de la thrombine. Il est synthétisé par les hépatocytes en présence de vitamine K.

L'initiateur de la conversion de la prothrombine en thrombine est le complexe
prothrombinase. Il est composé du facteur Xa qui catalyse le clivage de la prothrombine en
deux chaines ; du facteur Va, de phospholipides et de calcium, qui accélérent la réaction et
augmentent |’affinité du facteur Xa pour la prothrombine.

La thrombine est formée de deux chaines (légere et lourde) issues du clivage de la
prothrombine par le complexe prothrombinase. Elle posséde une action a la fois pro-
coagulante et anticoagulante. Elle permet I'activation respectivement des facteurs V, VI, XI
et Xlll de la coagulation et des plaquettes, et en se liant a la thrombomoduline, de la protéine
C inhibitrice de la coagulation. (20)

i, Le facteur VIl :

Le facteur VII ou proconvertine est une glycoprotéine synthétisée par les hépatocytes en
présence de vitamine K.

Le facteur VII est activé sous I'action du facteur tissulaire (ou facteur lll), en présence de
calcium. Il peut aussi étre activé par les facteurs 1Xa, Xa et Xlla. Lorsqu’il est complexé au
facteur lll, il assure a la fois son auto-activation et I'activation du facteur X au sein de la voie
extrinseéque de la coagulation.
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il Le facteur IX :

Le facteur IX ou facteur anti-hémophilique B est une protéine synthétisée par les
hépatocytes suite a une modification post-traductionnelle vitamine K dépendante du domaine
GLA. Son activation résulte de I'action du facteur Xla. Il peut également étre activé par les
facteurs Vlla ou Xa. Ainsi, il rentre en compétition avec le facteur X pour le site actif du facteur
Vlila.

Un déficit congénital en facteur IX aboutit a une hémophilie B, trouble héréditaire de la
coagulation sanguine.

iv. Le facteur X :

Le facteur X ou facteur Stuart-Prower, est une sérine protéase dont la synthese hépatique
est vitamine K dépendante. Son activation lors du mécanisme d’hémostase secondaire
constitue la premiére phase de la voie commune de la coagulation.

Le facteur X peut étre activé par le complexe facteur Vllla-facteur IXa provenant de la voie
intrinseque de la coagulation; ou par le complexe facteur llla-facteur Vlla de la voie
extrinséque de la coagulation. Une fois activé, le facteur Xa peut former avec le facteur Va,
des phospholipides et du calcium, le complexe prothrombinase.

2. Les autres acteurs de la coagulation :

a) Les activateurs de la coagulation : phospholipides membranaires :

Les phospholipides membranaires constituent un support de fixation pour les facteurs de
coagulation et participent ainsi a catalyser leur activation. Dans des conditions pathologiques
(breche vasculaire), ils sont en effet exposés aux facteurs de coagulation, leurs substrats et
co-facteurs ; ils conditionnent ainsi le bon déroulement de la coagulation plasmatique. Ces
phospholipides membranaires, en permettant la fixation de I'ensemble des acteurs de la
coagulation plasmatique, la déclenchent et I'accéléerent considérablement.

Parmi ces phospholipides membranaires, on distingue le facteur tissulaire ou
thromboplastine et le facteur plaquettaire 3 ou phosphatildysérine.

Le facteur tissulaire, déja décrit précédemment, est le déclencheur principal de la
coagulation. La phosphatildysérine est exprimée a la surface des plaquettes activées. (5), (21)

b) Les inhibiteurs de la coagulation :

La coagulation plasmatique est soumise a un systéme de régulation, qui est dispensable
pour limiter le phénomeéne de fibrinoformation a la bréche vasculaire. Sans intervention de
molécules inhibitrices, en raison des propriétés auto-catalysantes des facteurs de coagulation,
leur activation se ferait de proche en proche, aboutissant a I'extension de la formation des
caillots sanguins.

33



Ainsi, en plus de la dilution par le flux sanguin des facteurs de coagulation activés, on voit
intervenir au sein de ce systeme de régulation des facteurs anticoagulants : I'antithrombine
et le systeme protéine C-protéine S-thrombomoduline. (5)

i. L’antithrombine :

L'antithrombine est le principal facteur anticoagulant. C’'est une glycoprotéine synthétisée
par le foie. Elle agit principalement en inhibant la thrombine ou facteur lla, mais a aussi une
action sur de nombreux autres facteurs activés (FVlla, FIXa, FXa, FXla).

Elle agit a distance du site de formation du caillot, permettant ainsi I'inactivation de facteurs
activés circulants. Son activité est considérablement augmentée en présence de son co-
facteur, I’'héparine. (5), (2), (21), (22)

ji. Systeme Protéine C-Protéine S-Thrombomoduline :

La protéine C et la protéine S sont des protéines vitamine K dépendantes.

La protéine C circule dans le sang sous forme inactive. Lors d’'un phénoméne de
coagulation, elle peut étre activée par la thrombine. Il faut en revanche pour cela que la
thrombine soit fixée a un récepteur, la thrombomoduline. Ainsi activée et en présence de
protéine S, la protéine C devient un inhibiteur puissant des facteurs Va et Vllla de la
coagulation, ralentissant alors considérablement le renouvellement de la thrombine. (5), (2),
(22), (21)

3. Les étapes de la coagulation :

On rappelle que I'objectif de la coagulation est d’aboutir a la formation de fibrine insoluble
a partir du fibrinogene soluble présent au sein du caillot primaire, et ce afin d’obtenir un caillot
secondaire plus solide et durable.

Or la transformation du fibrinogéne en fibrine est possible uniqguement en présence de
thrombine. La synthése de cette derniere dépend elle-méme de la mise en jeu de la cascade
enzymatique de la coagulation plasmatique, mécanisme complexe se déroulant en trois
étapes : la voie extrinséque (ou exogéne ou tissulaire), la voie intrinseque (ou endogene ou
sanguine), et la voie commune de la coagulation (figure 4).

On notera que les deux premieres voies sont complémentaires : physiologiquement il ne
peut y avoir coagulation en I'absence de I'une d’entre elles. Il existe d’ailleurs des voies
transversales d’activation les reliant I'une a l'autre. Leur objectif commun est d’aboutir a la
formation du facteur X activé, initiateur de la voie commune de la coagulation.

On rappelle de plus que la coagulation a lieu in vivo de maniére interdépendante avec
I’'hémostase primaire. (22)
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a) Lavoie extrinségue ou exogeéne ou tissulaire :

La voie extrinseque est une voie de la coagulation qui, en plus des facteurs plasmatiques,
met en jeu un facteur tissulaire, le facteur Ill. C'est une voie rapidement initiée, comportant
peu de facteurs mais limitée dans le temps en raison de I'épuisement du facteur tissulaire.

La voie exogene débute lorsqu’en présence d’une bréche vasculaire, le facteur tissulaire
présent a la surface des cellules sous-endothéliales, des fibroblastes et des fibres musculaires
lisses vasculaires, rentre en contact avec le sang circulant. Récepteur membranaire ayant une
forte affinité pour le facteur VII, le facteur tissulaire active ce dernier et permet la formation
d’un complexe FVlla-Fllla. Et, si le facteur tissulaire est présent en quantité suffisante, le
complexe FVlla-Fllla associé a du calcium, peut alors directement activer le facteur X.

En revanche, si la quantité de facteur tissulaire est limitée, le complexe FVlla-Fllla déclenche
I'activation du facteur IX au sein de la voie endogéne de la coagulation. L’accumulation de
facteur IXa, associé a la présence du facteur Vllla ainsi que de phospholipides et de calcium,
permet secondairement I'activation du facteur X.

Une fois activé, le facteur Xa active en retour le facteur VII, amplifiant ainsi la réaction. (2),
(21)

b) La voie intrinseque ou endogéne ou sanguine de la coagulation :

Cette voie de la coagulation ne fait intervenir que des facteurs plasmatiques. Elle est lente
a se mettre en place mais 'action des facteurs qui y sont activés est durable au sein de la
cascade de coagulation.

La voie intrinséque débute avec |'activation du facteur Xl suite a sa mise en contact avec
les surfaces sous-endothéliales chargées négativement, et mises a nu au niveau de la breche
vasculaire. S’en suit I'activation du facteur XI puis du facteur IX. Ce dernier, en présence du
facteur VIII activé, de calcium et de phospholipides membranaires, assure I'activation du
facteur X de la voie commune de la coagulation. (2), (21)

c) Lavoie commune de la coagulation :

Le facteur X activé est l'initiateur de la voie commune de la coagulation. Suite a sa
production par les voies extrinséque et intrinseque, il s’associe au facteur V activé, au calcium
et aux phospholipides membranaires pour former le complexe prothrombinase.

Ce complexe est a l'origine de la thrombinoformation : il permet I'activation de la
prothrombine (facteur Il) en thrombine (facteur Il activé). La thrombine est capable a son tour
d’activer les facteurs V et VIII, amplifiant ainsi le rendement de la cascade de coagulation.

La thrombine est d’autre part a 'origine de la transformation du fibrinogéne en fibrine.
Enfin, elle active aussi le facteur Xlll. Ce dernier, une fois activé, permet une stabilisation du
caillot de fibrine en assurant la formation de liaisons covalentes entre les brins de fibrine, qui
polymérisent et deviennent insolubles. Le thrombus rouge, solide et permanent est alors
formé (figure 4). (5), (2)
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Figure 4 : Schéma simplifié de la cascade de la coagulation plasmatique.

C. L’hémostase tertiaire ou fibrinolyse :

La fibrinolyse est un processus physiologique a I'origine de la dissolution du caillot de
fibrine insoluble. Cette étape de I'hémostase vise a limiter I’existence et I’extension du caillot
formé et a assurer la reperméabilisation du vaisseau sanguin. (22) Elle s’appuie principalement
sur I'action d’'une enzyme protéolytique : la plasmine.

La fibrinolyse a lieu en moyenne entre 60 heures et 72 heures apres la formation du
thrombus rouge. Elle se déroule en suivant un schéma similaire a la cascade de coagulation,
c’est-a-dire en mettant en jeu des enzymes et des facteurs qui s’activent ou s’inactivent
mutuellement. (5)

1. Les acteurs de la fibrinolyse :

a) Le plasminogene et la plasmine :

Le plasminogéne est une B-globuline synthétisée par le foie et précurseur inactif dans la
circulation sanguine de la plasmine. L’activation du plasminogene est réalisée sous I'action de
deux principaux activateurs : I'activateur tissulaire du plasminogéne (t-PA) et I'urokinase (U-
PA).

Le plasminogene a une forte affinité pour la lysine présente au niveau des fibres de
fibrinogéne et de fibrine. Il s’'incorpore donc a ces fibres au cours de la formation du caillot
sanguin.
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Lors de la fibrinolyse, sous 'action de ses activateurs, le plasminogéne est clivé pour
former de la plasmine, enzyme protéolytique puissante capable d’hydrolyser la fibrine. Une
faible quantité de plasminogéne peut aussi étre activée sous I'action des facteurs lla, Xla et
Xlla de la coagulation. La plasmine formée dégrade la fibrine insoluble du caillot sanguin en
formant des PDF (Produits de Dégradation de la Fibrine). Elle peut de plus dégrader le
fibrinogéne, les facteurs Va, Vllla et Xllla de la coagulation, et le vVWF. (2)

b) Les Produits de Dégradation de la Fibrine (PDF) :

Les PDF résultent majoritairement de la dégradation de la fibrine par la plasmine.
Toutefois ils ne sont pas spécifiques de cette derniére car ils peuvent aussi résulter de la
dégradation du fibrinogéne. (23)
lIs correspondent a différents fragments : un premier clivage de la fibrine par la plasmine
aboutit en effet a un fragment PDF-X, lui-méme a nouveau cliver en deux fragments
asymétriques PDF-Y et PDF-D ; PDF-Y est ensuite clivé en fragments PDF-D et PDF-E. (2) On
distingue ainsi des fragments dits précoces (PDF-X et PDF-Y) et des fragments dits tardifs (PDF-
D et PDF-E).

Les PDF sont quantifiables dans le plasma et témoignent ainsi de I'activité de la plasmine
et donc, indirectement, de I'activation de la fibrinolyse. Ce sont des produits qui vont étre
éliminés par voie hépatique, rénale et par le systeme des phagocytes mononucléés (SPM). (5),

(2)

c) Les activateurs du plasminogéene : I'activateur tissulaire du plasminogéne et
I"'urokinase :

Le t-PA est synthétisé quasi exclusivement par les cellules endothéliales au cours de
phénomeénes d’agression. Il est ainsi libéré au niveau du site de formation du caillot sanguin.
On notera qu’il peut également étre synthétisé par les cellules mésothéliales, les monocytes
et les macrophages. Le t-PA est lié a 80 % a l'inhibiteur de I'activateur de la plasmine 1 (PAI-
1). Plus il sera en contact avec de la fibrine, plus il sera actif et efficace pour le clivage du
plasminogéne en plasmine.

L'U-PA, synthétisée par les cellules tubulaires rénales, est présente initialement sous la
forme d’une pro-urokinase inactive dans le sang. Au contact du caillot sanguin en formation,
la pro-urokinase s’active pour devenir I'urokinase, puissante activatrice du plasminogéne.

On notera qu’il existe d’autres activateurs du plasminogene : le facteur Xlla, la kallicréine
et la bradykinine, qui agissent essentiellement via I'activation du t-PA et de I'U-PA. (21)

d) Les inhibiteurs du plasminogene : TAFl et PAI-1 :

Le TAFI, ou Thrombin Activable Fibrinolysis Inhibitor, est un zymogéne plasmatique
synthétisé par le foie. Il est aussi nommé carboxypeptidase U. Le TAFI posséde un role anti
fibrinolytique : il est en effet capable, aprés son activation en présence du complexe
thrombine-thrombomoduline, de cliver la partie C-terminale de la fibrine, rendant ainsi
impossible la fixation du plasminogene.

37



L’activateur du TAFI correspond au complexe thrombine-thrombomoduline : un taux
élevé de thrombine est nécessaire a cette activation ; la thrombomoduline, quant a elle,
stimule la réaction. La protéine C activée constitue un inhibiteur de I'activité du TAFI. (24)

Le PAI-1 ou Plasminogen Activator Inhibitor 1, est I'inhibiteur principal des activateurs du
plasminogéne. Il correspond a une glycoprotéine synthétisée principalement par les cellules
endothéliales. Il inhibe I'activation du t-PA et de I'U-PA via des liaisons covalentes. Le
processus physiologique de fibrinolyse ne peut donc pas avoir lieu. (5)

On notera qu’il existe d’autres inhibiteurs du plasminogene : le PAI-2, autre inhibiteur des
activateurs du plasminogene (urokinase surtout), est présent chez la femme enceinte au
niveau du placenta; la lipoprotéine a, I'HGRP (Histidine Rich GlycoProtéin) et la
thrombospondine entrent en compétition avec la lysine des fibres de fibrine et empéchent
ainsi la fixation du plasminogeéne. (5)

e) Les inhibiteurs de la plasmine :

L'a-2-antiplasmine est le principal inhibiteur de la plasmine. C'est une glycoprotéine
synthétisée par le foie, capable de se fixer a la plasmine libre circulante et d’inhiber ainsi son
activité fibrinolytique. (5)

L'a-2-macroglobuline, I'a-1-antitrypsine et l'inhibiteur de la C1 estérase sont d’autres
inhibiteurs importants de la plasmine.

2. Les étapes de la fibrinolyse :

En I'absence de fibrine, le plasminogene est présent sous sa forme inactive dans la
circulation sanguine, tout comme la pro-urokinase et le t-PA qui est fixé a son inhibiteur le
PAI-1.

Lors de la formation d’un caillot, et donc en présence de fibrinogene et surtout de fibrine,
le plasminogene s’incorpore aux fibres de fibrine du fait de sa forte affinité pour la lysine ; le
t-PA est libéré par les cellules endothéliales et s’active au contact de la fibrine, tout comme la
pro-urokinase qui donne l'urokinase. Sous l'action de ses activateurs, dont I'activité est
favorisée par le facteur Xlla, la bradykinine et la kallicréine, le plasminogéne est clivé pour
former la plasmine. Cette derniére hydrolyse alors la fibrine aboutissant ainsi a la formation
de fragments hétérogenes, les PDF, qui secondairement seront traités par voie hépatique et
éliminés par voie rénale et par le SPM (figure 5).

Lorsque la plasmine est en exces, elle passe dans le courant circulatoire ou elle est
rapidement neutralisée par ses inhibiteurs, principalement |'a-2-antiplasmine et I'a-2-
macroglobuline. Le phénomeéne de fibrinolyse reste ainsi localisé au niveau du caillot sanguin.

L'ensemble de ces étapes est finement régulé par l'intervention des inhibiteurs du
plasminogéne et de la plasmine précédemment cités. (2)
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Figure 5 : Schéma simplifié de la fibrinolyse.

II.  Exploration de I'"hémostase :

Au vu de la complexité du mécanisme de I’"hémostase, il est nécessaire de s’appuyer sur
plusieurs tests pour pouvoir I'explorer. On distingue ainsi les tests qui explorent ’hémostase
primaire, la coagulation plasmatique, la fibrinolyse, et enfin les tests explorant ’hémostase
dans sa globalité : la thromboélastographie et la thromboélastométrie.

A. Exploration de I'hémostase primaire :

1. Le temps de saignement :

Le temps de saignement est un test d’exploration global in vivo de ’lhémostase primaire.
Il consiste a mesurer le temps nécessaire a I'arrét d’'un saignement provoqué apres incision
superficielle de la peau du patient.

a) Temps de saignement chez I'lhomme :

En médecine humaine, trois méthodes sont décrites : la méthode de Duke datant de 1910
(incision au niveau du lobe de l'oreille), la méthode d’« Ivy trois points » mise en place 30 ans
plus tard et la méthode d’ « lvy incision » variante de la précédente. Cette derniéere est
aujourd’hui la méthode de référence : une incision standardisée horizontale est réalisée sur
la face antérieure de I'avant-bras du patient, sous le pli du coude, tandis qu’un garrot est
positionné au niveau du bras; un chronometre est lancé en début de saignement;
I’écoulement du sang est ensuite absorbé toutes les 30 secondes a I'aide d’un papier buvard,
jusqu’a I'arrét du saignement, et ce sans jamais toucher la plaie.

En fonction de la méthode utilisée, les valeurs usuelles attendues chez I’homme sont les
suivantes : 2 a 4 minutes pour le test de Duke, 2 a 5 minutes pour I'épreuve d’« Ivy trois
points » et 4 a 8 minutes pour la technique d’ « Ivy incision ». (25), (26)
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b) Temps de saignement chez le chien :

Le temps de saignement utilisé en médecine vétérinaire est fortement inspiré des
méthodes employées en médecine humaine.

Ainsi, chez le chien, on réalise communément une incision franche et horizontale d’un
capillaire sanguin superficiel au niveau de la face interne du pavillon auriculaire, a I'aide d’'une
aiguille ou d’une lame ; le chronométre est déclenché puis I'on absorbe a I'aide d’un papier
buvard les gouttes de sang qui se forment jusqu’a I'arrét du saignement, et ce sans jamais
toucher la plaie. On peut aussi réaliser I'incision sur la truffe de I'animal, les lévres ou la face
plantaire des coussinets. Ces techniques rappellent I'épreuve de Duke utilisée en médecine
humaine.

Il est aussi possible de réaliser chez le chien un temps de saignement gingival, inspiré de
la méthode d’ « lvy incision » : I'animal est placé en décubitus latéral, un lien autour de la
babine supérieure pour la retourner et permettre un meilleur engorgement sanguin de la
mugqueuse ; a I'aide d’un dispositif, deux incisions standardisées sont réalisées sur la gencive ;
le chronometre est déclenché et les gouttes de sang sont absorbées toutes les 5 secondes
sans jamais toucher la plaie, et ce jusqu’a I'arrét du saignement.

Chez le chien, un temps de saignement normal est en moyenne de 2 minutes. Il ne doit en
tous les cas jamais dépasser 5 minutes. (27)

c) Intéréts et limites :

Le temps de saignement est un test d’exploration de I’"hémostase primaire qui renseigne
sur la fonction hémostatique des plaquettes et des vaisseaux sanguins.

Historiqguement, ce test a été développé pour évaluer le risque hémorragique opératoire
et pour rechercher/confirmer I'existence d’un syndrome hémorragique.

Une augmentation du temps de saignement attesterait donc d’anomalies telles qu’une
thrombopénie, une thrombopathie, une maladie de von Willebrand, une afibrinogénémie, ou
encore des anomalies vasculaires.

Ce test d’exploration de ’"hémostase primaire présente toutefois un certain nombre de

limites. Tout d’abord il est tres opérateur dépendant et ainsi peu reproductible. D’autre part
il est tres peu sensible et spécifique : il est donc notamment peu utile a I'établissement d’un
diagnostic précis d’un syndrome hémorragique.
Des erreurs par défaut ou par exces peuvent de plus fausser les résultats obtenus. Les erreurs
par exces peuvent étre la conséquence d’une incision trop profonde ou sur une zone trop
vascularisée (congestion), ou de la réalisation du test sur un animal présentant une
vasodilatation marquée secondaire a une agitation ou a des conditions de température non
adaptées. Les erreurs par défauts peuvent résulter quant a elles d’une incision trop
superficielle, ou de la réalisation du test sur un animal présentant une vasoconstriction
secondaire par exemple a un état de stress augmenté.

C'est donc pour ces raisons qu’a I’heure actuelle le temps de saignement est trés peu
utilisé en médecine humaine ou vétérinaire. On le réserve actuellement a I'exploration d’un
trouble de I’hémostase primaire pour lequel on a déja exclu une thrombopénie. (22), (25), (26)
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2. La numération plaguettaire :

La numération plaquettaire est un test indispensable pour I'exploration de I'hémostase
primaire, effectué lors de 'hémogramme. |l se réalise en routine a partir de sang prélevé sur
un tube EDTA (anticoagulant), et permet ainsi de compter le nombre de plaquettes
circulantes. Ce comptage peut étre réalisé manuellement, mais il est le plus souvent effectué
a 'aide de compteurs automatiques. Ainsi, les résultats sont obtenus plus rapidement et sont
plus reproductibles. L'intérét de la numération plaquettaire est de mettre en évidence un
exces de plaquettes ou thrombocytose ; un défaut de plaquettes ou thrombopénie. Les
thrombopathies ne pourront pas quant a elles étre révélées par ce test. Chez le chien, les
valeurs normales attendues sont comprises entre 200 et 500 m/mm?3.

Lors de mise en évidence d’une thrombopénie par I'automate, il faut toujours vérifier les
résultats obtenus via un frottis sanguin. |l existe en effet des causes possibles d’erreur par
défaut : pseudothrombopénie liée a la présence d’agrégats plaquettaires principalement. Ces
derniers une fois formés sont comptés par I'automate comme une entité a part entiere, ce qui
est a I'origine d’une sous-estimation du nombre de plaquettes circulantes.

L’agrégation plaquettaire peut étre EDTA dépendante ou EDTA indépendante. Lors
d’agrégation plaquettaire EDTA dépendante, un récepteur plaquettaire Gp llb/llla est activé
ou démasqué en présence de I'anticoagulant contenu dans le tube de prélevement. Et du fait
de I'existence chez certains patients d’anticorps dirigés contre ce récepteur, le mécanisme
d’agrégation se met en place. Les agrégats formés peuvent étre de taille plus ou moins
importante, minorant de maniére proportionnelle le comptage des plaquettes circulantes.
Afin d’éviter cette réaction, il est possible de réaliser un nouveau prélévement sur tube citraté,
bien que la formation d’agrégats plaquettaire soit toujours possible.

