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Introduction

a. Contexte général

La majorité des cliniques vétérinaires sont aujourd’hui équipées d’analyseurs
d’hématologie de paillasse, permettant une réalisation des analyses dans un délai assez court
apres prélevement. Cependant, en fonction des conditions de prélevement, notamment lors de
visites sur le terrain, en élevage ou en consultation a domicile par exemple, il arrive
régulierement que des analyses soient reportées de 24h voire plus, sans forcément avoir un
stockage réfrigéré des préléevements dans les véhicules.

Dans les cliniques ne disposant pas de ce type d’analyseur, ou réalisant des préléevements sur des
especes pour lesquels ces analyseurs n’ont pas été prévus (nouveaux animaux de compagnie ou
faune sauvage par exemple), il est parfois nécessaire d’envoyer ces prélevements dans un
laboratoire spécialisé et mieux équipé, ce qui implique des délais d’analyse plus importants liés
a I'expédition, les jours fériés... et des conditions de stockage des prélevements parfois variables.

Il est donc important d’évaluer la stabilité et la fiabilité des résultats analytiques obtenus lorsque
le prélevement est analysé de facon retardée, au risque de conduire a une mauvaise
interprétation diagnostique. Il en va de méme pour la température de stockage, puisque la
réfrigération n’est souvent pas possible.

b. Protocole de validation du Sysmex XN-V

Notre étude de la stabilité de ’'hémogramme en fonction de la durée et de la température
de stockage des prélevements sanguins, sur quatre espéces différentes, chiens, chats, bovins et
chevaux, a eu lieu dans le cadre du protocole général de validation de I'automate d’hématologie
Sysmex XN-V, dirigé par M. Grébert sous la responsabilité de C. Trumel.

Ce protocole global englobe des études de linéarité des résultats, de précision des mesures, de
reproductibilité, d’interférences avec certaines substances, de comparaison avec les résultats du
Sysmex XT-2000iV précédemment en place dans le laboratoire, I'établissement d’intervalles de
référence chez le cheval, des études dites de contamination, et cette étude de stabilité.

c. Fonctionnement de I'analyseur

L'automate Sysmex XN-V est fondé sur la combinaison de plusieurs méthodes d’analyse
couramment utilisées en hématologie.

La premiére est une mesure de variation d’'impédance entre deux électrodes, dans un flux dans
lequel passent les cellules sanguines. Le passage des cellules dans ce flux entraine une
modification de la conductivité et une variation d’impédance proportionnelle au volume des
cellules, qui permet donc un comptage cellulaire et une différenciation des cellules en fonction
de leur volume. Elle est utilisée pour les comptages cellulaires des hématies et des plaquettes.



La seconde est la cytométrie de flux, méthode optique capable d’évaluer la taille des cellules ainsi
gue des éléments de structure interne. Elle repose sur la mesure des variables optiques des
cellules mesurées individuellement dans un flux focalisé passant devant un laser. En fonction de
la diffraction du laser, 'automate évalue la taille, le contenu et la structure des cellules.

La cytométrie est combinée a de la fluorescence optique, par I'utilisation de fluorochromes, des
colorants spécifiques se liant aux acides nucléiques dans les cellules. Les différents fluorochromes
utilisés par le Sysmex XN-V permettent la différenciation des différentes lignées de leucocytes,
des érythroblastes, des réticulocytes ainsi que des plaquettes matures et immatures.

La troisieme est une technique de spectrophotométrie avec du SLS (laurylsulfate de sodium), un
composé non toxique capable de se lier a ’hémoglobine en formant un composé coloré
détectable par spectrophotométrie. Elle permet une mesure de la concentration en
hémoglobine.

La combinaison de ces techniques d’analyse permet de mesurer un grand nombre de variables
en assurant une bonne fiabilité des résultats.

Le tableau I ci-dessous reprend les différentes variables mesurées et calculées par les différentes
techniques.

Cytométrie de flux avec | Cytométrie de

Technologie | Spectrophotométrie Impédance
8 P P P fluorescence flux

RBC-O ; Reticulocytes ;

PLT-O ; Neutro ; Lympho

; Mono ; Eosino ; Baso ;
NRBC ; PLT-F ; IPF

RBC-I ; PLT-I; HCT
Mesurés HGB ; PCT; MCV;
MPV

WBC

MCH ; MHCH ; | Rapport de fluorescence
Calculés RDW ; PDW ; P- | des réticulocytes (LFR,
LCR MFR, HFR, IRF)

Tableau 1 : Variables étudiées par le Sysmex XN-V et méthodes de mesure associées



d. Etat actuel de la recherche sur la stabilité de I’'hémogramme en
fonction des conditions de stockage

i. Présentation de quelques études

Plusieurs études ont déja été réalisées pour évaluer la stabilité des variables
hématologiques en fonction des conditions de stockage et du délai avant analyse. La majorité de
ces études ont été réalisées sur des spécimens de sang humain, mais nous nous concentrerons
ici sur des études menées chez différentes espéces d’animaux de compagnie ou de rente.