Dans le cas d’agrégations plaguettaires non EDTA dépendante, c’est souvent la qualité de
la prise de sang qui rentre en jeu. Si plusieurs répétitions ont été nécessaires pour réaliser le
prélevement de sang, le mécanisme de ’lhémostase a pu étre amorcé, entrainant la formation
du clou plaquettaire et donc une diminution du nombre de plaquettes circulantes.

La réalisation d’un frottis sanguin est donc indispensable pour objectiver la réelle ou pseudo
thrombopénie et ainsi adapter les décisions cliniques futures. (28), (29)

3. Autres tests d’exploration de ’"hémostase primaire :

En complément et en fonction des résultats du temps de saignement et de la numération
plaquettaire, d’autres tests peuvent étre utilisés pour explorer ’hémostase primaire : le
myélogramme réalisé en cas de thrombopénie, qui consiste en une ponction de moelle
osseuse afin de déterminer si I'on est face a une thrombopénie d’origine centrale ou
périphérique ; les tests de fonction plaquettaire effectués face a une augmentation du temps
de saignement sans modification de la numération plaquettaire, évaluant les capacités
d’adhésion, d’agrégation et de sécrétion des plaquettes ; I’évaluation a la fois quantitative et
qualitative du facteur de von Willebrand.

Toutefois, a 'exception du myélogramme, les tests cités précédemment sont encore peu
réalisés en médecine vétérinaire.
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B. Exploration de I'hémostase secondaire :

Les tests d’exploration de la coagulation sont réalisés a partir de sang prélevé sur tube
citraté. Afin de ne pas fausser les résultats de ces tests, il est recommandé de réaliser une
prise de sang de bonne qualité : franche, en une seule fois, sans hémolyse. De plus, il faut
veiller a respecter la proportion sang / anticoagulant. (2)

Parmi les tests d’exploration de I’hémostase secondaire, on distingue des tests globaux
qui sont les plus couramment utilisés : temps de quick, temps de céphaline activée, temps de
thrombine ; et des tests de seconde intention réalisés en fonction des résultats obtenus lors
des tests globaux : dosage du fibrinogene, dosage des facteurs de coagulation, dosage de
I'antithrombine Ill et dosage des « Protein Induced by Vitamin K Antagonism or Absence »
(PIVKA).

1. Le temps de Quick (TQ) :

Le temps de Quick est un test d’exploration de la voie exogéne et de la voie commune de
I’'hémostase secondaire. Ainsi, il permet d’évaluer les facteurs de la coagulation |, Il, V, VIl et
X. Le TQ consiste a mesurer le temps de formation d’un caillot aprés avoir mis en présence le
plasma du patient avec du facteur tissulaire (thromboplastine) en excés et du calcium,
déclencheurs de la voie tissulaire de la coagulation. (2), (30)

Le TQ chez un chien sain est en moyenne de 10 secondes, les valeurs physiologiques sont
toutefois assez variables d’un chien a l'autre. Il n’y a pas de valeurs usuelles a proprement
dites, notamment en raison des variations possibles des résultats en fonction du type de
thromboplastine utilisée. (2) Ainsi il est courant de réaliser un prélévement sanguin dans les
mémes conditions que citées précédemment chez un chien ou un groupe de chiens témoins
sains, afin de comparer les résultats obtenus chez I'animal testé a ceux du ou des témoins. On
parle alors de taux de prothrombine et on considére qu’une augmentation de plus de 25 %
chez le patient par rapport aux résultats du chien ou des chiens témoins est anormale. (2)

La mesure du TQ est le test a privilégier dans le cas d’une suspicion d’intoxication aux
anticoagulants. Le facteur VIl étant le facteur de coagulation vitamine K dépendant a la durée
de demi-vie la plus courte, c’est le TQ qui est le premier modifié (augmenté) dans ce contexte.
(30) De nombreuses causes peuvent entrainer une augmentation du TQ : intoxication aux anti
vitamine K, insuffisance hépatique, CIVD (Coagulation Intra Vasculaire Disséminée), déficit en
facteur VII (rare chez le chien), ... (31) On notera qu’un plasma lipémique ou ictérique pourra
étre a I'origine d’une diminution du TQ chez le chien. (32)

2. Le temps de Céphaline Activé (TCA) :

Le temps de céphaline activé est un test d’exploration des voies endogéne et commune
de la coagulation plasmatique. Il permet ainsi d’évaluer I'ensemble des facteurs de la
coagulation a I'exception des facteurs VIl et XIII. (2), (30)

Le TCA consiste a mesurer le temps de formation d’un caillot aprés avoir mis en présence
le plasma du patient avec du calcium, de la céphaline (substitut plaquettaire) et un activateur
de la voie intrinseque de la coagulation. (2) Lorsque cet activateur est de la kaolin, on parle
alors de temps de céphaline kaolin activé.
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En moyenne le TCA est compris entre 10 et 20 secondes chez un chien sain. (31) Mais de
la méme facon que pour le TQ, les valeurs usuelles sont variables d’un laboratoire a I'autre, et
ce en fonction notamment de I'activateur de la phase de contact ou de I'automate utilisé. (4)

De nombreuses causes peuvent entrainer une augmentation du TCA : déficit congénital en
facteurs VIII (hémophilie A) ou IX (hémophilie B) surtout, déficit en vVWF, intoxication aux
antivitamine K, CIVD, ... On notera qu’une thrombopénie marquée peut entrainer un
allongement du TCA en raison de la diminution de phospholipides disponibles, et ce alors
méme qu’il n’y a pas d’anomalie au sein de la cascade de coagulation plasmatique. (2), (30)

On notera de plus gqu’un plasma fortement hémolysé, lipémique ou ictérique peut
entrainer une diminution du TCA. (32)

3. Le temps de Thrombine (TT) :

Le temps de thrombine est un test d’exploration de la derniére étape de la voie commune
de la coagulation. |l permet ainsi d’évaluer I'efficacité de la conversion du fibrinogéne en
fibrine sous 'action de la thrombine.

Le TT consiste a mesurer le temps nécessaire a la formation du caillot de fibrine aprés avoir
mis en présence le plasma du patient avec de la thrombine. Il est donc inversement
proportionnel a la quantité de fibrinogéne. (31) A I'image des TQ et TCA, I'interprétation des
valeurs obtenues dépendra des valeurs usuelles établies par les différents laboratoires, en
raison des différentes méthodes de mesure utilisées. (2)

Une augmentation du TT pourra s’expliquer par une hypofibrinogénémie ou
afibrinogénémie, par la présence d’héparine dans I'échantillon, par une augmentation des
PDF, par une hypoalbuminémie ou encore une amyloidose. En revanche les anomalies des
facteurs de coagulation n’auront aucune conséquence sur le TT.(2), (30)

On notera qu’un plasma lipémique ou hémolysé peut entrainer une diminution du TT. (32)

La répartition des principaux temps de coagulation utilisés dans |'exploration de
I’'hémostase secondaire en fonction de la voie de la cascade de coagulation a laquelle ils font
partie, est résumé dans la figure 6.
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Figure 6 : Schéma bilan des principaux temps de coagulation en fonction des voies de la
cascade de coagulation sanguine, d’apres (2).
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4. Concentration en fibrinogéne :

La méthode de référence du dosage du fibrinogéne est la méthode chronométrique de
Von Clauss. Elle consiste a mettre en présence une forte concentration de thrombine avec le
plasma a tester, ce dernier étant dilué dans un plasma dénué de fibrinogene de maniére a ce
gue le fibrinogene devienne le facteur limitant de la réaction. La formation du caillot de fibrine
étant inversement proportionnel a la quantité de fibrinogéne disponible, le temps de
coagulation du plasma refléte ainsi la concentration en fibrinogéne plasmatique. (31)

L'utilisation d’une forte concentration de thrombine permet de limiter les effets
inhibiteurs de la présence éventuelle d’héparine (2) ; la dilution du plasma a tester permet de
limiter les interférences avec d’éventuels forts taux en PDF, notamment dans les cas de CIVD.
Il a en effet été montré qu’une forte concentration en PDF dans le plasma pouvait entrainer
une diminution des résultats obtenus avec la méthode de Von Clauss.(33)

5. Dosage des facteurs de coagulation :

Le dosage des facteurs de coagulation est réalisé en médecine vétérinaire lorsque les
signes cliniques et les résultats des tests globaux de coagulation suggérent I'existence d’une
possible déficience en un facteur de coagulation. (2) Deux méthodes principales sont alors
utilisées pour déterminer I'activité des facteurs de coagulation.

La premiere se base sur la capacité du plasma testé a corriger la prolongation du temps de

coagulation d’un plasma déficitaire en un facteur connu de coagulation. (34)
Par exemple, dans le cas d’un plasma connu comme étant déficitaire en facteur VIII, avec un
temps de coagulation augmenté, si la mise en présence avec le plasma testé ne permet pas
une correction du temps de coagulation, on pourra affirmer que le plasma testé est lui aussi
déficitaire en facteur VIII. On aura alors confirmé I'existence d’'une hémophilie A chez le
patient. Et inversement, si le temps de coagulation est corrigé suite a I'ajout du plasma testé,
on pourra affirmer que le patient ne présente pas de déficience du facteur VIII et donc pas
d’hémophilie A.

La seconde méthode se base sur la capacité des facteurs ou des pro-facteurs de
coagulation a cliver des substrats chromogéenes. (34) On met ainsi en présence le plasma a
tester contenant le facteur a doser avec des réactifs et des facteurs de coagulation en exces,
de maniére a déclencher une cascade d’activation aboutissant au clivage du substrat
chromogene spécifique d’'un des facteurs activés. La densité optique obtenue en fin de
réaction suite au clivage du substrat chromogéne est alors proportionnelle a la concentration
du facteur de coagulation déclencheur de la cascade d’activation. L'avantage de cette seconde
méthode est qu’elle permet de s’affranchir des plasmas déficients en un facteur spécifique de
coagulation.

Le dosage des facteurs de coagulation par les méthodes chromogéniques sont
classiquement utilisées en médecine humaine. Elles offrent une précision de dosage plus
importante. (31) Le dosage des facteurs VII, VIII, IX et X par les méthodes chromogéniques
sont déja validés en médecine équine, mais trés peu de dosages le sont en médecine des
carnivores domestiques. (34), (35)
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Ainsi, c’est essentiellement la premiére méthode de dosage des facteurs de coagulation
que l'on retrouve en médecine vétérinaire. Les résultats obtenus sont exprimés en
pourcentage d’activité par rapport aux résultats d’un plasma témoin normal testé dans les
mémes conditions que celle du plasma du patient. (31)

6. Dosage de |'antithrombine Il :

Le dosage de I'antithrombine Il s’appuie sur une méthode chromogénique. Le plasma a
tester est mis en présence avec un réactif contenant en excés de la thrombine ou du facteur
X activé ; du substrat chromogéene spécifique de la thrombine ou du facteur Xa; et de
I’'héparine. (2) La méthode utilisant le facteur Xa est souvent préférée a celle utilisant la
thrombine, notamment parce que le facteur Xa présente une meilleure stabilité. (31)

Ainsi, le facteur Xa en exces réagit avec I'antithrombine Il du plasma testé et avec
I’héparine pour former un complexe facteur Xa-antithrombine Il inactif. Le facteur Xa non
complexé réagit alors avec son substrat chromogene spécifique et I'intensité de la couleur
émise est mesurée par spectrophotométrie. Les résultats obtenus sont ensuite comparés a
ceux d’un pool de plasmas spécifique de I'espece testée ou de I'homme et exprimés en
pourcentage d’activité par rapport au 100 % d’activité de ce pool de plasma de référence. (31)

Les valeurs usuelles varient donc en fonction de la méthode utilisée et de I'espéce choisie
pour constituer le pool de plasmas de référence. (2)

7. Dosage des PIVKA :

Les PIVKA correspondent a des facteurs de coagulation vitamine K dépendants non y-
carboxylés produits par les hépatocytes en présence d’anti vitamine K, ou en cas d’absence
ou de déficience de la vitamine K elle-méme. Dans ces conditions, la y-carboxylation ne peut
en effet avoir lieu ou est incompléte. Il y a donc libération dans le sang de PIVKA dont la
concentration augmente, tandis que la concentration en facteurs de coagulation vitamine K
dépendants y-carboxylés diminue. De sorte que, doser le taux de PIVKA circulant parait
intéressant pour mettre en évidence un contexte de déficit en vitamine K, ou encore
d’intoxication aux anti vitamine K. Chez ’'homme, le dosage des PIVKA, et en particulier de la
décarboxyprothrombine (PIVKA-Il), a également un intérét diagnostic pour les carcinomes
hépatocellulaires ou un intérét pronostique et de surveillance pour les carcinomes
hépatocellulaires récidivants. (36), (37), (38), (39) Ainsi, en médecine humaine, des méthodes
de dosages radio-immunologique et immuno-enzymologique sont utilisées pour mesurer la
concentration en PIVKA sanguins circulants, ce qui n’est pas le cas en médecine vétérinaire.

Chez le chien, il existe un test d’exploration des PIVKA : le thrombotest. Ce dernier
correspond a un TQ modifié, qui est sensible a la présence de PIVKA dans le plasma.
L'inconvénient de ce test, c’est qu’il n’est pas spécifique des PIVKA et donc ne permet pas de
calculer directement leur concentration dans le plasma : le thrombotest permet de mesurer
une diminution du taux de facteur Il, VIl et X dans le plasma quelle qu’en soit la cause (le
facteur V et le fibrinogéne ne sont pas dosés car ils sont apportés en excés durant le test).
Dans le cas ou des PIVKA sont présents dans le plasma testé, le temps du thrombotest sera
simplement prolongé, car les PIVKA agissent comme des substrats compétitifs et ainsi retarde
le temps de formation de la thrombine.
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On ne pourra toutefois pas déterminer leur concentration exacte. (2), (40) D’autre part, une
étude a montré que si, dans un contexte d’intoxication aux anti vitamine K, le TQ et le
thrombotest étaient augmentés, il n’y avait pas de différence significative entre ces deux tests
pour préférer I'un ou I'autre dans la démarche diagnostic d’une telle intoxication. En revanche
leur augmentation simultanée, associée a une augmentation du TCA sans augmentation du
TT, est fortement en faveur d’une intoxication aux anti vitamine K. (40)

C. Exploration de la fibrinolyse :

L’exploration de la fibrinolyse en médecine vétérinaire est essentiellement réalisée afin de
détecter une augmentation du phénomeéne de fibrinolyse dans I'organisme. En médecine
humaine, de nombreux dosages existent pour explorer la fibrinolyse : dosage du
plasminogéne, de I'a-2-antiplasmine, du t-PA et du PAI-1, des produits de dégradation de la
fibrine, des D-Dimeéres. Mais leur utilisation est limitée en médecine vétérinaire du fait de leur
codt.

Ainsi, I'exploration spécifique de la fibrinolyse en médecine vétérinaire se limite aux
dosages des produits de dégradation de la fibrine et des D-Dimeéres, et ce majoritairement
dans un contexte de suspicion de CIVD ou de thrombo-embolie. Les autres tests sont réservés
au domaine de la recherche.

1. Dosage des produits de dégradation de la fibrine (PDF) :

Le dosage des PDF est réalisé a partir de sang prélevé sur tube citraté, en veillant toujours
aux bonnes conditions de réalisation du prélevement afin de limiter toute coagulation. (2)

Le plasma a tester est mis en présence avec des billes de latex sur lesquelles sont adsorbés
des anticorps monoclonaux anti PDF. Ainsi, si des PDF sont présents dans le plasma testé, un
phénomeéne d’agglutination des billes de latex se met en place. La réalisation du dosage sur
différentes dilutions du plasma a tester permet d’estimer de maniére semi-quantitative la
concentration de PDF présents. Les résultats obtenus sont exprimés en pg/mL, en ng/mL ou
en pg/L. (31)

Les PDF n’étant pas spécifiques de la dégradation seule de la fibrine, leur augmentation
peut témoigner d’une fibrinolyse a proprement dite, mais aussi d’'une hyperfibrinogénémie
ou d’une hyperfibrinogénolyse, en I'absence d’insuffisance hépatique. (23)

Afin de s’affranchir des formes résultantes de la dégradation du fibrinogene, il est possible
de doser les D-Diméres, spécifiques de la dégradation de la fibrine et donc de la fibrinolyse
sensu stricto.

2. Dosage des D-Dimeéres :

Comme indiqué précédemment, les D-Dimeres sont une forme de PDF spécifique de la
dégradation de la fibrine. Ainsi, une augmentation des D-Dimeéres constitue un bon témoin
d’une augmentation du phénomeéne de fibrinolyse.
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Le dosage des D-Diméres est réalisé a partir de sang prélevé sur tube citraté. Il existe
plusieurs méthodes de dosage des D-Dimeres: turbidimétrie, agglutination,
immunofluorescence, ELISA. Mais a limage du dosage des PDF, c’est la méthode
d’immunoagglutination qui est la plus couramment utilisée. (31) Comme pour le dosage des
PDF, elle permet d’obtenir de maniére semi-quantitative la concentration en D-Dimeres du
plasma, et d’exprimer les résultats en ug/mL, en ng/mL ou en pg/L.

D. Exploration globale de I'hémostase : thromboélastographie et
thromboélastométrie :

La thromboélastographie est un test d’exploration global de I’'hémostase qui permet
d’évaluer l'initiation, la formation, la stabilisation et enfin la dégradation du caillot sanguin. Il
a été mis au point en 1948 par Hartert, puis amélioré dans les années 1980-1990 avec la mise
en place de deux types d’automates : le TEG® et le ROTEM® (on parle de thromboélastométrie
rotative dans ce dernier cas). (41)

Le principe est le méme pour les deux techniques : le sang total du patient est introduit
dans une cuve, dans laquelle plonge un axe, lui-méme relié a un systéme de détection de
I'automate. Selon la technique, la cuve ou I'axe sont alors mis en mouvement, et au fur et a
mesure de la formation du caillot, la viscosité augmente. Le mouvement détecté est soit
restreint (si I’axe est en mouvement), soit amplifié (si la cuve est en mouvement ; mouvement
transmis a I’axe qui fonctionne ici comme un fil de torsion). Les modifications d’amplitude sont
transmises au systéme de détection et un graphique est produit par I'automate (figure 7). Il
représente les différents temps de formation et de lyse du caillot (figure 8). (31), (41)

Figure 7 : Conversion des mouvements de I’'axe du ROTEM® en tracé par détection optique,
d’aprés (3).
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Figure 8 : Tracé théorique et parametres obtenus par ROTEM®, d’apres (3).

Contrairement aux premiers systémes de thromboélastographie, le TEG® ou le ROTEM®
permettent de réaliser des mesures rapidement, et ce grace a l'ajout d’activateurs
spécifiques : ainsi avec le ROTEM, il est possible d’analyser la voie intrinséque par I'ajout du
facteur tissulaire ; la voie extrinseque, par I'ajout d’acide ellagique ; la formation de la fibrine
indépendamment de I'action des plaquettes par I'ajout de cytochalasine D ; la fibrinolyse
spécifiguement par I'ajout d’aprotinine. On parlera alors respectivement des analyses ex-TEM,
in-TEM, fib-TEM et ap-TEM. (41)

C’est l'interprétation croisée de ces différentes voies d’analyses qui permettra de
déterminer le plus précisément possible I'origine d’une anomalie de ’"hémostase.

Le sang utilisé est prélevé sur tube citraté, toujours dans de bonnes conditions de
prélevement. (31) En fonction des automates et des activateurs utilisés, les valeurs usuelles
des parametres mesurés peuvent varier d’un laboratoire a 'autre. (31)

En médecine humaine, la thromboélastographie/métrie est utilisée dans le cadre de
transfusions sanguines, de chirurgies cardiaques ou hépatiques par exemple, en particulier
pour détecter un état d’hypocoagulabilité. En médecine vétérinaire, elle a un intérét
particulier dans les services d’urgence avec la recherche d’états d’hyper ou
d’hypocoagulabilité et de possible CIVD ; mais aussi pour affiner le diagnostic d’une pathologie
de ’hémostase face a des parameétres de la coagulation anormaux par exemple. (31)
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IIl. Les troubles de I'hémostase secondaire en lien avec les facteurs de
coagulation vitamine K dépendants :

A. Les troubles d’origine héréditaire :

1. Hémophilie B :

L’hémophilie B, connue également sous le nom de maladie de Christmas, correspond a un
trouble de la coagulation d’origine héréditaire se traduisant par un déficit quantitatif et/ou
qualitatif en facteur IX de coagulation. Elle est, aprés I’hnémophilie A (déficit en facteur VIl de
coagulation), la deuxiéme cause la plus fréquente de trouble de I’hémostase secondaire
d’origine héréditaire chez ’lhomme comme chez le chien. Elle survient dans un cas sur 30000
chez ’'homme, contre un cas sur 10000 pour I’'hémophilie A ; chez le chien, I’'hémophilie B est
environ 3 a 4 fois moins représentée que I’hémophilie A, un ratio similaire a celui rencontré
au sein de la population humaine. (42) (43)

La transmission génétique de la maladie est liée au sexe, et plus précisément au
chromosome X, de maniére récessive. Ainsi, ce ne sont quasi exclusivement que les individus
males qui sont touchés par I’hémophilie B (trés rares cas de femelles homozygotes). Les
femelles hétérozygotes deviendront quant a elles porteuses saines et pourront transmettre la
maladie a leur descendance. (42)

Chez le chien, et contrairement a la plupart des maladies héréditaires, I’hémophilie B n’est

pas spécifique d’'une seule race : les chiens pure race comme les chiens croisés peuvent étre
atteints ; et jusqu’a 50 races pures ont déja été concernées par I’'hémophilie B. (42), (44)
Le géne codant pour le facteur IX chez ’homme est présent sur le bras long du chromosome
X. Il est composé de huit exons qui codent chacun pour une partie de la protéine mature finale.
Cette structure est a 86% identique d’un point de vu des acides aminés chez le chien. (45),
(46), (47)

Plus de 600 mutations du géne codant pour le facteur IX ont été mises en évidence dans
le cadre de I’'hémophilie B chez I’'homme. Chez le chien, 6 mutations ont été identifiées. (48)
On retrouve par exemple des mutations non-sens avec substitution d’acide glutamique par de
la glycine dans le domaine catalytique de la protéine entrainant une inactivation du facteur IX
(49) ; des délétions associées a des substitutions de nucléotides entrainant la formation
d’ARNm instables et I'apparition de codons stop précoces dans la région du peptide activateur
chez des chiens de race Lhassa Apso (46) ; des insertions Line 1 dans I'intron 5 chez des chiens
de race Braques Allemands (43) ; et jusqu’a une délétion compléte du géne codant pour le
facteur IX chez un chien croisé Labrador Retriever a l'origine d’une hémophilie B sévere.
(48),(50)

a) Symptomatologie et diagnostic :

L'hémophilie B se traduit cliniquement chez le chien par I'apparition d’hématomes
intramusculaires ou sous-cutanés consécutifs a des traumatismes et notamment a des
injections ; par de I'hémarthrose a l'origine de boiteries ; et par des saignements prolongés
suite a des traumas mineurs, une chirurgie ou des pertes de dents lactéales par exemple.
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La sévérité des signes cliniques est directement proportionnelle a I'activité résiduelle du
facteur IX présente chez I'animale. Ainsi on parle d’hémophilie B sévére lorsque I'activité
dosée du facteur IX est inférieure a 2% de I’activité normale mesurée chez le chien témoin ;
d’hémophilie modérée lorsque cette activité est comprise entre 2 et 4% ; et d’hémophilie
légére pour une activité comprise entre 5 et 20% de I'activité normale. (42), (43)

Le diagnostic de I'hémophilie B est réalisé a I'aide des tests d’exploration de la coagulation
sanguine. Une prolongation du TCA sans prolongation du TQ est attendue, permettant de
confirmer une atteinte de la voie intrinséque de la coagulation. C’'est ensuite le dosage
plasmatique spécifique de l'activité du facteur IX qui permettra d’exclure I’hypothése
d’hémophilie A et donc de confirmer I'hémophilie B, tout en déterminant la sévérité de
I'atteinte.

b) Traitement :

Le traitement d’urgence face a un tableau cliniqgue d’hémophilie B consiste a réaliser une
transfusion de sang total ou de plasma afin de permettre un apport en facteur IX. La fréquence
de réalisation de ces transfusions se fait principalement en fonction de la sévérité de
I’'hnémophilie et donc de I’activité résiduelle du facteur IX présente chez le chien. (42) On notera
gu’un traitement de I’"hémophilie B par transfusion de sang total ou de plasma sur du long
terme comporte des risques, notamment la transmission de pathogénes sanguins et
I’apparition de thrombose. (51), (52)

En dehors de la thérapeutique d’urgence, plusieurs types de traitements peuvent étre

utilisés dans le cadre de ’lhémophilie B. L'utilisation de facteur IX recombinant est possible par
injection intraveineuse ou sous-cutanée. En comparant les résultats obtenus apres I'injection
de facteur IX recombinant et de facteur IX humain hautement purifié chez des chiens
hémophiles B, il a été montré que I'efficacité procoagulante et I'innocuité de ces deux moyens
thérapeutiques étaient identiques chez le chien. (51)
D’autre part, une étude a permis de mettre en évidence |'efficacité d’une prophylaxie par
injection sous-cutanée de facteur IX recombinant chez le chien : une réduction de 69% des
saignements liés a la maladie a été notée chez les chiens traités comparés aux chiens non
traités. Toutefois, les chiens ayant recu l'injection sous-cutanée de facteur IX recombinant
avait été rendus immunologiquement tolérants au facteur IX humain. (53) Le développement
d’anticorps anti-facteur IX humain est en effet un inconvénient de cette thérapeutique, chez
le chien comme chez 'lhomme. (51), (53) Auquel s’ajoutent d’autres contraintes comme le
colt du traitement, la répétition des injections ou encore la morbidité. (53), (54)

La thérapie génique correspond a une piste importante de recherche pour le
traitement de I’'hémophilie B. L'objectif de ce type de traitement est de remplacer le géne
défaillant a I'origine de la maladie héréditaire par un gene fonctionnel via I'utilisation par
exemple d’un vecteur d’origine virale, afin de mettre fin a I’expression clinique de la maladie.
Dans le cas de I’hémophilie, plusieurs vecteurs viraux ont été testés pour assurer le transport
puis I'expression du gene codant pour le facteur IX : rétrovirus, adénovirus et adéno-associés
virus (AAV). Les deux premiers, bien que permettant une intégration du géne codant pour le
facteur IX dans le génome des cellules cibles puis son expression sur le long terme, se sont vu
abandonnés en raison des risques important de mutagénese (rétrovirus) et de I'existence
d’une forte immunogénicité des composants du vecteur (adénovirus).

50



Une hépatotoxicité associée a I'apparition de thrombopénies étaient également rapportées
avec l'utilisation des vecteurs a adénovirus.(55) C’est donc actuellement les AAV ou
adénovirus recombinants qui sont utilisés dans le cadre des recherches sur la thérapie génique
de I’lhémophilie chez le chien. Il a en effet été montré que leur injection par voie intraveineuse
(veine porte hépatique) ou par voie intramusculaire, permet I’expression du géne codant pour
le facteur IX respectivement au sein des hépatocytes et des fibroblastes des animaux et ce de
maniére efficace, sur le long terme, et sans toxicité hépatique ou thrombopénie rapportées.
Différents sérotypes des AAV, et notamment les AAV-2, sont utilisés dans le cadre de ces
thérapies géniques. Un seul inconvénient persiste face a ce traitement: les patients
hémophiles traités par thérapie génique peuvent développer des anticorps anti facteur IX.
Dans ce contexte, I'effet du traitement sur le long terme s’en voit limité. On notera que les
facteurs favorisants I'apparition de ces anticorps sont : le type ou sérotype de vecteur choisi,
la voie d’administration du vecteur, la dose de vecteur injectée ou encore le type de
promoteur d’expression utilisé. (52), (54), (55), (56), (57), (58), (59)

2. Déficits d’origine génétigue en facteurs de coagulation I, VIl et X :

a) Déficit en facteur |l de la coagulation :

Le déficit héréditaire en facteur Il de la coagulation ou prothrombine est une maladie tres
rare, chez I’'homme (1 cas sur 2 000 000) comme chez le chien ol seuls quelques cas isolés au
sein de certaines races (Boxer, Cocker notamment) ont été mis en évidence. (60) Elle est
transmise de facon autosomique récessive : les individus homozygotes sont les plus atteints
cliniguement avec des taux de facteur Il circulant compris entre 2 et 20 % ; les hétérozygotes
sont en général asymptomatiques avec des taux de facteur Il circulant d’environ 50 %. (42) A
I'image de ce qui a été montré par une étude chez des souris délétées en gene codant pour la
prothrombine, il semblerait qu’un déficit complet du gene soit |étal chez I’homme et ce dés la
vie embryonnaire. Aucun cas de délétion compléte en facteur Il n’a en effet été rapporté
jusqu’ici chez I’lhomme. (60), (61)

Ce déficit en prothrombine se traduit par deux formes distinctes: soit une
hypoprothrombinémie, correspondant a un déficit quantitatif en facteur Il de Ila
coagulation, qui est synthétisé de maniere fonctionnelle mais en trop faible quantité ; soit une
dysprothrombinémie, correspondant a un déficit qualitatif en facteur Il de la coagulation, qui
est alors synthétisé en quantité normale a subnormale dans le plasma mais de maniére non
fonctionnelle. De nombreuses mutations génétiques sont a 'origine de ce déficit : 40 ont été
identifiées chez I’'homme. Elles se répartissent sur I’ensemble du géne codant pour le facteur
Il et leurs localisations se distinguent suivant que I'on soit face a une hypoprothrombinémie
ou a une dysprothrombinémie. (60)

Cliniqguement, les symptomes apparaissent quasi exclusivement chez les individus
homozygotes. Leur gravité semble proportionnelle a la quantité de prothrombine circulante
dans le plasma des individus atteints. On retrouve ainsi des saignements post-traumatiques
majoritairement, mais aussi des cas d’hémarthrose, d’épistaxis ou encore de saignements
ombilicaux chez les nouveaux nés. (42), (60)

Le diagnostic d’'un déficit d’origine génétique en prothrombine est réalisé face a un
allongement du TT associé a un taux de dosage spécifique en facteur Il faible. (42)
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Lors d’hypoprothrombinémie, la quantité d’antigene facteur Il diminue également. (60)
Le traitement spécifique d’un déficit en prothrombine consiste en I'apport de concentré de
prothrombine, bien qu’en pratique il repose sur la réalisation de transfusions de sang total ou
de plasma.

b) Déficit en facteur VIl de la coagulation :

Le déficit héréditaire en facteur VIl de la coagulation est une maladie rare chez le chien
comme chez ’lhomme chez lequel elle apparait avec une fréquence de 1 cas sur 500 000. Sa
transmission est autosomique récessive. (62), (63) La maladie s’exprime donc cliniquement
chez les individus homozygotes qui, chez ’'homme et chez le chien, présentent des taux de
facteur VIl circulant compris entre 1 et 10 % de la normale. Les individus hétérozygotes quant
a eux sont asymptomatiques et il est donc difficile de les distinguer des individus sains. (42)

Chez le chien, le déficit héréditaire en facteur VIl a été décrit pour la premiére fois en 1962
au sein de la race Beagle. La découverte s’est faite de maniére fortuite, les signes cliniques
étant faibles au sein de cette race. Depuis, plusieurs études ont confirmé I'existence de cette
maladie chez d’autres Beagle aux Etats Unis, en Angleterre ou encore au Canada ou en Europe
; mais aussi chez des chiens de race Malamute, Alaskan Klee Kai et chez un chiot croisé. On
notera que chez les chiens de race Malamute et Alaskan Klee Kai la clinique est plus marquée
qgue chez les chiens de race Beagle. (42), (64), (65), (66)

Des études génétiques, menées au sein de la race Beagle, ont permis de mettre en
évidence la mutation a 'origine de la maladie chez le chien : elle correspond a une substitution
d’une base guanidine G en adénosine A au niveau de I’exon 5 du géne codant pour le facteur
VII. Elle est a l'origine de la substitution de I'acide aminé glycine 96 en acide glutamique au
niveau du domaine « epidermal growth factor-like ». (62) Plus récemment, la méme mutation
a été mise en évidence chez des chiens de race Alaskan Klee Kai atteints de la maladie. (65)
Pour le moment, aucune investigation n’a été menée au sein d’autres race de chiens. (42)

Chez I’'homme, plus de 130 mutations ont été identifiées comme pouvant étre a I'origine
d’un déficit héréditaire en facteur VIl de la coagulation, avec chacune des effets différents sur
le mode d’expression ou sur la fonctionnalité de la protéine. (62)

La symptomatologie en lien avec un déficit congénital en facteur VIl est variable. Chez le
chien, la tendance aux saignements spontanés est légére a modérée, notamment au sein de
la race Beagle, bien que quelques cas sévéres aient pu étre rapportés au sein des races
Malamute et Alaskan Klee Kai. La découverte d’'un déficit congénital en facteur VIl de la
coagulation chez le chien est donc majoritairement fortuite, a la faveur d’un contrdle des
temps de coagulation sanguine. Cela pourrait s’expliquer par le fait que, chez le chien, la voie
extrinséque reste minoritaire dans le processus de coagulation et qu’un taux circulant méme
faible en FVII peut suffire a la déclencher. Ont été malgré tout rapportés : des saignements
persistants utérins et vaginaux chez une femelle Beagle, une tendance a la formation
d’hématomes chez un Malamute ou des saignements persistants post chirurgicaux chez un
chien croisé ou post-traumatiques chez un Alaskan Kee Kai. (64), (65), (66)

Chez ’lhomme en revanche, les signes cliniques sont plus fréquents et souvent plus séveres :
hématomes, épistaxis, saignements au niveau des muqueuses et notamment des gencives,
hémarthrose, métrorragies, hémorragies intracraniennes parfois dés la naissance. (63), (67)
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Le diagnostic d’un déficit héréditaire en facteur VII de la coagulation est réalisé sur la
base d’'une prolongation du temps de prothrombine puis, chez 'homme, par le dosage
spécifique du FVII dans le plasma. Le traitement mis en place face a des saignements consiste
en des transfusions de sang total ou de cryoprécipités riches en FVII. Pour atteindre un taux
suffisant de FVII circulant conduisant a I'arrét des saignements, les transfusions doivent étre
réalisées de manieres répétées toutes les 4 a 6 heures, durée équivalente au temps de demi-
vie du FVII. (42) En médecine humaine, 'administration de facteur VIl recombinant est aussi
utilisée comme moyen thérapeutique face a un déficit héréditaire en facteur VII de la
coagulation. (68)

c) Déficit en facteur X de la coagulation :

L’existence d’un déficit héréditaire en facteur X de la coagulation a été pour la premiere
fois décrite chez 'homme en 1956. Depuis, cette maladie a aussi été identifiée chez deux races
de chiens, Cocker Américain et Jack Russel Terrier. (69), (70) Chez le chien, le mode de
transmission de la maladie est autosomique dominant, contrairement a ce que |'on retrouve
chez ’lhomme ou la transmission est autosomique récessive. (70)

Les anomalies génétiques les plus souvent mises en évidence chez I'homme
correspondent a des mutations non-sens ou faux-sens au sein du géne codant pour le facteur
X de la coagulation. Chez le chien, aucune mutation spécifique n’a encore été identifiée. (42)

Un déficit héréditaire en facteur X de la coagulation se traduit par des symptémes
d’intensité modérée a sévére : épistaxis et hématomes spontanés, hémorragies post-
traumatiques ou post chirurgicales. Un déficit complet en facteur X apparait comme étant
létal. (42)

Le diagnostic d’un déficit héréditaire en facteur X de la coagulation s’appuie sur une
prolongation du TQ et du TCA (le facteur X participant a la voie commune de la coagulation,
un déficit affecte également les voies intrinseque et extrinséque de la coagulation) ainsi que
du TT. Un dosage spécifique chez 'homme de l'activité du facteur X confirme enfin le
diagnostic. Le traitement consiste alors a réaliser des transfusions de sang total pour mettre
fin aux saignements.

3. Déficit combiné en facteurs de coagulation vitamine K dépendants :

Le déficit combiné en facteurs de coagulation vitamine K dépendants correspond a une
diminution concomitante de I'activité des facteurs de coagulation I, VII, IX et X ainsi que des
anticoagulants protéines C et S. C'est une maladie rare chez ’lhomme pour lequel trés peu de
cas ont été décrits ; elle a aussi été mise en évidence chez des chats de race Rex Devon, chez
des moutons, et plus récemment chez une chienne de race Labrador Retriever agée de 1 an.
(71) Ce déficit héréditaire se transmet de maniere autosomique récessive. (42), (71)

Les anomalies génétiques a I'origine de la maladie sont retrouvées soit sur le géne codant
pour la y-glutamyl-carboxylase vitamine K dépendante; soit sur le gene codant pour le
complexe vitamine K époxyde-réductase (VKOR). (42), (71), (72), (73)

Cliniqguement, ce déficit se traduit par des saignements intermittents spontanés, des
hématomes, des hémorragies post-chirurgicales, ou encore des hémorragies intracraniennes
qui peuvent étre fatales chez I’homme.
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Le diagnostic est basé sur une prolongation du temps de prothrombine puis sur un dosage
des activités des facteurs de coagulation Il, VII, IX et X qui sont notablement diminuées. On
notera que dans la démarche diagnostique face a une suspicion de déficit combiné en facteurs
de coagulation vitamine K dépendants, il convient d’exclure I'ensemble des causes acquises
possibles de déficit en vitamine K : atteinte hépatique, intoxication aux rodenticides ou encore
syndrome de malabsorption/malassimilation. Le traitement de cette maladie héréditaire
consiste en la réalisation de transfusions sanguines en urgence pour mettre fin aux
hémorragies ; puis en I'administration de vitamine K1 par voie orale a des doses d’environ 2.5
mg/kg par jour. Sur le long terme, si la thérapeutique est efficace, les doses administrées de
vitamine k1 peuvent étre réduites, a raison de 1mg/kg/j tous les 3 jours. (42)

B. Les troubles d’origine acquise :

1. Les déficits en vitamine K : intoxication aux anti vitamine K (AVK) et hypovitaminose K :

a) Les intoxications aux AVK:

Les intoxications aux AVK sont des cas courants en médecine vétérinaire, particulierement
en médecine canine, bien que des cas soient aussi décrits chez les chevaux ou encore les
oiseaux. (74) La cause principale de ses intoxications aux AVK correspond a I'ingestion par les
animaux d’anticoagulants rodenticides. Les molécules AVK, en tant qu’anticoagulants, sont en
effet utilisées depuis de nombreuses années dans la gestion des populations de nuisibles et
en particulier des rongeurs. Parmi ces derniers, ce sont les rats qui posent le plus de probléme
a I'échelle de la planéte : ils causent de nombreux dégats dans les villes, se nourrissent des
réserves de nourriture dans les pays en voie de développement et participent a I’entretien et
a la transmission d’un certain nombre de maladies, comme la leptospirose par exemple. La
gestion des populations des rats est donc un enjeu mondial auquel tente de répondre les AVK.
En médecine humaine, les anticoagulants AVK sont également couramment utilisés dans le
traitement d’affections a 'origine de troubles thromboemboliques artériels ou veineux.

Les anticoagulants AVK sont ainsi classés en trois familles: les dérivés de la 4-
hydroxycoumarine, les dérivés de la 4-hydroxy-thiocoumarine et les dérivés de I'indane-1,3-
dione. En médecine humaine, seuls les dérivés de la 4-hydroxycoumarine et de l'indane-1,3-
dione sont utilisés, représentés respectivement par la warfarine (la plus représentée) et la
fluindione. Pour ce qui est de la lutte contre les rongeurs, tous les types de dérivés sont
utilisés. Mais la warfarine présentant une faible efficacité dans ce contexte, elle n’est donc
presque plus utilisée.

On distingue aussi deux générations d’AVK : la premiere génération regroupe des AVK
(coumafene, chlorophacinone, diphacinone, coumatétralyl) dont I'effet toxique apparait
apres des ingestions répétées, leur toxicité est donc faible a modérée, et ils font I'objet de
nombreuses résistances chez le rat comme chez I’'homme ; la seconde génération regroupe
des AVK (bromadiolone, difénacoum) dont I'effet toxique apparait apres une seule ingestion,
leur toxicité est donc plus importante, ils font I'objet de tres peu de résistances. De nouvelles
molécules telles que le brodifacoum, le diféthialone ou le flocoumafene, font partie de la
seconde génération mais sont plus récentes et donc encore plus toxiques.

54



Tous les AVK présentent une structure proche de celle de la vitamine K ce qui explique leur
mode d’action. Pour rappel, les apports journaliers en vitamine K par I'alimentation sont
insuffisants. D’ou I'existence d’un cycle de recyclage de la vitamine K au sein des hépatocytes,
mettant en jeu deux enzymes : la vitamine K réductase permettant le passage de la forme
guinone a la forme hydroquinone de la vitamine K (étape non limitante) ; et la vitamine K
époxyde réductase (VCOR) permettant le passage de la forme époxyde a la forme quinone de
la vitamine K (étape limitante car ne pouvant étre remplacée par aucune autre voie). Les AVK
sont des inhibiteurs de ces deux enzymes : ils se fixent sur leurs sites de fixation de la vitamine
K, empéchent donc la fixation de cette derniére, et entrainent I'arrét du cycle de recyclage de
la vitamine K (figure 9). C'est principalement leur action sur VCOR qui est problématique car
aucune autre voie ne peut étre utilisée pour cette phase du recyclage. En résulte une
diminution de la quantité de vitamine K hydroquinone, et donc une diminution puis un arrét
de la y-carboxylation des facteurs de coagulation vitamine K dépendants. Ces derniers n’étant
plus y-carboxylés (PIVKA), ils perdent leur capacité a chélater le calcium et donc a se fixer aux
phospholipides plaquettaires, ce qui met fin a la cascade de la coagulation sanguine.
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IX, X carboxylés
y-glutamyl-carboxylase

vitamine K dépendante

Vitamine K hydroquinone réduite Vitamine K époxyde
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Figure 9 : Mode d’action des AVK au sein du cycle de la vitamine K.

Toutefois, il est a noter que l'action réelle sur ’hémostase secondaire n’est pas
immédiate. L'organisme possede en effet une réserve de facteurs de coagulation activés au
moment de I'intoxication, ainsi gu’une réserve en vitamine K dont la disponibilité est de 24h.
Ainsi il faut au minimum 48h avant une action réelle sur ’hémostase, et le temps d’élimination
totale des facteurs de coagulation dépendra ensuite de leur temps de demi-vie : le facteur VII
sera le premier impacté. Ceci explique que le TQ soit le test d’exploration de choix en cas
d’intoxication aux AVK, bien que le TCA soit aussi augmenté. Le TT reste quant a lui dans les
valeurs usuelles. Cliniquement, on observera des symptomes au minimum 48h apres
I'ingestion des AVK. Il s’agira d’hémorragies en nappe, sans localisation préférentielle. On peut
donc observer de I'épistaxis, de ’hématémeése, du méléna, de ’"hématurie, des hémorragies
pleurales ou intra abdominales, ou encore des hématomes. De la dyspnée, des boiteries voire
des convulsions en cas d’hémorragies cérébrales ; des muqueuses pales, une tachycardie
pourront étre des symptémes consécutifs aux signes cliniques précédemment cités.

Le traitement mis en place dans le cas d’une intoxication consiste en |I'administration
de vitamine K1, par voie intraveineuse dans un premier temps puis par voie orale, pendant 3
a 6 semaines selon le type d’AVK ingéré.
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Un suivi du TQ est nécessaire 48h aprées I'arrét du traitement : s’il est toujours augmenté,
I'administration de vitamine K1 est poursuivie. Dans le cas d’une intoxication avec signes
cliniques séveres, une transfusion sanguine (sang total ou plasma) pourra étre réalisée. (74)

b) Les hypovitaminoses K :

Les hypovitaminoses K sont rarement suffisamment importantes pour créer une réelle
coagulopathie avec diminution des facteurs de coagulation vitamine K dépendants y-
carboxylés. (2) Pour rappel, la vitamine K fournie par I'alimentation est absorbée au niveau
des intestins, ou est directement produites par les bactéries intestinales ; la vitamine K est une
molécule liposoluble. Ainsi, les causes des hypovitaminoses K, bien qu’elles ne soient pas
encore clairement identifiées, regroupent chez ’homme : une anorexie prolongée ou une
alimentation carencée en vitamine K ; des antibiothérapies répétées ou administrées sur le
long terme ; un phénomene de malabsorption intestinale lié a une obstruction biliaire, une
cholestase intrahépatique, une insuffisance pancréatique exocrine, une Maladie
Inflammatoire Chronique de I'Intestin (MICI), 'ensemble étant a I'origine d’une diminution de
la digestion des molécules lipidiques et donc aussi de la vitamine K. (2), (74) En dehors des
affections hépato-biliaires, ce phénomeéne n’a été que trés peu étudié chez les carnivores
domestiques.

De la méme maniére que pour les intoxications aux AVK, en cas d’hypovitaminose K
suffisamment marquée, le cycle de recyclage de la vitamine K ne peut pas étre maintenu et
on observe un arrét ou un défaut de la y-carboxylation des facteurs vitamine K dépendants.
La concentration des PIVKA augmente alors dans le sang et I’hémostase secondaire ne peut
rapidement plus étre réalisée. Les méthodes diagnostiques et les traitements mis en ceuvre
dans un contexte d’hypovitaminose K sont identiques a ceux mis en place face a une
intoxication aux AVK.

2. Les maladies hépatiques :

Le foie joue un rble primordial dans la régulation de I’'hémostase par son action de
synthése des protéines pro/anti-coagulantes et pro/anti-fibrinolytique, mais aussi en étant le
lieu de l'activation des protéines vitamines K dépendantes que sont les facteurs de
coagulation II, VII, IX et X ainsi que les protéines C et S. Le foie est également le lieu
d’élimination des protéines et enzymes formées au cours du processus d’hémostase.
L'ensemble permettant de préserver I'organisme contre les hémorragies ou |’extension de la
formation du caillot sanguin.