Les protocoles expérimentaux de ces études sont assez variés, les techniques d’analyses
également, ce qui induit des conclusions parfois différentes d’une étude a I'autre.

Nous avons donc essayé de comparer de facon qualitative les variations statistiquement
significatives observées dans différentes études (tableaux 2 a 5, pour les différentes especes
étudiées), que nous confronterons par la suite a nos résultats expérimentaux.

Au sein de I'ENVT, des études de stabilité des résultats d’hémogramme ont été réalisées
avec 'analyseur Sysmex XT-2000iV, étudiant les modifications de I'analyse des prélevements
sanguins de chiens (Bourges-Abella et al., 2014) avec un stockage de 48h a 24°C, et de chats
(Granat et al., 2013) apres un stockage 48h a 24°c également.

L’étude réalisée par F. GRANAT compare également les effets de I'utilisation de différents anti-
coagulants (EDTA et EDTA+CTAD) sur cette stabilité. Dans un but de comparaison avec les autres
études et la nbtre, seuls les résultats obtenus avec des prélevements sur EDTA seront considérés
ici.

Ces deux études montrent une augmentation statistiquement significative du volume globulaire
moyen et de I’hématocrite notamment; et chez le chat une augmentation des comptages
cellulaires en réticulocytes et éosinophiles. En parallele ont été décrits une diminution
significative de la teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine et du comptage des monocytes
et chez le chien des plaquettes. Les autres variables étant relativement stables dans ces études.

Une autre étude réalisée avec ce méme analyseur a Giessen en Allemagne (Bauer et al.,
2012) sur des prélévements issus de chiens, chats et chevaux, fondée sur des analyses de
spécimens conservé a la fois a 4°C et 22°C sur 72h, donne des résultats similaires pour les chiens
et les chats lors du stockage des prélevements a température ambiante, mais aussi pour les
chevaux. Cependant les résultats obtenus sur les chevaux montrent une diminution du comptage
leucocytaire plus marquée que dans les deux autres especes.

Cette étude introduit une dimension supplémentaire comparée a celles réalisées a I'ENVT,
puisqu’elle étudie non seulement la déviation des variables analytiques avec le temps sur des
spécimens stockés a température ambiante, mais qu’elle la compare avec la déviation obtenue
sur des spécimens réfrigérés a 4°C. La réfrigération a semblé montrer ici des effets positifs par
une diminution de la variation de la plupart des variables analytiques.



Une troisieme étude francaise a été réalisée en 2006 sur 152 prélévements de sang de
chien (Médaille et al., 2006), analysés avec un automate Coulter T540, fonctionnant sur le
principe de variation d’impédance, avec une mesure photométrique de la concentration en
hémoglobine. Ces mesures étaient réalisées sur 48h apres stockage a température ambiante et
a4°C.

L’étude porte sur un nombre réduit de variables mesurés par I'analyseur, et tous les résultats ne
sont pas donnés pour les spécimens stockés a 4°C, nous n’exploiterons donc que les résultats
obtenus sur les spécimens stockés a température ambiante. Une diminution modérée du
comptage des hématies, une augmentation du volume globulaire moyen et une diminution plus
marquée des comptages plaquettaires sont rapportés.

Une étude (Furlanello et al., 2006), réalisée sur des prélevements sanguins de 5 chiens
sains analysés a I'aide d’un automate ADVIA 120, fonctionnant sur une technique de cytométrie
de flux, avec des prélévements stockés a 4° et 24° durant 48h, tire des conclusions similaires.

Une autre étude (Sharif et al., 2012) a été réalisée a Garmsar en Iran sur des équidés, sur
des prélévements stockés a 4°C et 24°C sur 72h, a partir de lectures manuelles de frottis sanguins
complétés par un micro-hématocrite et un dosage chimique (méthode de Ia
cyanmethémoglobine) de la concentration en hémoglobine. Cette étude conclue également a
une meilleure stabilité des variables sur les spécimens stockés a 4°C.

En ce qui concerne les animaux de rente, des études ont été réalisées a Nsukka au Nigeria
(Ihedioha, Aba, 2010) sur des prélevements de bovins, chévres, porcs et poules, stockés sur 72h
a 37°, 30° et 5°, analysés par une technique de Buffy Coat.