Il apparait donc que toute maladie hépatique ou hépatobiliaire peut étre a l'origine
d’anomalies acquises de I'hémostase.(75), (76) Il a ainsi été montré que chez des chiens
souffrant d’'une maladie hépatique d’origine acquise et a développement spontané, 93%
présentaient au moins une anomalie des tests d’exploration de |’hémostase, avec
augmentation du TQ dans 50% des cas et du TCA dans 75% des cas. Chez des chiens souffrant
de maladies des voies hépatobiliaires, des concentrations plus faibles en facteurs de
coagulation VIl et X ainsi qu’en protéine C et en fibrinogéne étaient constatées par rapport a
celles retrouvées chez des chiens sains et, chez des chiens souffrant de cirrhose hépatique,
une diminution de I’activité des facteurs Il, VII, VIII, IX, X, Xl et XII. (75), (77)
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Chez ’'homme, une maladie hépatique d’origine aigue ou chronique est régulierement
accompagnée d’une diminution du taux de protéines vitamine K dépendantes, et en
particulier du facteur VIl et de la protéine C. Il est également possible, notamment dans les
cas de maladies hépatiques au stade terminale ou de cirrhose hépatique, que I’activité des
activateurs de I’'hémostase soit augmentée et conduisent ainsi a un phénomeéne de CIVD. (75).
D’autres anomalies de I’'hémostase peuvent aussi étre rencontrées chez ’lhomme comme chez
le chien : thrombopénie, thrombopathies fonctionnelles, augmentation ou non de I'activité
fibrinolytique. (76)

Surle plan clinique, la gravité des symptomes est liée au degré de I'insuffisance hépatique :
des hémorragies sont rencontrées dans les formes terminales de maladies hépatiques ou
celles accompagnées d’un phénomene de CIVD ; pour les formes aigues ou moins avancées,
les manifestations hémorragiques restent faibles a modérées.(74) La principale difficulté face
a des patients atteints de maladies hépatiques réside dans I'évaluation du risque
hémorragique en cas d’intervention chirurgicale ou de la réalisation d’un acte de biopsie. Il
apparait que chez le chien, une augmentation du TQ et du TCA ainsi qu’une
hypofibrinogénémie sont des facteurs de risques hémorragiques importants ainsi que de
facteurs pronostiques négatifs. (74) Les traitements mis en place afin de limiter les signes
cliniques liés aux anomalies acquises de |'hémostase consistent principalement en
I’'administration de vitamine K1 (notamment dans le cas de cholestase) et en la réalisation de
transfusions sanguines dans les formes les plus séveres ; le tout associé a un traitement
spécifique de I'insuffisance hépatique.

3. LesCIVD:

Les phénomenes de CIVD se définissent comme des états d’hypercoagulabilité. La
formation de thrombine n’est plus controlée, soit parce que les acteurs de la coagulation sont
présents en exces, soit parce que le systeme de régulation est dépassé. Le processus de
coagulation s’étend ainsi rapidement a ’ensemble de la circulation générale et apparaissent
des thrombi multiples dans la microcirculation sanguine. Ces derniers peuvent étre a I’origine
secondairement de défaillances organiques, par favorisation de phénomenes ischémiques.
Une hyperfybrinolyse est aussi constatée, mais elle ne permet en général pas de contréler le
phénoméne. En résulte en revanche une production importante de PDF et D-Dimeres,
possédant des propriétés anticoagulantes. Les CIVD sont des complications fréquentes de
nombreuses affections (néoplasies, maladies hépatiques, processus inflammatoires, etc.),
elles sont donc peu spécifiques.

Cliniqguement elles se manifestent le plus souvent paradoxalement par des symptémes de
type hémorragique. Les plaquettes et les facteurs de coagulation finissent en effet par étre
rapidement et entierement consommeés. A I’heure actuelle, le diagnostic des CIVD est réalisé
en mettant en évidence une thrombopénie, et/ou un allongement des temps de coagulation
et/ou une augmentation des PDF et D-Dimeéres, et/ou une hypofibrinogénémie, et/ou une
diminution de I'activité de I"antithrombine 1ll, et/ou la présence de schizocytes sur le frottis
sanguin. Au moins trois de ces anomalies doivent étre rassemblées pour envisager I'existence
d’une CIVD, en association avec une clinique favorable.

Le traitement des CIVD est complexe, notamment parce qu’elles correspondent a des états
résistants aux transfusions sanguines. Il faudra donc souvent de grandes quantités de plasma
pour assurer un maintien de I’hémostase.
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Partie Il : Expérimentale :

l.  Objectifs :

Le premier objectif de cette étude expérimentale consiste a développer et a valider une

méthode de dosage des facteurs vitamine K dépendants Il, VII, IX et X chez le chien, a 'aide
d’un automate Konelab 20 Thermo Scientific (Thermofisher, France), en utilisant une méthode
chromogénique. Pour cela, les protocoles de dosages de facteurs de coagulation vitamine K
dépendants chez I’lhomme mis en place par le laboratoire Hyphen BioMed seront utilisés et
réadaptés a 'espéce canine. Le second objectif de ce travail est d’établir des valeurs usuelles
des facteurs Il, VI, IX et X chez le chien, a partir d’'une population de chiens sains. Un dernier
objectif consistera a réaliser une premiere approche de l'intérét clinique du dosage des
facteurs de coagulation vitamine K dépendants chez le chien, en appliquant les méthodes de
dosage établies préalablement a des échantillons pathologiques et en comparant les valeurs
obtenues avec une population de chiens sains.
De sorte que, ces objectifs atteints, un nouveau test sensible, spécifique et précoce soit
disponible et permette une approche plus fine de I’hémostase, notamment dans des
contextes de coagulopathies d’origine héréditaire, d’état de déficience en vitamine K ou en y-
carboxylation, ou encore d’état d’hypercoagulabilité. Il pourrait alors étre possible de
déterminer si certains facteurs sont plus ou moins impactés dans des contextes pathologiques
définis et ainsi choisir le ou les plus judicieux a doser en pratique dans ces mémes contextes.
Une utilisation en routine pourrait ensuite étre envisagée, dans les domaines de la clientéle
ou de la recherche.

[I.  Matériel et méthode :

A. Ethigue, information aux propriétaires et gestion des données :

1. Comité d’éthique :

Afin de pouvoir étre menée dans les conditions réglementaires d’éthique et de protection
du bien-étre animal, notre étude a fait I'objet d’'une présentation au Comité d’Ethique de
VetAgro Sup Campus de Lyon dans le but de pouvoir étre évaluée dans son contexte
scientifique, technique et éthique. Afin d’obtenir des échantillons sanguins utilisables pour la
réalisation des objectifs de I'étude, il a été en effet nécessaire de réaliser des ponctions
veineuses sur des chiens sains. Dans ce cadre, une présentation du projet et de ses objectifs a
été effectuée par écrit, de maniere a exposer notamment la balance bénéfices/risques de la
réalisation des ponctions sanguines chez des chiens sains. Apres évaluation, le projet d’étude
a été approuvé par le Comité d’Ethique précédemment cité (annexe 1).
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2. Informations aux propriétaires et gestion des données :

Les propriétaires des chiens prélevés au cours de ce projet ont été tenus informés des

objectifs et des bénéfices/risques liés a I'acte de prise de sang, par voie orale ainsi que par
voie écrite via une lettre d’information (annexe 2). Un consentement éclairé (annexe 3) leur
est de plus présenté pour signature afin qu’ils puissent témoigner de leur volonté de participer
a I’étude en toute connaissance de cause.
Les données collectées en lien avec les propriétaires des animaux prélevés dans le cadre de
cette étude restent confidentielles. Les échantillons traités et les résultats obtenus suite a la
réalisation des dosages sont ainsi archivés a I'aide d’'un numéro de dossier indiqué comme
suit : « Validation — XXX » et « Ref-XXX ».

B. Matériel :

1. Populations étudiées :

a) Pour la validation des méthodes de dosage des facteurs de coagulation vitamine K
dépendants chez le chien : la population de chiens « Validation » :

Afin d’atteindre le premier objectif de notre étude, a savoir valider des méthodes de
dosage des facteurs de coagulation vitamine K dépendants chez le chien, une population de
chiens a été utilisée : les chiens « Validation ». Elle regroupe 25 échantillons de sang prélevés,
dans le cadre de notre campagne de préléevements, par ponction veineuse jugulaire ou
céphalique, sur des chiens considérés comme sains a partir de bases anamnestiques et
cliniques uniquement : un recueil de I'anamnése et un examen clinique complet ont été
réalisés en amont des prises de sang. Les chiens « Validation » rassemblent des chiens de tout
age ; males ou femelles, stérilisés ou non ; et sans appartenance définie a une race.

Apreés prélévement, le sang a été centrifugé (5min a 5 000 tours/min) dans les 4 heures
post ponction veineuse. Une partie du plasma a été utilisée pour réaliser un temps de Quick ;
le reste a été réparti en plusieurs aliquots de 250uL et congelé a -80°C, en attendant d’étre
utilisés dans le cadre de cette étude.

b) Pour I'établissement des valeurs de référence des facteurs de coagulation vitamine K
dépendants chez le chien : les chiens « Ref » :

i. Nombre de sujets :

Afin d’établir des intervalles de référence des facteurs de coagulation vitamine K
dépendants chez le chien, I'objectif est de récolter 120 échantillons sanguins de chiens sains.
Les valeurs de référence sont en effet classiquement reportées sous la forme d’intervalles
reprenant 90 a 95% des valeurs obtenues chez une population de référence saine. L'objectif
est d’inclure un minimum de 120 animaux afin de déterminer les valeurs de référence par des
méthodes non paramétriques ou par des tests paramétriques si la distribution est de type
Gaussienne, avec un intervalle de confiance a 95%.
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Ce nombre est celui actuellement recommandé afin de maximiser I’exactitude et la précision
de l'intervalle obtenu. (78) Néanmoins, il est possible que ce nombre ne puisse étre atteint
pendant la durée prévue de I'étude. Les résultats resteront interprétables, méme
statistiquement : d’autres méthodes statistiques sont applicables des 20 individus et la
publication et l'utilisation de valeurs de référence a partir d’un plus faible échantillon est
commune a I'heure actuelle en médecine vétérinaire. (78)

Les chiens prélevés appartiennent a des propriétaires (étudiants et membres du personnel
de VetAgro Sup, propriétaires consultants au CERREC (Centre d’Etude et de Recherche en
Reproduction et Elevage Canin)) ou a I'ICBL (Institut Claude Bourgelat).

ii. Criteres d’inclusion a l’étude :

Pour participer a I'étude et faire partie des individus de la population de référence, les

chiens « Ref » devront répondre aux critéres suivants :

e Etre un chien adulte, c’est-a-dire agé de plus d’'un an ;

e Etre une femelle ou un male, stérilisé(e) ou non ;

e Ne pas avoir présenté de signes cliniques généraux dans les deux semaines précédant
ou suivant la réalisation du prélevement sanguin ;

e Présenter un examen clinique dans les normes. On notera qu’en I'absence d’autre
anomalie rapportée dans I'anamnese ou mise en évidence lors de I’'examen clinique,
I"auscultation d’un souffle cardiaque n’est pas un critéere d’exclusion de I'étude ;

e Et enfin, présenter des résultats d’analyses biochimique et hématologique dans les
normes suite au traitement de I’échantillon sanguin prélevé.

jii. Criteres d’exclusion de I'étude :

Au contraire, ne seront pas inclus dans I'étude les animaux qui répondent aux critéres
suivants :
e Animal dont la ponction veineuse a été difficile ou dont I’échantillon est hémolysé ou
présente un temps de prothrombine augmenté ;
e Animal non coopératif ou agressif dont le prélevement est impossible malgré
I'utilisation de moyens de contention adaptés ;
¢ Animal malade, en gestation ou en lactation ;

c) Pour une approche de I'intérét clinique :

Pour répondre au dernier objectif de ce travail, et ainsi aborder l'intérét clinique du
développement des méthodes de dosage des facteurs vitamine K dépendants chez le chien,
trois catégories de populations au profil dit pathologique ont été étudiées : une population de
chiens intoxiqués aux anti vitamine K (AVK) nommée chiens « AVK » ; une population de
chiens atteints de maladies infectieuses présumées de type leptospirose, nommée chiens
« Lepto » ; et une population de chiens souffrant d’insuffisance rénale chronique (IRC),
nommeée chiens « IRC ».
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i Les chiens « AVK » :

Les échantillons sanguins issus de cette population ont été récupérés au sein du service

de I'USC 1233, suite au travail de thése doctorale de Marléne Damin.
Les chiens « AVK » utilisés pour la validation des méthodes de dosage des facteurs de
coagulation vitamine K dépendants rassemblent des chiens de tout age ; males ou femelles
stérilisés ou non ; sans appartenance définie a une race ; et ayant été diagnostiqués comme
intoxiqués aux AVK. Le sang a été prélevé par ponction veineuse, sur tube citraté puis
centrifugé 10min a 3000 tours/min. Le plasma a ensuite été aliquoté pour réaliser les analyses
et les dosages nécessaires au travail de these de Marlene Damin. Le restant des plasmas a
ensuite pu étre récupéré pour cette étude et congelé a -80°C, en attendant la réalisation des
dosages des facteurs de coagulation vitamine K dépendants.

Le dosage de ces échantillons permettra dans le cadre de cette étude de vérifier qu’il y a
bien mise en évidence d’une différence d’activité des facteurs Il, VII, IX et X comparée aux
résultats des chiens « Ref », en utilisant les méthodes de dosage définies au préalable au cours
des phases de validation. Il fournira également une premiére approche de l'intérét clinique de
ces dosages chez le chien, étant donné la forte prévalence d’apparition de ces intoxications
dans cette espéce et I'utilité pressentie de I'existence de tels dosages dans la démarche
diagnostique en routine.

ii. Les chiens « Lepto » et « IRC » :

Les échantillons sanguins issus de ces populations ont été récupérés au sein d’'une banque
d’échantillons du service de biologie médicale de VetAgro Sup Campus de Lyon. lls
correspondent a des échantillons de sang prélevés sur tubes citratés et envoyés au laboratoire
de biologie médicale pour analyses biochimique et hématologique dans des contextes de
suspicion de leptospirose ou d’IRC chez des chiens malades. Suite a la confirmation de ces
hypothéses diagnostiques ou de leur trés forte suspicion, le plasma restant a I'issue des
analyses sanguines a été aliquoté puis congelé a -80 °C en attendant la réalisation des dosages
des facteurs de coagulation vitamine K dépendants.

Le dosage de ces échantillons permettra, dans le cadre de cette étude, d’effectuer une
approche de lintérét clinique du dosage des facteurs de coagulation vitamine K dépendants
chez le chien dans des contextes pathologiques pouvant influencer le taux d’activité des
facteurs 1, VII, IX et X. Il apparait en effet que dans les cas de leptospirose un état
hypercoagulable s’installe et ainsi une consommation des facteurs de coagulation circulants
mais également, dans certains cas, une hépatite aigue ou une cholestase pouvant altérer la
synthése de protéines vitamine K dépendantes actives. Dans les cas d’IRC, une diminution des
taux de facteurs de coagulation peut étre attendue d’aprés les données observées en
médecine humaine.

2. Déroulement des prélevements pour les chiens « Ref » et traitement des échantillons
sanguins :

Les participants a I'étude sont accueillis au sein du CHEVAC (Centre Hospitalier
d’Enseignement Vétérinaire des Animaux de Compagnie) ou du CERREC ou rejoint
directement au chenil pour les chiens de I'ICBL.
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Un numéro « PVKD-XXX » (Protéines Vitamine K Dépendantes) leur est attribué, associé a leur
numéro de dossier Clovis (logiciel informatique de gestion des données des animaux au sein
des cliniques de VetAgro Sup). Une lettre d’information est fournie au propriétaire de I'animal
puis un consentement éclairé pour signature et un questionnaire a propos de I'animal et de
son mode de vie afin de recueillir une anamnése. Un examen clinique complet est réalisé au
cours de la consultation, en amont de la réalisation du prélévement sanguin. Les prises de
sang sont effectuées par des étudiants vétérinaires formés a la réalisation de cet acte, sous la
supervision d’un vétérinaire diplomé ; ou directement par un vétérinaire diplomé.

Les sites des ponctions veineuses correspondent aux veines jugulaires et la quantité de
sang prélevé doit permettre de remplir pour chaque chien : un tube citraté de 3,6mL, un tube
hépariné de 3,6mL et un tube EDTA de 1mL (cités dans |'ordre de priorité de prélevement),
soit un volume maximum a prélever de 9mL par chien. On notera que le tube hépariné est mis
a l'abri de la lumiére immédiatement apres le prélevement, de maniere a éviter une
détérioration de la vitamine K photosensible.

Les tubes citraté et hépariné prélevés sont ensuite centrifugés (5min a 5 000 tours/min)

dans les 4 heures post-prélévement. Une partie des plasmas ainsi obtenus est utilisée pour la
réalisation des analyses biochimiques (urée, créatinine, PAL, ALAT, protéines totales,
albumine, bilirubine, calcium total et phosphate) et des temps de coagulation (TQ, TCA). Le
plasma restant est aliqguoté en suivant les protocoles indiqués dans I'annexe 4 puis congelé a
-80°C en attendant d’étre utilisé pour la réalisation des dosages des facteurs de coagulation
vitamine K dépendants.
Le sang prélevé sur tube EDTA est quant a lui utilisé pour réaliser une numération formule
sanguine (associé a un frottis sanguin en cas d’anomalie). Puis le sang total restant est aliquoté
et congelé a -80°C (annexe 4) pour la réalisation d’analyses génétiques dans le cadre d’'une
autre étude. L'ensemble de ces analyses hémato-biochimiques ont pour but de confirmer le
statut sain de I'animal prélevé.

3. Matériel de dosage des facteurs de coagulation vitamine K dépendants :

Le dosage des facteurs de coagulation I, VII, IX et X est réalisé a I'aide d’'un automate
Konelab 20 Thermo Scientific (Thermofisher, France) par méthode chromogénique. D’autre
part, il a été utilisé pour effectuer ces dosages des kits de réactifs Hyphen BioMed : Biophen
CS-01 (38), Biophen Factor VII, Biophen Factor IX, Thrombin chromogenic substrat Biophen
Factor X, et Biophen Plasma Calibrator.

C. Méthode:

1. Principes de dosage des facteurs de coagulation vitamine K dépendants chez le
chien et méthodes de validation :

Afin de déterminer les protocoles de dosage des facteurs de coagulation vitamine K
dépendants chez le chien, nous nous sommes appuyés au sein de cette étude sur les
protocoles de dosage existants en médecine humaine (annexe 5). Ces derniers sont des
protocoles qui ont été établis par le laboratoire Hyphen BioMed dans un cadre de recherche
uniqguement (et non diagnostic).
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lIs se basent sur des méthodes chromogéniques de détermination in vitro de I'activité des
facteurs dosés, a partir de plasmas humains citratés ; le tout réalisé soit de maniere manuelle,
soit a I'aide d’'un automate Konelab 20. C'est donc a partir des protocoles de dosage humains
automatisés préexistants que nous avons travaillé pour déterminer des protocoles de dosage
adaptés aux chiens. Le principe des dosages de chaque facteur vitamine K dépendant, ainsi
gue la méthode mise en place pour valider les protocoles de dosage de ces mémes facteurs
chez le chien, sont détaillés ci-dessous.

i. Principe du dosage du facteur Il de la coagulation :

Le dosage du facteur Il de la coagulation se base sur le principe suivant : I’échantillon de
plasma citraté est mis en présence avec du venin de serpent Echis carinatus (PT1) qui
déclenche I'activation du facteur Il en facteur Il activé. Puis un substrat chromogénique
spécifique de la thrombine (PT2) est ajouté a la réaction. Il est hydrolysé par le facteur Il activé
ce qui déclenche la libération d’un groupement chromophore, la para-nitroaniline (pNA).
Cette derniére est alors mesurée par densité optique (DO) a la longueur d’onde de 405
nanomeétres (nm) (figure 10). Le taux de facteur Il est ainsi proportionnel a celui du facteur Il
activé qui lui-méme est proportionnel a la quantité de pNA libérée et déterminée a 405nm.

PT1

Fll b Flla
Prothrombine "| Thrombine

PT2 ’ pPNA

Figure 10 : Schéma simplifié de la réaction de dosage du facteur Il de la coagulation.
On notera que, dans le cadre de notre étude, les réactions mises en jeu lors de ce dosage sont
directes et ne nécessitent donc pas d’interaction entre des protéines d’origine humaine et des

protéines d’origine canine.

ji. Principe du dosage du facteur VIl de la coagulation :

Le dosage du facteur VII de la coagulation se base sur le principe suivant : I’échantillon de
plasma citraté est mis en présence avec de la thromboplastine (de lapin) calcique (R2) puis de
facteur X humain (R1) en exces. Le facteur VIl contenu dans |"échantillon forme alors un
complexe enzymatique avec la thromboplastine ([FVII-R2]), le calcium et des phospholipides,
ce qui permet I'activation du facteur X humain en facteur X activé. Un substrat spécifique du
facteur X activé (SXa-11) est ensuite ajouté a la réaction. Il est clivé par le facteur X activé
formé précédemment, libérant de la pNA. Cette derniére est ensuite mesurée par densité
optique a la longueur d’onde de 405nm (figure 11). Le taux de facteur VIl présent dans le
plasma a doser est ainsi proportionnel a celui du facteur X activé, qui est lui-méme
proportionnel a la quantité de pNA libérée et déterminée a 405nm.
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Figure 11 : Schéma simplifié de la réaction de dosage du facteur VIl de la coagulation.
On notera que, dans le cadre de cette étude, les réactions mises en jeu lors de ce dosage ne
sont pas directes et nécessitent donc des interactions entre des protéines d’origine humaine

et des protéines d’origine canine.

jii. Principe du dosage du facteur IX de la coagulation :

Le dosage du facteur IX de la coagulation se base sur le principe suivant : I'échantillon de
plasma citraté est mis en présence avec de la thrombine, des phospholipides, du calcium et
du facteur XI humain activé, I'ensemble constituant le réactif R1. Puis il est mis en présence
de facteur VIII:C et de facteur X humains, contenus dans le réactif R2. R1 et R2 sont apportés
en exceés et de maniere constante, rendant le facteur IX de I'’échantillon limitant pour la
réaction. Le facteur XI activé permet I'activation du facteur IX de I’échantillon en facteur IX
activé. Ce dernier forme alors un complexe avec le facteur VIII:C activé par la thrombine, les
phospholipides et le calcium ([FIXa-VII :C-phospholipides-Ca2+]). Ce complexe permet a son
tour I'activation du facteur X humain en facteur X activé. Le SXa-11 est alors ajoutée a la
réaction. Le facteur X activé clive ce substrat chromogéne ce qui entraine la libération de pNA.
Cette derniére est ensuite mesurée par densité optique a la longueur d’onde de 405nm (figure
12). Le taux de facteur IX présent dans le plasma a doser est ainsi proportionnel a celui du
facteur X activé, qui est lui-méme proportionnel a la quantité de pNA libérée et déterminée a
405nm.

FXla

FIX Y FIXa + VIII :C + phospholipides + Ca**

.
[FIXa-Vill :C-phospholipides-Ca**]

FX humain > FXa

SXa-11 y pNA

4

Figure 12 : Schéma simplifié de la réaction de dosage du facteur IX de la coagulation.
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On notera que, dans le cadre de cette étude, les réactions mises en jeu lors de ce dosage ne
sont pas directes et nécessiteront donc des interactions entre des protéines d’origine humaine
et des protéines d’origine canine.

iv. Principe du dosage du facteur X de la coagulation :

Le dosage du facteur X de la coagulation se base sur le principe suivant : I'échantillon de
plasma citraté est mis en présence avec du venin de vipere de Russell (R2). Cette derniere
permet |'activation du facteur X de I’échantillon en facteur X activé. Du SXa-11 (R1) est ensuite
ajouté a la réaction. Le facteur X activé clive ce substrat chromogene ce qui entraine la
libération de pNA. Cette derniere est ensuite mesurée par densité optique a la longueur
d’onde de 405nm (figure 13). Le taux de facteur X présent dans le plasma a doser est ainsi
proportionnel a celui du facteur X activé, qui est lui-méme proportionnel a la quantité de pNA
libérée et déterminée a 405nm.

FX > FXa

SXa-11 pNA

Figure 13 : Schéma simplifié de la réaction de dosage du facteur X de la coagulation.

On notera que, dans le cadre de cette étude, les réactions mises en jeu lors de ce dosage sont
directes et ne nécessiteront donc pas d’interaction entre des protéines d’origine humaine et
des protéines d’origine canine.

2. Méthode de validation des dosages des facteurs de coagulation vitamine K
dépendants chez le chien :

Afin de réaliser la validation d’'une méthode de dosage des facteurs de coagulation
vitamine K dépendant chez le chien, et ce a partir des protocoles humains préexistants, nous
avons procédé comme suit :

e Linéarité des dosages :

Afin de contréler la linéarité des méthodes de dosage des différents facteurs, nous
avons réalisé pour chacun d’entre eux des gammes de dilution de plasmas citratés des chiens
« Validation » puis I'application d’une régression linéaire a partir des résultats obtenus. Les
gammes de dilution s’étendaient de I’échantillon pur a I’échantillon dilué au 1/100%™¢ pour le
facteur Il ; de I’échantillon dilué au 1/200°™¢ 3 I'échantillon dilué au 1/6400°™¢ pour le facteur
VIl ; de I’échantillon pur a I’échantillon dilué au 1/640%™ pour le facteur IX ; et de I’échantillon
pur a I’échantillon dilué au 1/20%™e pour le facteur X.
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Les dosages ont été réalisés en cinétique et/ou en point final selon les facteurs, afin de
déterminer la méthode de dosage la plus sensible et la plus linéaire. A partir des résultats
obtenus durant cette phase de validation, les protocoles de dosage des facteurs vitamine K
dépendants chez le chien ont été établis.

e Gammes d’étalonnage :

Afin de s’assurer que la dilution choisie pour le dosage de chaque facteur lors de la
premiere phase de validation puisse étre controlée par une gamme étalon humaine, nous
avons ensuite réalisé des gammes d’étalonnage pour chaque facteur a partir du Plasma
Calibrator Biophen humain et selon les protocoles indiqués par le laboratoire Hyphen BioMed.
Des équivalences de pourcentage d’activité entre les facteurs vitamine K dépendants humains
et ceux des chiens « Validation » dosés ont ainsi pu étre déterminées et les dilutions de dosage
des échantillons confirmées ou éventuellement modifiées.

e Répétabilité, reproductibilité et stabilité avec influence des conditions de

conservation :

Apreés les deux premiéres phases de validation, la répétabilité et la reproductibilité des
méthodes de dosage des facteur Il, VII, IX et X; ainsi que l'influence des conditions de
conservation des plasmas citratés des chiens « Validation » ont été testés, afin de déterminer
la précision des méthodes de dosage. Pour cela ont été effectués :

o Pour la reproductibilité : dosages en duplicata de 5 échantillons a plusieurs jours
d’intervalle.
o Pour la stabilité avec influence des conditions de conservation : dosage en duplicata a

5 jours d’intervalle de 5 échantillons conservés entre 2 et 8 °C aprés 1°®

décongélation ; dosages en duplicata de 5 échantillons aprés un cycle 1°¢

décongélation-recongélation-2m¢ décongélation.
o Pour la répétabilité : dosages en duplicata d’un échantillon 5 fois le méme jour.

3. Etablissement des valeurs de référence chez le chien:

Les dosages des facteurs de coagulation vitamine K dépendants sur des plasmas citratés
des chiens « Ref » ont été réalisés a partir des protocoles de dosage mis en place chez le chien
lors de la phase de validation. Chaque échantillon a été dilué selon le protocole de dosage
correspondant au facteur d’intérét puis dosé en duplicata. Suite au dosage de I'ensemble des
échantillons « Ref » des facteurs I, VII, IX et X, des tests statistiques ont été effectués pour
évaluer la distribution des valeurs obtenues, puis déterminer les intervalles de confiance pour
chacun des facteurs de coagulation vitamine K dépendant chez le chien. Une évaluation de la
distribution des valeurs en fonction du sexe des chiens « Ref » est aussi effectuée pour
I'ensemble des facteurs dosés, afin de déterminer si le sexe influence le taux d’activité des
facteurs de coagulation vitamine K dépendants chez le chien.
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4. Approche de l'intérét clinigue du dosage des facteurs de coagulation vitamine K
dépendants chez le chien :

Afin de réaliser une premiere approche de l'intérét clinique du dosage des facteurs de
coagulation vitamine K dépendants chez le chien, 6 échantillons issus de la population chiens
« AVK », 13 échantillons issus de la population chiens « Lepto » et 7 échantillons issus de la
population chiens « IRC » ont été dosés a I'aide des protocoles de dosage mis en place chez le
chien lors de la phase de validation des méthodes de dosage des facteurs I, VI, IX et X. Chaque
échantillon a été dilué selon le protocole de dosage correspondant au facteur d’intérét puis
dosés en duplicata. Les résultats obtenus ont ensuite été comparés a ceux des échantillons
issus de la population chiens « Ref », de maniéere a évaluer l'intérét clinique du dosage des
facteurs de coagulation vitamine K dépendants chez le chien dans des contextes
pathologiques.

[Il.  Résultats :

A. Validation des méthodes de dosage des facteurs vitamine K dépendant chez le
chien :

1. Linéarité :

i. Résultats de linéarité pour le facteur Il :

Le dosage en point final aprés 5min d’incubation d’une gamme de dilution s’étendant de
I’échantillon pur a I’échantillon dilué au 1/100°™¢ a permis d’obtenir pour le facteur Il les
résultats indiqués dans le tableau Il et sur la figure 14 :

Tableau Il : Résultats des dosages de la gamme de dilution du facteur Il en point final apres
5min d’incubation, aprés adaptation du protocole humain Hyphen Biomed.

Dilutions du plasma Absorbance a 405
citraté CN nm en point final
« Validation »
1 1,244
0,2 0,957
0,04 0,87
0,02 0,853

Dilutions du plasma Absorbance a 405

humain nm en point final
1 1,557
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La droite de régression linéaire obtenue a partir des résultats de dosage de la gamme de
dilution du facteur Il en point final est la suivante :

1,8

1,6

1,4
€ 12
c
§ 1 =
.o 0,8
8 0,6

0,4 1

y = 0,3939x + 0,8546
0,2 R?=0,9932
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Dilution de I'échantillon

Figure 14 : Droite de régression linéaire a partir des résultats du dosage du facteur Il en point
final.

Il apparait que la linéarité est tres satisfaisante pour le dosage en point final du facteur Il,
le coefficient de détermination étant de 0,9932. Ainsi, pour la suite de la validation des
méthodes de dosage, il est décidé de doser le facteur Il a partir d’une dilution de I’échantillon
de plasma citraté de chien au 1/20°™¢, aprés un temps d’incubation de 5min suite a I'ajout de
I’ensemble des réactifs, via la méthode en point final.

ji. Résultats de linéarité pour le facteur X :

Le dosage en point final aprés 4min d’incubation d’'une gamme de dilution s’étendant de
I’échantillon pur a I’échantillon dilué au 1/20™¢ a permis d’obtenir pour le facteur X les
résultats indiqués dans le tableau Il et sur la figure 15 :

Tableau Il : Résultats des dosages de la gamme de dilution du facteur X en point final apres
4min d’incubation, apres adaptation du protocole humain Hyphen Biophen.
Dilutions du plasma Absorbance a 405nm en point

citraté CN final
« Validation »
1 2,214
0,2 0,651
0,1 0,300
0,05 0,179

Dilution du plasma Absorbance a 405nm en point

humain final

0,1 0,197

69



La droite de régression linéaire obtenue a partir des résultats de dosage de la gamme de
dilution du facteur X en point final est la suivante :

2,5

2
E
& 15
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05 y = 2,1019x + 0,1266
R*=0,9943
0
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Dilutions de I'échantillon

Figure 15 : Droite de régression linéaire a partir des résultats du dosage du facteur X en point
final.

Il apparait que la linéarité est tres satisfaisante pour le dosage du facteur X en point final,
le coefficient de détermination étant de 0,9943. Ainsi, pour la suite de la validation des
méthodes de dosage, il est décidé de doser le facteur X a partir d’une dilution de I’échantillon
de plasma citraté de chien au 1/10°™, aprés un temps d’incubation de 4min suite a I'ajout de
I’ensemble des réactifs, via la méthode en point final.

jii. Résultats de linéarité pour le facteur VIl :

Le dosage de la gamme de dilution (1/800°™¢ au 1/6400°™¢) du facteur VIl a été réalisée
en cinétique et en point final. En raison des possibles difficultés d’interactions entre les
protéines d’origine humaine et les protéines d’origine canine, il a en effet été jugé intéressant
de tester ces deux méthodes de dosage, afin de déterminer laquelle des deux serait la plus
linéaire et la plus sensible. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau IV et sur les
figures 16 et 17 :

Tableau IV : Résultats des dosages de la gamme de dilution du facteur VIl en cinétique aprés
9min d’incubation ; et en point final apres 4min d’incubation aprés adaptation du protocole
humain Hyphen Biomed.

Dilutions du plasma Coefficient directeur Absorbance a 405nm en point
citraté CN (DO/activité relative) a 405nm final
« Validation » en cinétique
0,0050 0,322 1,285
0,0025 0,313 1,227
0,0013 0,288 1,084
0,0006 0,239 0,869
0,0003 0,173 0,615

Dilution du plasma  Coefficient directeur a 405 nm  Absorbance a 405 nm en point

humain en cinétique final
0,001 0,166 0,570
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Les droites de régression linéaire obtenues a partir des résultats de dosage de la
gamme de dilution du facteur VIl en cinétique sont les suivantes :

Graphique n® 1 Graphique n° 2
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Figure 16 : Graphique n°1 : droite de régression a partir des résultats du dosage du facteur VIl
en cinétique ; Graphique n°2: droite de régression aprés modification en variable
logarithmique ; Graphique n°3: droite de régression en variable logarithmique apres
suppression de la dilution au 1/200.
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Les droites de régression linéaire obtenues a partir des résultats de dosage de la
gamme de dilution du facteur VIl en point final sont les suivantes :

Graphique n°1 Graphique n°2
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Figure 17 : Graphique n°1 : droite de régression a partir des résultats du dosage du facteur VIl
en point final ; Graphique n°2: droite de régression apres modification en variable
logarithmique ; Graphique n°3: droite de régression en variable logarithmique apres
suppression de la dilution au 1/200.

Les « graphiques n°1 » montrent que les dosages en cinétique et en point final ne
permettent pas d’obtenir une linéarité convenable de la méthode, avec des coefficients de
détermination respectivement de 0.5954 et 0.6610. Ces résultats pourraient s’expliquer par
des défauts d’interactions entre les protéines d’origine humaine et les protéines d’origine
canine mises en jeu lors des différentes étapes du dosage. Une transformation des variables
en échelle logarithmique a donc été réalisée, pour les deux méthodes de dosage. De cette
maniére, une linéarité est obtenue en cinétique comme en point final, avec des coefficients
de détermination variant respectivement de 0,9365 a 0,9766, et de 0,9659 a 0,9919 (selon
que le résultat pour la dilution au 1/200 soit conservé ou non). Les résultats ainsi obtenus sont
meilleurs dans le cas du dosage en point final, avec également une sensibilité analytique plus
grande et un éventail de mesures plus important. La méthode de dosage du facteur VIl de la
coagulation mise en place chez le chien est donc linéaire en utilisant une transformation
logarithmique ; les meilleurs résultats étant obtenus via la méthode de dosage en point final.

Ainsi, pour la suite de la validation des méthodes de dosage, il est décidé de doser le
facteur VIl a partir d’une dilution de I’échantillon de plasma citraté de chien au 1/800%™¢, aprés
un temps d’incubation de 4min suite a I'ajout de I'ensemble des réactifs via la méthode en
point final.
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iv. Résultats de linéarité pour le facteur IX :

Pour les mémes raisons que pour le facteur VII, le dosage de la gamme de dilution (1/40%™e
au 1/640°™¢) du FIX a été réalisé en méthodes cinétique et point final. Les résultats obtenus
lors de la premiéere phase de validation de la méthode de dosage du facteur IX de la
coagulation chez le chien sont indiqués dans le tableau V et sur les figures 18 et 19 :

Tableau V : Résultats des dosages de la gamme de dilution du facteur IX en cinétique aprés
2min d’incubation ; et en point final aprés 1min d’incubation, aprés adaptation du protocole
humain Hyphen BioMed.

Dilutions du plasma Coefficient (DO/activité Absorbance a 405nm en point
citraté CN relative) directeur a 405nm en final
« Validation » cinétique
0,025 0,504 0,897
0,013 0,412 0,662
0,006 0,273 0,502
0,003 0,195 0,308
0,002 0,118 0,200
0,025 0,504 0,897

Les droites de régression linéaire obtenues a partir des résultats de dosage de la
gamme de dilution du facteur IX en cinétique sont les suivantes :
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Figure 18 : Graphique n°1 : droite de régression a partir des résultats du dosage du facteur IX
en cinétique ; Graphique n°2: droite de régression aprés modification en variable
logarithmique.
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Les droites de régression linéaire obtenues a partir des résultats de dosage de la gamme de
dilution du facteur IX en point final sont les suivantes :
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Figure 19 : Graphique n°1 : droite de régression a partir des résultats du dosage du facteur IX
en point final ; Graphique n°2: droite de régression aprés modification en variable
logarithmique.

A l'image des résultats précédemment obtenus pour le facteur VII, les « graphique
n°l » montrent une linéarité peu satisfaisante pour le facteur IX, en cinétique comme en point
final, avec des coefficients de détermination respectivement de 0,9028 et 0,9595. Ces
résultats de qualité moyenne pourraient avoir la méme explication que celle avancée pour le
dosage du facteur VII. Une transformation en variables logarithmiques est donc a nouveau
réalisée pour les deux méthodes de dosage. Une linéarité est alors obtenue, avec des
coefficients de détermination de 0,9876 en cinétique et de 0,9869 en point final.

La méthode de dosage du facteur IX de la coagulation mise en place chez le chien est donc
linéaire en utilisant une transformation logarithmique ; les résultats obtenus sont tres
légerement meilleurs via la méthode de dosage en cinétique.

Ainsi pour la suite de la validation des méthodes de dosage, il est décidé de doser le facteur
IX & partir d’'une dilution de I’échantillon de plasma citraté de chien au 1/10°™¢, aprés un temps
d’incubation de 1min suite a I'ajout de I'ensemble des réactifs via la méthode en point final
(de maniere a conserver une méthode de dosage identique a celles utilisées pour I'ensemble
des autres facteurs, la différence infime de résultats précédemment citée le permettant).

2. Gammes d’étalonnage :

Les courbes d’étalonnage obtenues pour les facteurs de coagulation vitamine K
dépendants apres avoir réalisé des gammes d’étalonnage avec le Plasma Calibrator Biophen
humain selon les protocoles proposés par Hyphen BioMed, sont présentées sur la figure 20 :
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Figure 20: Graphique n°1: courbe d’étalonnage du facteur Il ; Graphique n°2 : courbe
d’étalonnage du facteur VIl ; Graphique n°3 : courbe d’étalonnage du facteur IX; Graphique
n°4 : courbe d’étalonnage du facteur X.

Grace aux résultats de dosage aux dilutions définies précédemment des 25 échantillons de
plasmas citratés de chiens « Validation », les équivalences d’activité entre les facteurs chez le
chien et les facteurs chez ’hommes sont telles que :

o Pour le facteur Il : il est déterminé que I'activité moyenne du facteur Il chez le chien
représente 82,18% de l'activité du facteur Il chez 'homme. Ainsi, les résultats de
dosage du facteur Il chez le chien a la dilution de 1/20%™¢ peuvent étre contrdlés par
notre gamme étalon humaine. La dilution de dosage précitée est donc validée.

o Pourle facteur VIl : il est déterminé que I'activité moyenne du facteur VIl chez le chien
représente 241,63% de I'activité du facteur VII chez 'homme. Ainsi, les résultats de
dosage du facteur VIl chez le chien a la dilution de 1/800%™ ne peuvent étre controlés
par notre gamme étalon humaine, car ils sont dans les valeurs hautes de la courbe
d’étalonnage voire en dehors. La dilution de dosage précitée a donc été modifiée : une
dilution au 1/1000%™¢ est utilisée par la suite.

o Pour le facteur IX : il est déterminé que I'activité moyenne du facteur IX chez le chien
représente 48,43% de l'activité du facteur IX chez I'lhomme. Ainsi, les résultats de
dosage du facteur IX chez le chien a la dilution de 1/10°™ ne peuvent é&tre
convenablement contrb6lés par notre gamme étalon humaine, car ils sont dans les
valeurs basses de la courbe d’étalonnage. La dilution de dosage précitée a donc été
modifiée : une dilution au 1/5%™¢ est utilisée par la suite.

75



o Pour le facteur X : il est déterminé que I'activité moyenne du facteur Il chez le chien
représente 135,08% de I'activité du facteur X chez ’lhomme. Ainsi, les résultats de
dosage du facteur X chez le chien a la dilution de 1/10%™¢ peuvent étre contrdlés par
notre gamme étalon humaine. La dilution de dosage précitée est donc validée.

3. Reproductibilité :

Les résultats obtenus lors de I'étude de reproductibilité des dosages des facteurs Il, VIl et
X a partir de 5 échantillons issus de la population chiens « Validation » sont présentés dans le
tableau VI :

Tableau VI : Reproductibilité des dosages de 5 échantillons de chiens « Validation », pour les
facteurs I, VIl et X.
Validation- Validation- Validation  Validation Validation Moyenne

006 007 -008 -009 -010 CV (%)
Facteur Il \
Moyenne

(% Humain)
SD 7,82 3,51 3,93 16,99 111,80
CV (%) 6,81 3,00 2,59 12,28 57,21

16,38/6,17*

Facteur VII \
Moyenne
(% Humain)

SD 9,40 0,82 2,00 5,25 5,86
CV (%)

Facteur X

Moyenne 238,11 197,01
(% Humain)
SD 8,57 5,01 3,11 13,56 3,70
CV (%) 3,60 2,54 1,29 6,16 1,60

*La premiere valeur chiffrée correspond a la moyenne des CV calculée en prenant en compte la valeur
extréme du chien « Validation-010 » ; la seconde correspond a la moyenne des CV calculée sans
prendre en compte la valeur extréme du chien « Validation-010 ».

Les coefficients de variation varient en moyenne entre 2,99 % et 16,38 %. Il semblerait
gue la méthode de dosage du facteur Il présente une précision plus faible (CV = 16.38 % avec
conservation de la valeur extréme du chien « Validation-010 » ; 6,17 % sans cette valeur)
comparée a celles des facteurs VIl et X. On notera qu’un écueil analytique a pu étre rencontré,
sans étre identifié, durant le dosage du facteur Il pour le chien « Validation-010 ». Toutefois,
un coefficient de variation de 10 a 15% étant généralement accepté, on considere que les
méthodes de dosage définies plus tot sont reproductibles chez le chien, pour les facteurs
testés.
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Le test de reproductibilité n’a pas été réalisé pour le facteur IX. Un complément de dosage est
actuellement en cours pour déterminer si la méthode de dosage du facteur IX est elle aussi
reproductible.

4. Stabilité des facteurs au sein du plasma et effets des conditions de conservation :

Les résultats obtenus lors de I’étude de stabilité des facteurs de coagulation vitamine K
dépendants au sein du plasma citraté de chien avec influence des conditions de conservation
sont présentés dans les tableaux VIl et IX :

Tableau VII : Stabilité des facteurs Il, VIl et X au sein du plasma citraté de chien aprés 1°
décongélation puis conservation 5 jours entre 2 et 8 °C.
Validation- | Validation- | Validation- @ Validation- Validation- | Moyenne

006 007 009

Facteur |
Moyenne
(% Humain)

SD 9,96 3,09 0,83 7,61 8,58
CV (%)

Facteur VI
Moyenne
(% Humain)
SD 0 0 0,40 0,67 0,78

CV (%) 0 0 0,18 0,73 0,49
Facteur X
Moyenne

% Humain
(% H )
SD 9,31 1,18 4,33 11,96 1,91
CV (%) 3,96 0,61 1,80 5,58 0,83

Concernant la stabilité des facteurs dosés aprés une 1 décongélation puis une
conservation entre 2 et 8°C pendant 5 jours, les coefficients de variation moyens varient de
0,28 a 12,78%. Un coefficient de variation de 10 a 15% étant généralement accepté, on
considere que les facteurs Il, VIl et X présentent une stabilité satisfaisante dans ces conditions.
On notera malgré tout que le facteur VIl présente une meilleure stabilité au sein du plasma
citraté de chien dans les conditions définies que le facteur Il, lui-méme présentant une
meilleure stabilité que le facteur X. La stabilité du facteur IX n’a pas été testée dans ces
conditions de conservation.
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Tableau VIII : Stabilité du facteur VII au sein du plasma citraté de chien aprés un cycle de 1¢©
décongélation-recongélation-2¢™¢ décongélation.
Validation- | Validation | Validation @ Validation Validation | Moyenne

011 -012 -013 -014 -015 CV (%)

Facteur VI

Moyenne
(% Humain)
SD 14,89 8,90 37,27 25,79 32,00 ‘
CV (%) 6,22 3,51 14,94 10,21 12,83

Concernant la stabilité du facteur VII au sein du plasma citraté de chien aprés un cycle
de 1% décongélation-recongélation-2me décongélation, le coefficient de variation moyen est
égal 2 9,54%. Un coefficient de variation de 10 a 15% étant généralement accepté, on pourrait
considérer que le facteur VII présente une stabilité satisfaisante dans les conditions définies.
Toutefois, en comparaison des résultats obtenus pour les conditions de conservation entre 2
et 8°C (tableau VIII), il apparait que la stabilité est non négligemment impactée lorsque le
plasma citraté de chien est soumis a un cycle de décongélation-recongélation-décongélation.
La stabilité des facteurs I, IX et X n’a pas été testée dans ces conditions de conservation.

5. Répétabilité :

Les résultats obtenus lors de I'étude de répétabilité des dosages des différents facteurs de
coagulation vitamine K dépendants a partir d’un échantillon issu de la population chiens
« sains » sont présentés dans le tableau IX :

Tableau IX : Résultats du test de répétabilité du dosage d’un échantillon de chien « Sains », pour
le facteur X.
Facteur X \ Validation-001

Moyenne
(% Humain) 160,50
SD 13,83
CV (%) 8,61

Le coefficient de variation du test de répétabilité appliqué au facteur X est de 8,61%.
Un coefficient de variation de 10 a 15% étant généralement accepté, on considéere que la
méthode de dosage du facteur X est répétable chez le chien.
Les tests de répétabilité n’ont pas été réalisé pour les facteurs Il, VIl et IX. Un complément de
dosage est actuellement en cours pour déterminer si les méthodes de dosage de ces facteurs
sont également répétables.

78



6. Protocoles de dosages des facteurs de coagulation vitamine K dépendants validés chez
le chien :

i. Protocole de dosage du facteur Il :

Ainsi, aprées validation, le protocole de dosage du facteur Il de la coagulation chez le chien est
tel que (tab. X et XI) :
e Préparation des réactifs :

Tableau X : Protocole de préparation des réactifs utilisés lors du dosage du facteur Il de la
coagulation chez le chien.

PT1: venin de serpent Echis | 50uL de venin de serpent Echis carinatus
carinatus dilué au 1/100%™¢ +

5mL de tampon facteur X dilué au 1/10%™e

PT2 : substrat chromogénique | 25mg de substrat chromogénique spécifique de la
spécifique de la thrombine | thrombine

(BIOPHEN (€S-01(38)) a la |+

concentration de 5mg/mL 5mL d’eau distillée

On notera, qu’une fois reconstitué, le réactif PT2 se conserve 7 jours a température
ambiante et 3 mois entre 2 et 8°C. Il ne peut étre congelé.

e Préparation des plasmas citratés de chien :

Diluer chaque plasma citraté de chien a doser au 1/20°™e,

e Mode opératoire :

Tableau XI : Mode opératoire du protocole de dosage en point d’arrét du facteur Il de la
coagulation.

PT1 162ulL
Echantillon dilué au 1/20°™¢ S5uL
Incubation 37°C pendant 5min
PT2 10pL
Incubation 37°C pendant 5min
Acide acétique 20% 50uL
Mesure Lecture DO a 405nm

On notera que I'acide acétique est utilisé ici pour mettre fin a la réaction de dosage. Le facteur
Il de la coagulation est donc dosé par une méthode en point d’arrét chez le chien.

ji. Protocole de dosage du facteur VIl :

Ainsi, apres validation, le protocole de dosage du facteur VIl de la coagulation chez le chien
est tel que (tab. XIl et XIII) :
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e Préparation des réactifs :

Tableau XIl : Protocole de préparation des réactifs utilisés lors du dosage du facteur VIl de la
coagulation chez le chien.

R1: FX humain Reconstituer le réactif avec exactement 4mL
d’eau distillée
+
Laisser stabiliser 30min a température
ambiante
R2: Thromboplastine calcique de | Reconstituer le réactif avec exactement 2mL
lapin d’eau distillée
+
Laisser stabiliser 30min a température
ambiante
R3 : Substrat chromogeéne spécfique | Reconstituer le réactif avec exactement 4mL
du facteur X activé (SXa-11) d’eau distillée
+
Laisser stabiliser 30min a température
ambiante
R4 : Tampon Tris-BSA Réactif prét a I'emploi, pour réaliser les
dilutions des plasmas a doser

On notera qu’une fois reconstitués les réactifs se conservent :
-R1 et R2 : 48h entre 2 et 8°C. lls ne peuvent pas étre congelés.
-R3 : 3 mois entre 2 et 8°C. Il ne peut pas étre congelé.

e Préparation des plasmas citratés de chien :

\ Diluer chaque plasma citraté de chien a doser au 1/100°™e,

e Mode opératoire :

Tableau XIll : Mode opératoire du protocole de dosage en point d’arrét du facteur VIl de la

coagulation.
R2 30puL
Incubation 37°C pendant 1min
Echantillon dilué au 1/1000%™ 30uL
R1 60uL
Incubation 37°C pendant 7min
R3 60uL
Incubation 37°C pendant 4min
Acide acétique 20% 60uL
Mesure Lecture DO a 405nm

On notera que I'acide acétique est utilisé ici pour mettre fin a la réaction de dosage. Le facteur
VIl de la coagulation est donc dosé par une méthode en point d’arrét chez le chien.
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jii. Protocole de dosage du facteur IX :

Ainsi, apres adaptation du protocole Hyphen BioMed humain, le protocole de dosage du
facteur IX de la coagulation chez le chien est tel que (tab. XIV et XV) :
e Préparation des réactifs :

Tableau XIV : Protocole de préparation des réactifs utilisés lors du dosage du facteur IX de la
coagulation chez le chien.

R1 : Facteur X humain + Facteur Reconstituer avec exactement 2,5mL d’eau
VIII:C distillée
+
Laisser stabiliser 30min a température
ambiante

R2 : facteur Xl activé + thrombine + | Reconstituer avec exactement 2,5mL d’eau
calcium + phospholipides distillée

+

Laisser stabiliser 30min a température
ambiante

R3:SXa-11 Reconstituer avec exactement 2,5mL d’eau
distillée

+

Laisser stabiliser 30min a température
ambiante

R4 : Tampon Tris-BSA Réactif prét a 'emploi, pour réaliser les
dilutions des plasmas a doser

On notera qu’une fois reconstitués les réactifs se conservent :

-R1 et R2 : 24h entre 2 et 8°C ; 2 mois a -20°C au moins.

-R3 : 1 mois entre 2 et 8°C ; 2 mois a -20°C au moins.

e Préparation des plasmas citratés de chien :

] Diluer chaque plasma citraté de chien a doser au 1/5%™e,

e Mode opératoire :

Tableau XV : Mode opératoire du protocole de dosage en point d’arrét du facteur IX de la

coagulation.

R1 30uL

Echantillon dilué au 1/5%™¢ 30uL

R2 30uL

Incubation 37°C pendant 3min

R3 30pL (pré-incubation a 37°C)
Incubation 37°C pendant 1min
Acide acétique 20% 50uL

Mesure Lecture DO a 405nm

On notera que I'acide acétique est utilisé ici pour mettre fin a la réaction de dosage. Le facteur
IX de la coagulation est donc dosé par une méthode en point d’arrét chez le chien.
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iv. Protocole de dosage du facteur X :

Ainsi, aprés validation, le protocole de dosage du facteur X de la coagulation chez le chien
est tel que :
e Préparation des réactifs :

Tableau XVI : Protocole de préparation des réactifs utilisés lors du dosage du facteur X de la
coagulation chez le chien.

R1:SXa-11 Reconstituer avec exactement 2,5mL d’eau
distillée

+

Laisser stabiliser 30min a température
ambiante

R2 : Venin de vipére de Russell Reconstituer avec exactement 2,5mL d’eau
distillée

+

Laisser stabiliser 30min a température
ambiante

R3 : Tampon Tris-NaCl Prét a I'emploi, pour réaliser les dilutions
des plasmas a doser

On notera qu’une fois reconstitués les réactifs se conservent :
-R1: 1 mois entre 2 et 8°C ; 1 mois a -20°C au moins.
-R2 : 1 semaine entre 2 et 8°C ; 1 mois a -20°C au moins.
-R3: 3 semaines entre 2 et 8°C.
e Préparation des plasmas citratés de chien :

Diluer chaque plasma citraté de chien a doser au 1/108™e,

e Mode opératoire :

Tableau XVII : Mode opératoire du protocole de dosage en point d’arrét du facteur X de la

coagulation.
Echantillon dilué au 1/10°™¢ 35uL
Incubation 37°C pendant 1min
R1 35ulL
Incubation 37°C pendant 2min
R2 35ulL
Incubation 37°C pendant 4min
Mesure Lecture DO a 405nm

On notera que le réactif R2 est utilisé ici pour mettre fin a la réaction de dosage. Le facteur X
de la coagulation est donc dosé par une méthode en point d’arrét chez le chien.
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B. Etablissement des valeurs de référence chez le chien :

1. La population de chiens « Ref » étudiée :

Au total, cette étude a permis de recueillir 119 échantillons sanguins de chiens « Ref »
sains au regard des résultats des analyses hémato-biochimiques effectuées. Parmi eux, 10 ont
d( étre exclus de I’étude en raison de la quantité insuffisante de sang prélevé pour mener a
bien I'ensemble des dosages des quatre facteurs de coagulation vitamine K dépendants ou de
la présence de caillots sanguins dans les tubes de prélevement. Ainsi, les dosages pour
I’établissement des valeurs de référence chez le chien ont été réalisés a partir de 109
échantillons sanguins de chiens « Ref » sains.

D’un point de vu statistiques, les caractéristiques de sexe, age et poids de cette population
sont telles que :

64 (59%)

O Femelles M Males

Figure 21 : Répartition de la population des chiens « Ref » en fonction du sexe.

Parmi les 109 chiens « Ref », on retrouve 45 femelles et 64 males, soit une proportion de
41,28% de femelles pour 58,72% de males.
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Figure 22 : Répartition des individus stérilisés ou entiers, en fonction du sexe ; FE = Femelles
Entieres, FS = Femelles stérilisées, ME = Males Entiers, MC = Males Castrés.

Parmi les chiens « Ref » femelles, 33 sont stérilisées soit 73,33%, ce qui représente 30,28%
de la population totale ; et 12 sont entieres soit 26,67%, ce qui représente 11,01% de la
population totale.
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Parmi les chiens « Ref » males, 33 sont castrés soit 51,56%, ce qui représente 30,28% de la
population totale ; et 31 sont entiers soit 48,44%, ce qui représente 28,44% de la population
totale.
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Figure 23 : Répartition de la population des chiens « Ref » en fonction de I'age.

Afin de répartir la population des chiens « Ref » en fonction de I'age, il a été décidé de
créer 3 classes d’ages : les chiens agés de 12 a 59 mois, les chiens agés de 60 a 95 mois et les
chiens agés de 96 mois ou plus. Ainsi, on retrouve 78 chiens soit 71,56% de la population totale
dans la premiere classe d’age ; 15 chiens dans la seconde, soit 13,76% de la population totale ;
et 16 chiens dans la derniére classe d’age, soit 14,68% de la population totale.

>50 | 1

| ]

30-40f M 8

(20-30[ [N 30

(10200 [ ;¢
(s-10 @ 10

<Skg | 1

~
@
o
2

Intevalles de poids (Kg)

0 20 40 60 80 100
Nombre de chiens "Ref"

Figure 24 : Répartition de la population des chiens « Ref » en fonction du poids.

Afin de répartir la population des chiens « Ref » en fonction du poids, il a été décidé de
créer 7 intervalles de poids différents : les chiens pesant moins de 5 kg ; entre 5 et moins de
10 kg ; entre 10 et moins de 20 kg ; entre 20 et moins de 30 kg ; entre 30 et moins de 40 kg ;
entre 40 et moins de 50 kg ; et plus de 50 kg.

Ainsi, on peut constater que la majorité des chiens « Ref » prélevés ont des poids compris
entre 10 et 20 kg (56 chiens soit 51,38% de la population totale), puis entre 20 et 30 kg (30
chiens soit 27,52% de la population totale).
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Les intervalles de poids extrémes, moins de 5 kg et plus de 50 kg, regroupent chacun 1 chien
soit 0,92% de la population totale. Le reste des chiens « Ref » est réparti comme indiqué sur
la figure 24 : soit 9,17% de la population totale entre 5 et moins de 10 kg, 7,34% entre 30 et
moins de 40 kg, et 2,75% entre 40 et moins de 50 kg.

En ce qui concerne les races rencontrées au sein de ces différentes catégories de poids, on
retrouve :

e Pour les chiens de moins de 10 kg : Spitz, Jack Russel Terrier, Parson Russel, Beagle, et
chiens croisés.

e Pour les chiens de 10 a moins de 20 kg : Border Collie, Berger Australien, Beagle,
Bulldog, Cocker Anglais, Setter, Basset Fauve de Bretagne, et chiens croisés.

e Pour les chiens de 20 a moins de 30 kg : Labrador, Golden Retriever, Dalmatien, Berger
Hollandais, Boxer, Braque de Weimar, Beauceron, Epagneul, Berger Australien, et
chiens croisés.

e Pour les chiens de plus de 30 kg : Beauceron, Doberman, Akita Inu, Labrador, Dogue
Allemand, et chiens croisés.

2. Analyses statistiques des résultats de dosage des facteurs de coagulation vitamine K
dépendants pour la population de chiens « Ref » :

Le dosage des facteurs de coagulation vitamine K dépendants a partir des 109 échantillons
issus de la population « Ref » de référence a permis d’obtenir les résultats présentés sur la
figure 26 :
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Figure 25 : Distribution des valeurs de dosage des facteurs Il, VII, IX, et X de la population « Ref

».

Les analyses statistiques menées sur les résultats de dosages des facteurs Il, VII, IX et
X au sein de la population chiens « Ref » de référence, nous donne des valeurs moyennes de
taux d’activité équivalent humain de : 114,2% pour le facteur Il ; 219,3% pour le facteur VII ;
99,47% pour le facteur IX et 232,9% pour le facteur X.
Des tests de normalité d’Agostino et Pearson ont été réalisés pour déterminer si les
distributions des valeurs de dosage des facteurs vitamine K dépendants étaient normales
(Gaussiennes) ou non. Les résultats des p-values obtenues sont de 0,5555 pour le facteur Il ;
0,4002 pour le facteur VII ; inférieure a 0,0001 pour le facteur IX et 0,0611 pour le facteur X.
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Il apparait que seule la p-value obtenue pour le facteur IX est inférieure a 0,05. Ainsi, on peut
en conclure que la distribution des valeurs mesurées pour les facteur Il, VIl et X est normale,
ce qui n"est pas le cas pour le facteur IX.
Des tests paramétriques ont ainsi été utilisés, au vu du nombre total de chiens présents dans
la population « Ref », pour déterminer les valeurs de référence de chacun des facteurs de
coagulation vitamine K dépendants. Les intervalles de confiance a 95 % autour de la moyenne
sont les suivants :

o [108,4-120] pour le facteur Il ;

o [211,3-227,3] pour le facteur VIl ;

o [94,88-104] pour le facteur IX ;

o [227,3-238,4] pour le facteur X.
Quant aux intervalles [Percentile 1%-Percentile 99%] obtenus pour chacun des facteurs dosés,
ils sont de :

o [29,29-186,60] pour le facteur Il ;

o [95,10-314,6] pour le facteur VIl ;

o [60,26-187,60] pour le facteur IX ;

o [169,7-328] pour le facteur X.
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Figure 26 : Distribution des valeurs de dosage des facteurs Il, VII, IX, et X de la population de
référence « Ref » en fonction du sexe.

Un test t de Student non apparié (étude statistique comparative) a été réalisé pour
déterminer s'il existe une différence significative entre les valeurs de dosage obtenues chez
les males et chez les femelles et ce pour chacun des facteurs de coagulation vitamine K
dépendant.
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Les résultats de p-value obtenus sont les suivants : 0,0058 pour le facteur Il ; 0,1509 pour le
facteur VIl ; 0,2191 pour le facteur IX ; et 0,2095 pour le facteur X. Ainsi, il apparait que seule
la p-value obtenue pour le facteur Il est inférieure a 0,05 : les taux d’activité du facteur Il sont
donc significativement différents entre les chiens femelles et les chiens males.

C. Approche de I'intérét clinigue du dosage des facteurs de coagulation vitamine K
dépendants chez le chien :

1. Dosages des échantillons issus de la population chiens « AVK » :

Suite au dosage des échantillons issus de la population des chiens intoxiqués « AVK », les
résultats obtenus pour chacun des facteurs de coagulation sont présentés sur les figures 28 et
29:
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Figure 27 : Distribution des valeurs de dosage obtenus pour les facteurs Il, VII, IX et X a partir
des échantillons issus de la population de chiens intoxiqués « AVK ».
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Figure 28 : Comparaison des distributions des valeurs de dosage des facteurs Il, VII, IX, et X de
la population des chiens « Ref » et de la population des chiens intoxiqués « AVK ».

Il apparait que la répartition des valeurs de dosage obtenues pour les différents facteurs
de coagulation vitamine K dépendants est homogéne au sein de la population de chiens
intoxiqués « AVK », bien qu’un échantillon (issu du méme chien) semble dans les valeurs
extrémes hautes pour chacun des facteurs dosés.
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Les résultats des dosages des échantillons de chiens intoxiqués « AVK » mettent en
évidence une diminution de I'activité des facteurs de la coagulation vitamine K dépendants
avec : 18,37% d’activité résiduelle pour le facteur Il, 0% d’activité résiduelle pour le facteur
VII, 18,16% d’activité résiduelle pour le facteur IX et 54,28% d’activité résiduelle pour le
facteur X. Il y a donc une différence notable en comparaison de I'activité dosée pour chacun
des facteurs au sein de la population de chiens « Ref » de référence. Une étude statistique
comparative a été menée afin de déterminer si les différences observées entre les valeurs des
chiens « Ref» de la population de référence et des chiens intoxiqués « AVK » sont
significatives. Les résultats de p-value obtenus sont pour I’'ensemble des facteurs Il, VI, IX et
X inférieurs a 0,0001, soit tous inférieurs a 0,05. Les taux d’activité des facteurs Il, VII, IX et X
sont donc significativement différents entre les chiens « Ref » sains et les chiens intoxiqués
« AVK ».

2. Dosages des échantillons issus des populations chiens « Lepto » et « IRC » :

Suite au dosage des échantillons issus des populations de chiens « Lepto » et « IRC », les
résultats obtenus pour les facteurs de coagulation VIl et IX sont présentés sur les figures 29 et
30:
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Figure 29 : Comparaison des distributions des valeurs de dosage des facteurs VIl et IX de la
population des chiens « Ref » de référence et de la population des chiens « Lepto ».

Les analyses statistiques menées a partir des résultats de dosage des échantillons de
la population de chiens « Lepto » obtenus pour les facteurs VIl et IX montrent des moyennes
de taux d’activité équivalent humain de 157,6% pour le facteur VIl et 134% pour le facteur IX.
Ainsi, il apparait que I'activité du facteur VIl est plus faible au sein de la population « Lepto »
par rapport a celle de la population « Ref » de référence ; et que I'activité du facteur IX est au
contraire plus importante.
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Une étude statistique comparative a été menée afin de déterminer si ces différences
observées par rapport aux résultats obtenus pour la population « Ref » de référence sont
significatives ou non. Les valeurs des p-values obtenues sont : inférieure a 0,0001 pour le
facteur VII, et 0,0021 pour le facteur IX, soit inférieures a 0,05 pour les deux facteurs dosés.
Les taux d’activité des facteurs VIl et IX sont donc significativement différents entre les chiens
issus de la population « Lepto » et ceux de la population « Ref » de référence.
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Figure 30 : Comparaison des distributions des valeurs de dosage des facteurs VIl et IX de la
population des chiens « Ref » de référence et de la population des chiens « IRC ».

Les analyses statistiques menées a partir des résultats de dosage des échantillons de
la population de chiens « IRC » obtenus pour les facteurs VIl et IX, montrent des moyennes de
taux d’activité équivalent humain de 223,6% pour le facteur VIl et 133,8% pour le facteur IX.
Une étude statistique comparative a été menée afin de déterminer si ces différences
observées par rapport aux résultats obtenus pour la population « Ref » de référence sont
significatives ou non. Les valeurs des p-values obtenues sont : 0,7968 pour le facteur VII, et
0,0056 pour le facteur IX, soit inférieures a 0,05 uniquement pour le facteur IX. Ainsi, seuls les
taux d’activité des facteurs IX sont significativement différents entre les chiens issus de la
population « IRC » et ceux de la population « Ref » de référence.

Les dosages des facteurs Il et X des populations de chiens « Lepto » et « IRC » ayant

rencontré des écueils analytiques, les résultats n’ont pas pu étre exploités et ne sont donc pas
exposés ici.
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V. Discussion :

A. Validation des méthodes de dosage des facteurs de coagulation vitamine K
dépendants chez le chien :

A l'issu de ce travail expérimental, il semble dans un premier temps qu’une dichotomie
entre deux catégories de facteurs puisse étre mise en avant. Il apparait en effet que la
différence entre les réactions de dosage des couples facteur II/X et facteur VII/IX est
importante a prendre en compte dans le traitement de nos résultats. Les réactions de dosage
des facteurs Il et X sont des réactions directes, seul le venin de serpent étant a I'origine de
I'activation des facteurs ; contrairement aux réactions de dosage des facteurs VIl et IX qui
mettent en jeu plusieurs intermédiaires, notamment des protéines recombinantes d’origine
humaine et des protéines d’origine canine. Dans ce dernier cas, il semble possible qu’il y ait
formation de complexes catalytiques actifs entre ces protéines d’origines différentes. Ces
observations pourraient ainsi expliquer les différences de résultats obtenus au cours des
phases de validation des méthodes de dosage. Il a été plus difficile par exemple d’obtenir une
linéarité pour les facteurs VIl et IX, avec nécessité d’'une transformation logarithmique des
variables, contrairement aux facteurs Il et X.

Plus précisément, en ce qui concerne les résultats de linéarité, il apparait que les méthodes

de dosage établies pour les différents facteurs de coagulation sont linéaires, avec des
coefficients de détermination variant de 0,9659 (FVIl) a 0,9943 (FX). L'obtention de la linéarité
a été plus simple et de meilleure qualité pour les facteurs Il et X, contrairement a ce qui a été
obtenu pour les facteurs VIl et IX, pour lesquels une transformation en échelle logarithmique
des variables a été nécessaire. La dichotomie mise en avant précédemment pourrait expliquer
cette différence de résultats.
La technique de dosage en point final consiste a lancer une réaction avec mise en contact des
substrats et des réactifs, puis a I'arréter aprés un temps donné avec un réactif d’arrét (I'acide
acétique 20% dans le cas de notre étude) afin de permettre le dosage du produit formé en fin
de réaction, a une DO donnée. La technique de dosage en cinétique est une technique de
dosage en continu, qui consiste a mesurer au cours du temps la variation d’absorbance a une
DO donnée directement en fonction de I'apparition du produit formé au cours de la réaction.
Dans notre étude, ces deux techniques ont été testées pendant la validation des méthodes de
dosage des facteurs de coagulation vitamine K dépendants, en particulier pour les facteurs VIl
et IX. C'est finalement la technique du dosage en point final qui a été choisie. D’'une part parce
gu’il est apparu que la sensibilité analytique était meilleure par rapport a la technique de
dosage en cinétique ; d’autre part parce que I'éventail de valeurs obtenues dans le cas de la
technique en point final était plus étendu que celui de la méthode en cinétique, ce qui permet
de prévoir de larges variations du parameétre dosé, notamment dans le cas de dosages
d’échantillons pathologiques. Ainsi, I'utilisation de la technique de dosage en point final
permet d’obtenir des résultats de meilleure qualité, ce qui peut avoir un intérét en routine
pour la précision des interprétations et des décisions médicales.

En ce qui concerne la validation de la précision de nos méthodes de dosage, 'accent a été
porté sur I’évaluation de la reproductibilité des dosages et de la stabilité des échantillons dans
des conditions de conservation définies, par rapport a la répétabilité des dosages.

90



Des contraintes de réalisation existaient, essentiellement en lien avec une instabilité affichée
des réactifs fournis par Hyphen BioMed, notamment pour les facteurs Vil et IX ; et une possible
instabilité des facteurs de coagulation vitamine K dépendants dans le plasma citraté de chien,
par exemple aprés congélation-décongélation puis conservation plusieurs jours entre 2 et 8°C,
ou apres des cycles de congélation-décongélation-recongélation. Les résultats obtenus au
cours de cette étude ont mis en évidence que les méthodes de dosage développées sont
reproductibles, bien que cela reste a confirmer pour le facteur IX. De plus, la stabilité des
facteurs Il, VIl et X est finalement bonne dans le plasma citraté de chien conservé entre 2 et
8°C pendant 5 jours, apres un cycle de congélation-décongélation. En revanche, il apparait
gu’il y a une différence non négligeable entre les données issues des premieres conditions de
conservation et celles issues d’échantillons ayant subi un cycle de congélation-décongélation-
recongélation, avec une variation non négligeable de I'activité mesurée entres les deux
dosages, en faveur d’un probléme de stabilité pour ce facteur durant le cycle (test de stabilité
effectué uniquement sur le facteur VII). En conclusion, les échantillons utilisés pour le dosage
de facteurs de coagulation peuvent étre conservés apres une premiéere décongélation entre 2
et 8°C pendant environ 5 jours ; en sachant que, d’aprés nos résultats, le facteur VIl est plus
stable que le facteur Il, lui-méme plus stable que le facteur X. La stabilité du facteur IX dans
les conditions de conservation définies et pré-citées reste a déterminer.

Concernant les tests de répétabilités mené au cours de cette étude, ils ont été restreints.
D’apres les résultats obtenus pour le facteur X, la méthode de dosage développée est
répétable. D’autre part, le dosage de chaque facteur en duplicata pour chacun des
échantillons issus de la population chiens « Validation » n’a pas mis en évidence de variation
aberrante entre les absorbances mesurées pour un méme facteur au sein d’'un méme
échantillon. Nos méthodes de dosages des facteurs de coagulation vitamine K dépendants
semblent donc répétables, bien qu’il soit nécessaire de compléter les tests de répétabilité
pour pouvoir I'affirmer.

L’établissement de courbes d’étalonnage a partir d’'un plasma de référence humain, a
permis de confirmer les dilutions de dosage des échantillons choisies pour chacun des facteurs
de coagulation vitamine K dépendants chez le chien ; et d’évaluer la correspondance entre
I'activité des facteurs d’origine canine et celle des facteurs d’origine humaine. Il a ainsi été mis
en évidence que les résultats de dosage de chaque facteur peuvent étre contrdlés a 'aide
d’une courbe étalonnage humaine, aux dilutions de dosage définies.

Ainsi, au vu des résultats obtenus au cours des phases de validation des méthodes de
dosages des facteurs de coagulation vitamine K dépendants chez le chien, il a été possible
d’établir des protocoles définitifs de dosage de chacun des facteurs Il, VI, IX et X, par méthode
chromogénique, en point final, sur 'automate Konelab 20 Thermo Scientific (Thermofisher,
France). Ces derniers ont ensuite pu étre utilisés pour I'établissement d’intervalles de
référence des facteurs de coagulation vitamine K dépendants chez le chien.
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B. Etablissement de valeurs de référence des facteurs de coagulation vitamine K
dépendants chez le chien :

Durant le temps qu’a duré cette étude, 119 chiens ont pu étre prélevés pour faire partie
de la population chiens « Ref », considérée comme de référence et utilisée pour établir des
intervalles de référence des facteurs de coagulation vitamine K dépendants chez le chien.
Parmi ces 119 échantillons, seuls 109 ont pu étre réellement dosés. Les 10 exclus I'ont été
pour des raisons de quantité de plasma insuffisante pour la réalisation de I'ensemble des
dosages prévus.

L'étude de la distribution puis de la normalité des activités obtenues, pour chacun des
facteurs de la coagulation vitamine K dépendant dosés, a permis de montrer que seuls les
résultats du facteur IX ne répondaient pas a une loi normale. Suite a la réalisation de tests
paramétriques, des valeurs de références ont pu étre déterminées.

Ainsi, I’étude des résultats des dosages dans la population de référence a permis dans un
premier temps de mettre en évidence I’existence de niveaux d’activité différents des facteurs
de coagulation vitamine K dépendants au sein de I'espéce canine. En effet, étant donné les
différences de dilution auxquelles sont dosés chacun des facteurs de coagulation (de 1/5™€ a
1/1000%™¢), des facteurs comme le facteur VII présentent des activités plus fortes que
d’autres, comme le facteur IX par exemple.

Dans un deuxiéme temps, il est apparu, dans notre étude, que les facteurs vitamine K
dépendants chez le chien ont un niveau d’activité différent de celui observé chez 'lhomme.
Cette différence peut étre d’origine biologique ou méthodologique. Pour les facteurs Il et X,
au vu de la simplicité des réactions mise en jeu au cours des dosages, c’est-a-dire des réactions
directes et donc sans interaction entre les protéines recombinantes humaines et les protéines
d’origine canine, une différence d’origine biologique serait I’hypothése principale. Ce qui
signifie qu’au vu des résultats obtenus pour le facteur X, ce dernier pourrait avoir une activité
environ deux fois plus rapide et plus importante chez le chien comparé a ’homme.

En ce qui concerne les facteurs IX et VII, il se pourrait que la dichotomie évoquée plus t6t
puisse entrer en compte : les réactions mises en jeu aux cours du dosage de ces facteurs sont
complexes et nécessitent des interactions entre des protéines recombinantes et des protéines
d’origine canine. Ainsi, les différences constatées, notamment pour le facteur VII, pourraient
s’expliquer davantage dans ce cas par I’hypothese méthodologique. Toutefois, ce postulat pris
en compte, il apparait que les résultats obtenus pour le facteur IX viennent contredire ce
raisonnement : 'activité du facteur IX chez le chien semble en effet quasiment équivalente a
100 % de I'activité de facteur IX humain. Ainsi, soit I'activité du facteur VIl chez le chien est
environ deux fois plus rapide et importante que celle observée chez 'homme ; soit les
différences constatées proviennent de la méthodologie de dosage elle-méme.

Enfin, en réalisant une étude comparative des résultats de la population « Ref » de
référence en fonction du sexe, il est apparu une différence significative entre les chiens males
et les chiens femelles pour le facteur I, avec une activité plus importante chez les femelles
gue chez les males. Ce résultat rejoint ceux déja constatés chez ’homme. (79)
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Toutefois, en ce qui concerne les facteurs VI, IX et X, aucune différence significative n’a
été mise en évidence entre les chiens males et femelles, ce qui differe de ce qui est observé
chez ’'homme ou le rat : chez le rat, les femelles présentent une activité plus importante des
facteurs VIl et IX; chez ’'Homme, les femmes présentent une activité plus importante pour
I’ensemble des facteurs de coagulation vitamine K dépendants ainsi que pour les facteurs X
et XIl. (79), (80) Ces différences seront donc a prendre en compte dans l'interprétation des
résultats de dosage chez le chien si une utilisation en routine doit étre envisagée.

C. Approche de l'intérét clinigue du dosage des facteurs de coagulation vitamine K
dépendants :

Afin de réaliser une premiére approche de l'intérét clinique du dosage des facteurs de
coagulation vitamine K dépendants chez le chien, ont été évalués des échantillons issus de
chiens présentant un statut pathologique pouvant avoir des conséquences sur I'activité des
facteurs de coagulation vitamine K dépendants : intoxications avérées aux AVK, leptospirose
et IRC.

Les résultats obtenus dans la population de chiens intoxiqués « AVK » ont permis tout
d’abord de constater que les méthodes de dosage développées au cours de cette étude
permettaient bel et bien de doser des facteurs de coagulation vitamine K dépendants, et
d’obtenir des variations notables des activités mesurées dans un contexte pathologique dont
le profil est connu (diminution marquée de I’activité des facteurs dans le cas des intoxications
aux AVK). La comparaison des résultats obtenus pour les chiens intoxiqués « AVK » et les
chiens « Ref » de référence a en effet mis en évidence des différences significatives, avec une
diminution plus ou moins importante de I'activité des facteurs chez les chiens intoxiqués
« AVK ».

En ce qui concerne le dosage des échantillons issus des populations de chiens « Lepto » et
« IRC », seule I'activité des facteurs VIl et IX a pu étre évaluée. Des écueils analytiques
rencontrés au cours des dosages des facteurs Il et X n’ont en effet pas permis d’utiliser les
résultats obtenus. Dans ce contexte, des différences significatives ont pu étre mises en
évidence entre les résultats des chiens « Lepto » et des chiens « IRC » et ceux des chiens
« Ref » de référence : pour les deux facteurs pour la population « Lepto » ; uniguement pour
le facteur IX pour la population « IRC ». Ainsi, on peut confirmer que les méthodes de dosage
développées durant cette étude permettent de mettre en évidence des modifications des
parametres dosés dans des conditions pathologiques. Et que, dans des contextes de maladies
débilitantes, des modifications des taux d’activité de certains facteurs de coagulation vitamine
K dépendants peuvent étre mises en évidence, démontrant le possible intérét diagnostique
de ces dosages en cas d’utilisation en routine: dans un contexte supposé d’état
hypercoagulable (chiens « Lepto ») on pourrait par exemple ainsi constater une diminution de
I'activité du facteur VII et une augmentation de celle du facteur IX.

D. Elargissement de la discussion et perspectives de travail :

Au regard des résultats obtenus, se pose a présent la question de |'utilisation en routine
des méthodes de dosage développées durant ce travail pour les facteurs de coagulation
vitamine K dépendants chez le chien.
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Les parameétres qui semblent importants a prendre en compte pour répondre a cette
guestion sont : la pertinence du dosage au sein de cette espéce ; le matériel ; la technicité ; Ia
durée et le colt des dosages ; le choix du ou des facteurs a doser.

En ce qui concerne la pertinence du dosage des facteurs de coagulation vitamine K

dépendants, il semble que les travaux préliminaires sur les échantillons pathologiques
« AVK », « Lepto » et « IRC » permettent d’affirmer que I'intérét clinique de tels dosages chez
le chien est important.
Une perspective de travail pourrait étre de doser I'’ensemble des facteurs Il, VII, IX et X et ce
sur des populations malades de taille plus importante pour rechercher une altération de leur
activité dans différents contextes pathologiques. Par exemple, dans le cas de la leptospirose,
ou l'apparition d’un état hypercoagulable est documenté, il pourrait étre judicieux de
comparer les méthodes diagnostiques actuelles (dosage des PDF et D-Diméres) avec le dosage
des facteurs de coagulation vitamine K dépendants, de maniere a déterminer si ces derniers
pourraient permettre un diagnostic plus précoce, et donc avoir un intérét clinique d’autant
plus important. La mesure de I'activité de ces facteurs pourrait également permettre une
détection plus précoce d’une déficience en vitamine K dans certaines affections (insuffisance
hépatique, maladies des voies biliaires...) que par la mesure du TQ.

Pour ce qui est des contraintes de co(t, de faisabilité et de durée des analyses via les
méthodes de dosage définies au cours de cette étude, il apparait qu’elles sont non
négligeables. Elles seraient ainsi un frein important a la réalisation de ces dosages en clientele,
bien que ce soit moins le cas pour une utilisation en laboratoire d’analyses médicales.

Pour une utilisation en routine et notamment en clientéle vétérinaire, il faudrait ainsi
envisager de faire un choix parmi les facteurs a doser. Les données suivantes sont a considérer
: les temps de dosage des facteurs VIl et IX sont plus longs que ceux des facteurs Il et X, en
raison de la complexité plus importante des réactions mises en jeu ; la dilution au 1/1000°™¢
du facteur VIl suppose des contraintes techniques et de temps trés importantes comparées
aux autres facteurs qui se dosent a des dilutions plus faibles ; le temps de conservation des
réactifs fournis par le laboratoire Hyphen BioMed est moins long et donc plus contraignant
pour les facteurs VIl et IX; les résultats de linéarité sont meilleurs pour les facteurs Il et X.
Ainsi, il apparait que pour des raisons de contraintes techniques, de temps et de précision des
résultats, le choix s’orienterait davantage vers le dosage en routine des facteurs Il et X plutot
qgue des facteurs VIl et IX. Pour un choix en fonction de I'intérét clinique, leur évaluation dans
différents contextes pathologiques tel qu’évoqué précédemment pourrait permettre de
déterminer si un facteur de coagulation vitamine K dépendant subit des variations plus
importantes ou plus précoces qu’un autre, et pourrait ainsi étre choisi comme le facteur a
doser en priorité.
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CONCLUSION

L'étude expérimentale menée au cours de ce travail de thése a permis de développer
et valider une méthode de dosage chromogénique sur automate des facteurs de coagulation
vitamine K dépendants chez le chien, ainsi que de déterminer des intervalles de référence
pour ces parameétres dans cette espéce. La méthode de dosage testée s’est révélée fiable et
linéaire, avec des résultats de qualité supérieure pour les facteurs Il et X.

Les variations de ces parametres sanguins ont aussi pu étre évaluées en intra espéce
et en inter espéce en comparaison avec I'homme. Des différences significatives ont ainsi pu
étre observées : différence d’activité entre les différents facteurs au sein de |'espéce canine ;
niveau d’activité plus important chez la chienne ; différence de niveau d’activité de certains
facteurs comparé a 'homme.

Enfin, une premiére approche de l'intérét clinique de ces dosages chez le chien a été
réalisée en comparant les résultats obtenus chez des chiens sains de référence et des chiens
malades (intoxiqués aux AVK, souffrant d’une leptospirose ou d’une IRC). La méthode de
dosage développée durant cette étude a permis de mettre en évidence des différences
significatives entre des chiens sains et des chiens souffrant de maladies débilitantes connues.
Cette méthode peut donc étre envisagée comme un futur outil diagnostique des troubles de
I'hémostase impliquant les facteurs de coagulation vitamine K dépendants comme des
coagulopathies d'origine héréditaire, des états de déficience en vitamine K ou en y-
carboxylation, ou encore des états d’hyper ou d’hypocoagulabilité. Toutefois, des études
complémentaires devront étre menées pour confirmer cela, notamment en utilisant des
populations de chiens malades de taille plus importante.

Une exploration plus fine de I'hémostase chez le chien semble donc maintenant
possible en médecine vétérinaire via le dosage des facteurs de coagulation vitamine K
dépendants, avec une application envisageable en routine, dans les domaines de la recherche
et/ou de la clientéle.
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Annexe 2 :
Lettre d’information aux propriétaires.

\4
A

VetAgro

Lettre d’information aux propriétaires

Madame, Monsieur,

Vous étes invités a participer avec votre animal a la campagne de prélévements sanguins mise en place
par VetAgro Sup dans le cadre du projet de recherche « Statut vitamine K et protéines vitamine-K dépendantes
chez le chien et le chat : établissement de valeurs de référence, évaluation dans différentes affections spontanées ».

Pour cela, nous vous demandons simplement 1’autorisation de réaliser une prise de sang a votre animal.
Hormis ce prélévement et de répondre a quelques questions sur votre animal, aucune procédure supplémentaire ne
vous sera demandée.

Avant que vous n’acceptiez de faire participer votre animal & cette étude, nous vous invitons & prendre
connaissance de ses implications en termes d’organisation, avantages et risques éventuels, afin que vous puissiez
prendre une décision en toute connaissance de cause. Ceci s’appelle donner un « consentement éclairé ».

Vous devez en effet savoir que votre participation est volontaire et doit rester libre de toutes contraintes.
Elle nécessite donc la signature d’un document exprimant votre consentement.

Obijectifs et déroulement de I’étude :

Responsable du projet : Dr Vét. E. Krafft, maitre de conférences en médecine interne

Cette étude est réalisée pour déterminer les valeurs normales des taux sanguins de différents facteurs
vitamine-K dépendants chez le chien et le chat. Ces valeurs obtenues chez des animaux sains serviront ensuite de
valeurs de référence auxquelles pourront étre comparés les résultats obtenus chez des animaux atteints de
différentes maladies. Le but a terme est de mieux comprendre les paramétres intervenant dans le statut vitamine K
chez I’animal sain et le r6le de cette vitamine dans différentes maladies spontanées chez 1’animal et éventuellement
déterminer des cibles thérapeutiques.

Pour pouvoir étre inclus dans 1’étude votre animal doit étre un chien ou un chat adulte (4gé d’au moins
un an), male ou femelle, quel que soit sa race. Différentes informations vous seront demandées a propos de votre
animal et de son mode de vie.

La participation a 1’étude durera simplement le temps de la prise de sang.

Le responsable de I’étude utilisera les échantillons collectés dans le cadre de I’étude a laquelle vous
participez mais pourra également les utiliser dans le cadre d’autres recherches (biochimiques, hématologiques,
génétiques, immunologiques...)

Description des risques et bénéfices

La réalisation de la prise de sang est conforme aux bonnes pratiques médicales vétérinaires. Elle sera mise
en ceuvre par des étudiants vétérinaires formés a la réalisation de cet acte, sous la supervision d’un vétérinaire
diplémé ou par directement par un vétérinaire diplomé. La participation de votre animal a ce prélévement sanguin
n’engendre aucun risque supplémentaire autre que ceux pouvant étre observés lors de la réalisation d’une prise de
sang (notamment hématome). Il est possible que pour le bon déroulement de ’acte médical, il soit nécessaire
d’effectuer une tonte des poils de votre animal dans la zone de prélévement. Si vous y étes opposé, merci de le
signaler a la personne en charge de la prise de sang.

Tout animal témoignant son intolérance a la contention inhérente a la réalisation du prélévement ou trop
agressif pour étre manipulé sans risque ne sera pas inclus par mesure de précaution et par respect des régles du
bien-étre animal.
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La participation de votre animal & cette étude lui permettra de bénéficier d’un bilan de santé gratuit :
examen clinique et bilan sanguin de base. VVous ne percevrez aucune indemnisation pour votre participation a cette
étude mais les résultats du bilan sanguin vous seront communiqués ultérieurement par mail.

Retrait de consentement

Votre participation est volontaire et vous avez le droit de retirer votre consentement a participer a I’étude
pour guelque raison que ce soit, sans devoir vous justifier. Si vous retirez votre consentement, afin de garantir la
validité de la recherche, les données codées jusqu’au moment de votre interruption seront conservées.

Garantie de confidentialité

Votre participation a 1’étude signifie que vous acceptez que des données concernant votre animal soient
recueillies et que le responsable de I’étude les utilise dans un objectif de recherche et dans le cadre de publications
scientifiques et médicales.

Le responsable de 1’étude a un devoir de confidentialité vis a vis des données collectées. Ceci veut dire
qu’il s’engage non seulement a ne jamais divulguer votre nom dans le cadre d’une publication ou d’une conférence
mais aussi a ce que vos données soient codées.

Si vous avez la moindre question, n’hésitez pas a nous en faire part.
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Annexe 3 :
Consentement éclairé.

vV
A

Consentement éclairé pour I’animal : .......... Y
VetAgro

Propriétaire du chien/ du chat

JE SOUSSIZNEA(C) . envneneit ettt , atteste étre le propriétaire de
Panimal.........cooooiiiii

Je déclare avoir été informé sur la nature de 1’étude, son but, sa durée, les éventuels bénéfices et risques et ce que
1’on attend de moi et de mon animal. J’assure avoir lu et compris la lettre d’information qui m’a été fournie avec
ce consentement, avoir posé toutes les questions que j’ai jugées utiles pour prendre ma décision, et avoir compris
les réponses qui m’ont été apportées, sans aucune ambiguité.

Jassure avoir été entierement informé des risques, et sais que je ne pourrai tenir responsable VetAgro Sup de
tout événement indésirable lié au prélévement.

Jaccepte que mon animal soit inclus dans I’étude clinique : « Statut vitamine K et protéines vitamine-K
dépendantes chez le chien et le chat : établissement de valeurs de référence, évaluation dans différentes
affections spontanées ».

Jaccepte que des échantillons biologiques soient prélevés selon le protocole, utilisés et conservés par VetAgro
Sup a des fins de recherche ou de conservation (biotheque).

Jaccepte que les informations que j’ai communiquées sur mon animal soient utilisées pour remplir les objectifs
de ce projet.

Je m’engage a signaler tout événement anormal concernant mon animal qui aurait eu lieu dans les 15 jours
précédant ou suivant la prise de sang.

Jaccepte d’étre contacté(e) par VetAgro Sup :

Email (indispensable pour I’envoi des résultats du bilan sanguin) : @
Téléphone :
Faita ..o T en 2 exemplaires

Signature précédée de la mention « Lu et approuvé » :
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Annexe 4 :
Protocole de traitement des échantillons des chiens « Ref ».

Etude PVKD : Protocole de traitement des échantillons ‘

Arrivée des tubes :

Attribuer un identifiant d’étude « PVKD-XXX » a I’animal, indiquer la date de prélévement.

Tubes hépariné et citraté :

- Centrifuger le tube hépariné (le garder le plus possible a I’abri de la lumiere) et le tube
citraté.

- Prélever la quantité de sang nécessaire pour les analyses biochimiques dans le tube
hépariné.

-Pour le tube hépariné : remplir 3 tubes Eppendorf opaques identifiés avec les
étiquettes « PVKD-Heparine XXX). 500 uL de plasma dans les deux premiers, la quantité
restante dans le dernier.

-Pour le tube citraté : remplir 3 cryotubes identifiés avec les étiquettes « PVKD-Citrate
XXX ». 250 pL dans les deux premiers, la quantité restante dans le dernier.

Ranger les tubes dans les boites identifiées « Etude PVKD boite X ».
Tube EDTA :

-Prélever la quantité nécessaire de sang pour la réalisation de I’"hémogramme (+/-
frottis si nécessaire).

-Transférer la totalité du sang restant dans le cryotube identifié avec étiquettes
« PVKD-EDTA XXX ».

Ranger les tubes dans les boites identifiées « Etude PVKD boite X ».

Reporter dans le classeur I'emplacement des tubes pour chaque échantillon « PVKD-XXX » (+
indiquer éventuellement la présence d’hémolyse ou de lipémie) tel que :

Tubes héparinés : Boite X emplacement A, B, C.
Tubes citratés : Boite X emplacement D, E, F (a la suite des tubes héparinés).
Tube EDTA : Boite X emplacement G (a la suite des tubes citratés).
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Annexe 5:
Protocoles de dosage des facteurs Il, VI, IX et X chez I'homme d’apres Hyphen BioMed.
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¢ Pour conserver 1a stabiltd des mactits, mlarmar las Nacons aprés chaque
utlisation avec kors bouchons espactis

o Los dludes de viellissemers, réalisées 4 30°C perdant 3 semaines, mortrent
que les réaciis p 1 &lre expédés & tamp pendant une
périods courte, Sans sucun GoMmags,

* Paur usaga inviva
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lyophiksation, pour sk de toute perte du produst 2 'ouverture du facan.
A Aéactif 1 : Factor X (Muman)
Aeconsifuer chague llacon avec exactement 4 mlL desu dstilée agiter
vigoureusemen jusqy's desokition compiite. Lusser stabilser la rdactt pendan|
30 min & température ambianta (15-25°C) an agtan de emps en tamps.
Homogéndisar ke réact¥ avant chaque utilsation
La stabikte du react! aprés reconstitution, saus de vute ou
d'évaporation, consenve dans sen flacon dorigne est de

* 48 heures 42 8°C

* Bheuresa umv‘mum amblarte (1825 °C)

*  Nepas
R2: Réactit2 Tmnmne‘cmm
Reconsthuer chague facon avec exactement 2 mL deau dstilée agiter
vigourousement jusqu'a dasokuti plete. Laisser stabliser le reactif p

30 min & tempdrture ambanta (18-25°C) an agtart de temps &0 tomps.
Homogdndiser io rdact avant chaque utiisabion

La s2abiltd dy réacH aprés reconstiution, Sous résane g touls contamination ou
dwlporluon conpervd dans seo flacon dorigine estde

48 heures 4 2.8°C.
. 8 heures i tlempératum ambianta (1825 °C)
*  Nepas congeler.
R3: Asactit 3 - SXa-11 (Factor Xa specitic chromogenic substrate)
Heconsteuer chagee flacon avec exactement 4 mL desu dstilée agiler
vigoureusemert juscu's dssolution plete. Laisser stablliser le réactif d:

30 min & température ambarte (18-25°C) en agtart de tamps en temps.
Homogéndiser ke réactil avant chaque utilsation.
La s2abilté du rdact! aprés recorstiiution, sous ré de toule ination ou
d'évaporation, conservé dans son flacon d'orgine est de

+  3Imoisa28C

* 7 jours & tempamiure ambanie (18.28 “C}.

*  Nepas congeler.
Ba: RAéactif 4 : Tris-BSA buller
Prift a Vemplol Homogén@ser le réactl avant chaque utlfisation
Le réactf, scus réserve de toute contamination ou &'évapcration, conservé dans
so00 flacon d'angine & 2-8°C oo stabie jusqu's la date de perempton Inchaue sur
I'ttiqaette

Les réactis non guvens dowvert étre consevés & 2-8°C dans lsur embaliage
dorigne. Is sont dors utilsables jusqua 1a date de péremgption imprimee sur
I'étigaotte.

BEACNIES £1 MATERELS RECLES MAIS NON FOURNE |

Réactits:

* Eau dstiéa

o Acda acdlique & 20% ou dackle cRrique & 2% (mélhode an pore final).

* Etalon et contrdles speciliques avec litrabon connue tels gue

Nom du Reference
BIOPHEN Plasma 222101 A0
BIOPHEN Nomal Control Plasma | 223201 RUO
BIOPHEN 223301-RUO
Materiels:
* Spectrophotométre, ou automales poudoeaoeehmmomqm
* Chiorométre, Pipettes caltbiides, Libes en plastique ou x

La préparation o la corservation des echantiions doivent 6w @allsees sefon les
seommandations locakes an viguaur

Echantfices
Planma humsn obtanu & partir de sang anticoagulé (Girate risodque).

Prélévamar -
L:ung (9 volumes) dot étre colledte sur I'anti lant ctrate trisodque (1 vol)
0.105M) avec précautions, mrpordwv-mmhmch- Lo premeer tube dot
ave diming
*  Codrilugaticy :
Dare los deux heures, ufiisar ure méhode valdée au sein du laboraioire
permettant dobtenk un plasma pauvre &n plaquettes, par exemple un minimum
de 15 mnges & 2500 g & tempamtuse ambiante (18-25°C), & & plasma dot
décanier dans un 1ube plastique.

D750-01/B1/1304/v1



Coraenanen by ghmma |
0 4 houres & lempérature ambiants (18-25°C)
o 1 mois & -20°C.
o 18 mois 4-70°C.
Las achardlions do plasma oonoﬂ. wmmoooonwm rwmm A:ITC

CAUBRATION

Lo test BIOPHEN FVII peut &fre calbr pow le dosage du facteur VII. U'dtalon
couvrant & zone de test est duporible chez HYPHEN BioMed (Voir
paragraphe REACTIFS ET MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNIS) &t peut
&0 LTS8 powr QOndrar la coude de calbraion

La courbe de calbration G-dassous, obienue avec Fétalon BIOPHEN Pasma
Calbeator sur STA-H', st indguée 4 1t desemple unguement L3 coube de

pus aghas
en agtat mwuwod hmtdlhmcl m‘ts ddeunoﬂubn o avad
utiisaton

Lo coffrat BIOPHEN FVI paut tre utiled an méth dndbque. é
on mothode manyelle (point 1nal). ummwutmmmw:ah
coloration est avaksde 4 408am.

Méthode pulomplisde :
Los sppcations sJ los diférents

reporter & Vapplication spécifique et aux Mcumu- m uem
automate.

Méshode de dosage ©

1. La calteation est réalse & ['aide dun plasma étalon de concentration (C) en
wwmmaumwdummummm-mm
moing 30 ndvid, oy & de 18 & 55 ans, 2ans
ualaments ou pahalogies cormues) qui par délintion fitre 100% da fsceur VI
Le cosage intégre ure divtion standasd du pisama au 111000 La dikdon du
plasra au 111000 mprésante par défirition jo e 100% de 'sctvié du facteur
VUL La gamime de caibeation va de 0 4 200% de factewr VI La dilwon au 11500
du pooi de plasma ou da I'étalon reprosents 2009 de Facivite du factew VI
La diuion au 11000 comespond & & concertration (C) an FVII indiquee, et o
1500 & dewux lois cette coroeniraton, Pour un étakn Strant C, le taux de 200%
{dars l9s condiions du desage) esl cbtany an dluart cet 4mlon par le (acleur
suivant : 1/500.

Afin d'obtenir une dilition precise, prédier le pool de plasma au 1/25 puis 120
en tampon Tris-BSA (R4), powr obtenir une dilution finale de 1/500 (soil 200%
da facteur VII). A partir de cotta soluticn, faire la gamme de calbraton subamo ©

LT 6 50 |68 |77 ]
ndbae | 5 |y |20 | sw

mowe
dhint ry 500 | 3% |20 | o

ikl
2. Diser las 6ch dans du tampon Trs-8SA (B4) comme décrt dank B
tablasy chdessous |
Corerhen St o 11000
Echantilons na 11000

Agaliser b gammae de caltvation ef la testr avec des cortrdles de qualte. Les
achantiions divés dovert &tm lestbes dans 2 heumns, s'is sont conservas &
tampérature ambiante (18-25°C).

3. Pour les mileux purdfiés avec une concentration an factour VI diférante des
plasmas, dluer Téchantilon en R4 afin doblenir une concentration finale en
tackeur VI compriss entre 0,1 o 1 ng/mi. (soit 20 A 200% de factew VI seion o2
prolocole).

4. Dars un tube plastique oo dana les puts dure microplaque incubé 4 37°C,
introduire -

Etwun, Contasles. ou schaniiions di su 0 100 4L

ger o1 woutnr pe 0d
SXa11 pronebe s 3 = ;
— emangepur | ey T L
UGngor of messe |8 donis critue & 4050m conre W Han: coTaspondas
“Ou accte nctdaue (20%]. Lo coulir jmse enl 1lalie parelant 2 hauras.

Le blanc echanalon esf obrany pav mdbvipe des nMcks dna fonove nerse & cols Qv desr
Acize Cirigoe [23), R, RY, R2, dchanttion diud.
Mesiree s dersité optique & 405 nm. La valeur du blanc mesuréds doil Sire

Irake de labs pour k8 185! conespondant

S un volume réxctionnel dférert de ceka indque ci-dessus eat requis pour s
méthode tlisde, e rappon das voll doil &ve 1 reaspecté alin de
QAN s Perarmances ou doasge. L ubisateur est responsable de la val dation
des modificadons et de leur mpact sur tous les daullate.

wlHYPHEN BioMed
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odnéroe pour | s6me do d0sages doe Ora ullisea,

m-n—-.u.u—-u -

.

Luthisation de contrGes de quaité permet de valider |a courbe de calibration aing!
que [omogenete des dosages entre les dfiérents essais pour un méme ot de
réacifs.

Das contrties qualie colvent 8re incius 0ans chaque $8ne, selon ks bonnes
peatiques de ibomsore afin de valioer les résutats du test. Une nowvelle couorbe
de calbration doR étre @ablie, de preférence, pour chague séde d'essal, ot &y
mOINS pOuUr Chague nouveny ot de réactits, ou apeés chaque maintenance de
l'astomate, ou quand les valeurs des contréles de qualité sont mesurees an
dehors de la 2one dacceptation défnie pour la méthoda

Chaque laboratoire doit étabilr el vérier ses propres valews cbies, les zoros
dacceptation el ks pedomances aflendues, selon s instrumerts ef les
Protocoies Uiises.

* Pour b momode marwale, an point fnd, racer sur paplr bgatihmgue la
droite de caibaation, en portant en atucisses la concantration de factewr VI (%)
ol #n cedonrdes ks DOy (nim) cormespondante.

* La concortration do facteur VIl dars léchartion & dosor es! dédule
dimciament de la courbe de calibration.

* Les résultats sont @xprimés en % de factour V1.

* S Ia divton nlisee est 11000, la taux de facteur VI est cbiany dimctamaent
sur |a courbe. Si d'autres dilutions sont utlisées, le taux mesure, doit ére
muliplia par le facteur de diution = D « divise par 1000, sat D'1000.

Les résuftals oblenus dolvent &re ulilisés & des fins de recherche

uniquemant o1 ne sont pas ulilisables pour le diagnastic ou le traitament du

patient.

* Pour gbtenir kes parformances opfimales du test, suvm sorupulousement les
rstructons lechrigues.
o Tout macti! presentant un aspect Irhabitue ou des signes do contamnatian doit

iitre rejelé.
o Tout plasma présentan un coaguium ou oes SGnes do comamination dot due
rejote.

* Laimile basse ce datection est 5 5%,
. Lod da 951 canpris onte 5 ot 2007

1. Sefipsohn U, o sl Coupled amidolytic assay for facke VI Ils us= with 2 cloting
assay o determine the actvity staje of faztor Vil Blooo. 1978,

2 Clane BJ, of & The ot esidermi growth facior domain of human coaguaticn
fRctor VI & sssential for bindng wih tasue tactor FERS. 1092

3 Ledeonyw A, #f 4l The estimation of 1acior VIl in vesiock plasne of domesss
anms by the use of Arch Vet Pol. 1993

4 c#-mVJ.ﬂd.Enommv-wwewsznnmmmuw

8 speciicites.

Inbinior Blochamatry. 1589
Natacha CJ, efal. wolume of gistrits for cvated tacior
Vlmwummmwwmmymmnnwm
¥ P h. 2013,
6 Domin JR D nd ys o in vivo lgosamal
Mmoiﬂ‘im-mnﬂn& BA. Bolkgical Chemistry S Callege

T wm-a er a. Smbiy of coaguaticn protens In frozen plaama. Elood
coaguiason and Fsnolysis. 2001,

BYMROLES.
Symbolas uliisés o sigres drumérés dans & nonme IS0 15223.1,
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BIOPHEN™ FIX

c E [Em[_lzfrz@zmm

Menode chromagena pour dosage du Fasteur X
S plasma ou concenyes IhérapeutQues

uwnwmm'm- oo
ummnmalmm':&mwmmmnuvnwm
o maryel!

mmuﬂ-‘w yig
u:mrm;nx)'-wmmummxmﬂmsum
Intorvenand dovs los phases oo la =) namye dans

le plasma humam est denviron & 3 § pgiml Activs pw lo Fackeur Xla muma
csoum, lo Fazkewr [X(a) lomme wnr compiesn act! avec lo Fackur VI, oo présonce de
cacum et prosphoipides, ol actve b Factour X on Fackeur Xa.

Le cofirot BIOFMEN™ FIX est praposé pour le dosage de ['achte da Facteur IX sir plavme
o conconds thirspoubgues. ou WUt sure Sguide balogaue o co laciour sl echa chd

La m&hode BIOPMEN' FIX est un desage chromegene de lacthéle du Factewr IX (FIX), En
présence de phosghoipides (PLPs) of oaloum, le Fackwr Xia (F)Gal actve le FIX, présent
dans léchantion lesté en Factewr IX activé Lo Fachewr VILC actse (FVIRN par
forma un avoc ko Facieur IXa powr actver lo Faceow X. Lo
Facieur Xa aiesl \ormd hydrolyse le substral chromogne gu ibdre de la parnivoardine

HYPHEN
BioMed

v hyphen-blomed.com

155, rue d'Eragny

95000 NEUVILLE SUR OISE
FRANCE

Tel. : +33 (0)Y 34406510
Fax: +33 (0)1 34 48 72 36
ifo@hyphen-blomed com

Frangais, cemiar révision | 11-2016

[EE]  a15: Provoque use inilahion cutande.
HO19 | Provoga une slving Imiaion des yeus,
HO3S - Peut lmier s voes raspinaiones.
HA1Z © Noot pour Yes
forma.

ine dos ofels &on

[R2] 1014 Provogos des brddures de L poau of Oes Isvions Gouaimes graves
HG1E - Provoque des Rsions oculines graves.
HOB0 - Peut nare & fa fertité ou au fostus

Lo facons soel lpophiisds sous vioe. Rester délcalament le bouchan da lyophisation. pou
¥atranchic o bouk pane du orodut & Touveriure du Racon.

Roactit 11 FXIN-FWIEC |
Fecorat o chague facon awec oxacument 25 mi d'eau distilide, npner vioureusesian|
[T Lassor pandant 30 min & lmpératuse amblante (15

25°C) on agitant do lomps on temps.
Homogandeer e réact! avant ctague ulilsalon
LA sl du roact! aprts roconsihtion, sous stearve do foua contaminalon ou

(P uwnoonmlw«mumm a &Sam) est
de Fasteur IX dans echantilon (e Facteur Xla le Faceur

\Mcmthvxanrwwmﬂmmm

Foa- e srurs JCIN s v~

{Eimnmmtﬁdw)tw.d VLG, yuphins, Cortent du calcum

diorde dhydmte. du sulale da cawro. un inhitiour de polymensabon do ka fbnre af des

satiisants.

2 flacons de 25 mi.

-MI Aictit sctivateur  pphtiet. Comdent du Fackur X hussain, en quanii
de o caloum ovonds deycealo, de

lmidazcie. mvownaumlmmnessunm

de 25 ml
Régctt 3 v Sub Ll & Factawr Xa 1538110
Ipapivias. Contant un ntebdeur B Factmur Xin
2 facons de 25 mL

[Rd] Reacer 4 : Tampon : Tampon ractonng TnsS5A Comest % de BSA PEG. des
staslisants du Factew VIIC ol de l'aside de sodum () Gg/1) comme consarvates
2 facons de 25 mL.

Le reactd R coctien! de Sddes queniies d'asde de sodum (0 Sgd), vor MSE EN GARDE
ETAVERTISSEMENTS.

* Toul produt dfeegine Bidogaue dail dbe

¥ HvC i o) précasors Mcessares

* L'azde de sedium pest géasver des composants expiolly au contact des canalsatons en
PIOMD 0 80 CUhD,

* Sile subshal devient jaune, oels ndaue ute contamcabion. Le famon dal die pié o un
rouveso ublsd

Laiminasar das déchats dot dle etectade ¢ Bus b tocmes @

vigueur
* Uthiser enquement bes réacts dun méme Jot de coftel. Ne pas melanper les reactls o
delironts ots do coleets pour tdadser un dosage. ds sart ogtimists pout chague kol de
colfrels.
Les réactfs dotvent Mre manipdes aves présadtions ain d evter loute contamination lors
de lewr ulbsation, Eviter autant que possbie 10cle Gwporaton cs reaztls loes o8 leur
stiisation. en Bmtant fa surface déchanpe bgude alr. Lévaporaton recull fa stabilne ou
react! & bord de [putomate.
Pour corearver a slabibié des dachis, rolermer les tacore ares chague Wilsation avec
fwrs boichore mspecits.
Los dtudes do violssement sdaisdes & J0'C pordant I semanos, monkost que ks
rhacls peuvert dro A pendant ure pérode coule sas
aucun dommage .
Lo pasme humain wfies pour e préparebon des Factuum X, X ol trombne & 6% Isss
P s mhodes ervegeries o & centle weenpt danticoms VIH de Hiw Ag et
darsicarps VCH L-ammmmuma-w.uuuu

mithodos ervegithoss of ot cenfie sampt da de
Fonciphalonatse spongiime Boving
o Fain un tanc pasma o o plasma e cloniouo. s ysé U une

oooraton difbronle des plasmas dldlons
Quard la mithede cndbzue osl iblivin, uSiaer oy AD0 405 au beu des DO 405

Four usage do dlagnosic N Wi

‘HYHEN BloMed
95000 Nowile sur Ose - FRANCE

111

dans son facon d'ongne est de |

. 24 hewres 8 2.0°C.

. cmanummmnnns-cs
. 2 mols conged 2 +20°C ou mors’

[Z] Rbuctil 2: Reacil sctivatow :
mmw.«.mmuud‘mﬁu agter wgowreuseTen|
dr Lt e pacdant 20 min & lempiratere andiisde (18-
I5°C) en aghant de lenps en lesps,
Fomoghneser lo raact| avant chacue udksaton
Lo alasliih e olacH! agrls mcomitligion, saus Miaenve de toum comamnalon o
Savaporabon. conservé dans sos flacon dongne est de
. 24 heures 4 2.8°C.
o Bhwums A nerpiratuee antaanks (1825'C),
. 2 mols coogel A -20°C ou maea'

Ls) Piactif 3: Substeat |
mumwmomlinl’m-l&mwml
s d pendant 30 min 3 tempéralece ambiank (!.
HC)-QMﬂm-m’u jsas's dissolstice compliie. Vorlar latsence de
Q! sur o fond ol Macen
Homogandiser o réacs! avan chague utksason,
Lo sisblind du réacsd! agrés roconstlfion, sous rozanve de lods conamnaBon ou
dovaporation. conserve dans son Racon dongine ext de
. 1 mols & 2&°C
. 7 purs & lompérature ambiarte (18-2% °C)
. 2 mole congul & -20°C vy morw*
THcorgalir e seuw lois b pla mgdement pasalie AJ‘Cn-ﬂw!hm
Mm-wwd-mu-mmmnmtmw re veries dam lea
do avad du
R Reactit 4; Yampon
Prist a l'eeeplos. Lalsser statsliser penctant 30 minates & Nopdiaiure amtiae (18.25°C), avani
utitsation

EL 9 mant chague ubilsaty
Dans sen enbalige d'osgne, ef conserve 4 25°C, Je reactl est stoble usqu'd i date o
pavemption Indguée sur ke coffrol Sous reserve de toute consaminaton od d évagoration.

L thictiy POn ot dovent A conmeyis & 2-8°C dans leur entulige derigon s soet
Whors usisabies |usqu'd la date de perempion imprimbe sur o calbet

BEACTIF T MATERELS REQUIS MAIG NONFOURNE |

Rdocids:

o Eau cetion

* Aode scodnue & 20% ou acde olnigue & 2% (méhode en poirt bns|

* Maldeer do réfdverce pour dosago des concenirés thompousques oo Facewr X
(irterratonal 6u o)

armal Comir
* Pou redser lm lnm-uml'mumﬂ-maiumm’ x
IDPOSOAK
Marrigla:
* Spoctrphoiomenes o SuloMales SOUT Sosegn (Hremipine
o Chronomsiim, Prstes cilroes

ERELEVENENTS,

La o la des ®hent 6o reaksées solon ks
recormmanclalions mmmvlmml‘hh-m”mlmdn
C&.’.itmk‘lnwpb In In puation ol
M)m)

Echanting
mwmmuamnmwmlu raodoual.

Ersitvamect
umg(’m‘)ﬁhtdmw cirale 11 walumw) 10 10300
WEC GBSO, DAY PONSICH v Neche up«—-nmmmmm
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e Coeinbigaton:

Dians bus deuse huutes, ﬂmm“v“wﬂmlmmmcm
Ul plauTE paAe an do 15 meules & 3500 &
mr-mmum(my.unmwmuw-mmm

" 4 Poures A temporiuee ambanmg {18.25°C)
o fimoed-20C
° 24 mars & -70°C,
Lus detinrtiions o plaenn congeid dovend dbe WAWMSN s g

sogreusement et fosiés o aglant
wwmm immedalesmnt apeos shcorghinnn ol o wvant m-un
Lu cofiet peed Mra 14Hin wn e (gxont
fnal], um»-n-tmum-mnﬁuwwmmmam

e ]

. wr b o wn sur
Tapplication spédfique o aux peécautions spéciligues de chague sutomale.

|wmu-mulmmmmwmmmwm
Wdom dovent @ duds des du Mmpon Ré conme dicet Gcmsaus ofin Seffecur &
gamme de caltraton ('C” adfedd Ia concentation en Facsour 0

Gamme haute (5 2 2000 :

Longue n gamme ow calbraton oot réwiises & Teide un plmms ébn commerd
fex | BEOPHEN' Plasma Calboion), W ubon au U100 comescond & la concenireson (C) eo
Fackur 1X inchquos, of le 186 & dow fos cetie concentrbion. Pour un &alon thant ©, e taux
G0 200% (dans lex condSions du dosage) sel cbiery en dlian! oe dison par W lac
mavant - S0x{C)y00

L gamme do catbraton peut egawmest fre ealnee 3 faide dun pod de plawma chrates
mmaus (a mons 30 ndvidis normaur, hommes el emmes. de 18 & 5 ans, sars
Entonart ou pathologie conma), i par inton Tee 100% S Factesr (0 L dosege
Inigre ene Alution ou plasma au 1100, gul regrdsenie par definiton be taus 100N do Fadow
IX. La pamme de caibraton va de 5 8 200% de Faciew 1X La didion au 150 en lampon Ré
reprosontn 200% de Fecsour 1%,

Prégacer 2 mi de [a gikson 150 du ool S8 Masmas 20NMauy, du we diuton (50sC100) &
pasma dtson Mré on Factewr I isot €1) Cette soluton The 200% Factour IX ; prépanr

pamme d'dldornage suvarie P Aludons meorssves ders (o lampan M comme deart
umummamu e de calbrabion

1 2!
Vohina Ein T e T T
oeCl | ¢eCl | deC2 | 0sCD |
Volume Tampon O Somut | S0 | Sooul | 4otul
La mcm-nowmnmnmmmanmm
o Facier

irdorme .
Mwwu“nmwnﬂmcumwwma!Umtwo-Mmm
Ahtion sy 150 en R4E pow obtenir une solution & 200% do Facter X, Effaciunt & parsr de
cette soldion une Qamme d'éllonnage en taapon R4 comme eqplique précédemment.
Gamme basse (1 4 20%) ©
L'stakornage peul #re realet & Made dun pod de plasmas clrates nomaw ou dus plasma
Gaon commrcial & Mut de Factect 1X conru, sof C Diler ¢ pliens mwc du plassn
ditoont en Faclow 1X [DPOSOAK) ae fagan & ottesir un aus de 20 % do lacwour de dihuon
o plosma ddbcinn! eel do 8 pour e podl ranme, o de $3C100 pour um akon & e C)

Lo dosage ntdgre ute dhtoo du plasea au W20 Lo gantme de caltration va ds 18 20% e
Facthut X La dition au 1720 an lmgon Ré rapdaerna 20% de Facw 00

A m&ﬂu”hh%“unn?mumnu -
Eﬁ 0 5 E‘ 1
Voluna Etslon 20% PIX Sooul 2500 1280 | Sk Sud
Vetume Tampon R4 ('3 2504 | TEuL | 458 | 47RL
Feakse la gamme esteraporansment afn deviler loute dégracaton da Faclow 1

2 Db s v Fid costrre therll chus o lathanc

Cettde | 2zamiozzan | Basse (apres uthon 1/10 em 186

Désio lent £X)

Echurttions NA. e =
Pour tas conconires iheampeutigues de Faciow (X (ef les fudos Bokgagues o0 le Fasieur 1IX
et recherche), Fechantfion & lesier fon gamme haute) dor Mre prddibg on R4 pour Sbier
momt'wldm‘w-t ¥ est recommands feflechuer une pre-
Gl ol 4. g thKmO,"!“mw
Mm.nlhmh**‘ au test, La un Factour O awrdue s
e aksi anve 20 of 200%.

(La conceny aticn mesurde ot ensule & muliphee par o fackeur do « pro-diuton «)
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DA CUNHA Marjorie

DOSAGE DES FACTEURS DE COAGULATION VITAMINE K
DEPENDANTS CHEZ LE CHIEN : DEVELOPPEMENT, VALIDATION
ET INTERETS CLINIQUES.

Thése d’Etat de Doctorat Vétérinaire : Lyon, le 30 octobre 2018

RESUME :

Contrairement aux méthodes disponibles en médecine humaine, les tests d’exploration de I’hémostase
en médecine vétérinaire sont plutdt limités d’un point de vue sensibilité, spécificité et précocité
diagnostique et reposent le plus souvent sur une exploration globale d’une voie, telle la mesure des
temps de coagulation. Notre étude expérimentale a consisté a développer et valider chez le chien une
méthode de dosage chromogénique sur automate de chaque protéines vitamine K dépendantes que sont
les facteurs de coagulation I, VII, IX et X ; a établir des intervalles de référence pour ces paramétres
dans cette espece ; et a réaliser une premiere approche de I’intérét clinique de tels dosages. La méthode
développée s’est révélée fiable, linéaire, reproductible et capable de montrer des différences
significatives de niveau d’activité des facteurs en intra et inter espéce : activité plus importante des
facteurs VII et X dans 1’espéce canine ; activité du facteur Il significativement plus importante chez la
chienne ; activité du facteur X environ deux fois supérieure chez le chien comparé a I’homme. L’intérét
clinique s’est quant a lui révélé prometteur au regard des changements d’activité mis en évidence dans
des contextes pathologiques en lien avec des anomalies des facteurs I1, VII, IX et X.

Une utilisation en routine semble donc envisageable, dans les domaines de la recherche et de la clientéle
notamment, permettant une approche plus fine de 1’hémostase, notamment dans des contextes de
coagulopathies d’origine héréditaire, d’état de déficience en vitamine K ou en y-carboxylation, ou

encore d’état d’hyper ou d’hypocoagulabilité.
MOTS CLES:
-Protéines vitamine K dépendantes - Intérét clinique
-Chien - Intervalle de référence
-Dosage
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