La seule variable étudiée avec cette technique est le Buffy Coat, qui représente donc la fraction
du plasma contenant |'essentiel des leucocytes et des plaquettes. Les résultats montrent une
augmentation nette de cette fraction, malgré une certaine stabilité dans les 24 premiéres heures
de stockage quelle que soit la température, et une meilleure stabilité lors du stockage réfrigéré
a 5°C.

Une étude réalisée par des chercheurs allemands et suisses (BLEUL et al., 2002), a été
faite sur un échantillon de 20 bovins, avec des prélévements stockés a 4°C et 20°C durant 24h,
analysés avec un automate d’hématologie Cell-Dyn 3500, combinant des méthodes de variation
d’'impédance et de cytométrie de flux.

Cette étude est intéressante malgré la faible durée de stockage (analyses sur 24h maximum), car
il s’agit d’une des seules études réalisées sur des bovins avec un automate aussi performant. Elle
montre pour certaines variables, notamment les comptages plaquettaire et leucocytaire, une
meilleure stabilité des analyses pour les spécimens stockés a 20°C qu’a 4°C, quoiqu’une



diminution des comptages soit observée avec la durée de stockage quelle que soit la
température.

La derniere étude que nous évoquerons ici (Abd Ellah, 2011) a été réalisée en Egypte sur
des prélevements de 6 bovins et 6 anes, stockés sur 72 heures a 4°C et a 30°C, analysés avec un
automate MedonicCA620 fonctionnant par mesure de variation d’impédance, associée a de la
spectrophotométrie pour mesurer la concentration en hémoglobine. Cet automate sépare les
leucocytes en trois sous populations : granulocytes, lymphocytes et monocytes.

Les résultats montrent une absence de modifications significatives des comptages a 4°C dans les
deux espéces, mais une diminution du comptage des leucocytes et notamment des granulocytes
a 30°C, plus marquée et plus précoce chez I'ane.

ii. Tableaux et comparaisons

Légende : X indique une absence de variation statistiquement significative ; O indique que la variable n’a pas été
mesurée dans cette étude ; RBC-I, comptage des hématies par impédance ; RBC-O, comptage des hématies par
cytométrie ; Hct, hématocrite ; MCV, volume globulaire moyen ; MCH, teneur corpusculaire en hémoglobine ;
MCHC, concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine ; RDW-SD, écart type de la plage de distribution des
tailles des hématies ; RDW-CV, RDW- coefficient de variation associé ; LFR, MFR, et HFR, niveaux de maturation des
réticulocytes (fonction de la fluorescence) ; IRF, fraction de réticulocytes immatures ; PLT-I, comptage plaquettaire
par impédance ; PLT-O, comptage plaquettaire par cytométrie ; MPV, volume plaquettaire moyen ; P-LCR, proportion
de plaquettes géantes ; PCT, plaquettocrite ; PDW, plage de distribution de taille des plaquettes ; WBC, comptage
leucocytaire total.

Les lignes grisées correspondent aux mesures lors de conservation de spécimen a 4°C, qui ne sont pas disponibles
pour toutes les études.

Les * désignent les variables pour lesquelles le stockage a 24°C a induit une variation significativement plus
importante que pour le stockage a 4°C. Inversement, ** désignent les variables significativement plus altérées a 4°C
qu’a 24°C.



1. Chezle chien

Etude Spécimen Analyseur (technique) RgC RBCI Hct HGB MCV MCH MCHC Ret RSDI;N RCD\\/N LFR MFR HFR IRF
BOURGES-ABELLA 1 Sysmex ?(T.—20.00|V’ (Fluoro- X X N X N X ) . . ) ) X . .
2014 cytométrie+impédance)
BAUER 2012 22° 10 Sysmex XT-20001V (Fluoro- X X +* X X -+ 0 o o o o0 o
cytométrie+impédance)
Hématies BAUER 2012 4° 10 Sysmex ?(T.-ZO_OONI (Fluoro- X X + X n X _ o o) 0 0 0 O o
cytométrie+impédance)
MEDAILLE 2006 152 Coulter T540 (Impédance) 0 - 0 X + 0 0 0 0 0 0 (0] 0 (0]
FURLANZE:l'O 2006 5 ADVIA 120 (Cytométrie) X 0] +* + +* - -¥ 0 + 0 0 0 O O
FURLANELLO 2006 4° 5 ADVIA 120 (Cytométrie) X (0] + + + + - (0] X (0] (0] (0] (0} (0]
WBC Neutro Lympho Mono Eosino Baso
BOURGES-ABELLA Sysmex XT-2000iV (Fluoro-
42 A , - + - - X 0}
2014 cytométrie+impédance)
BAUER 2012 22° 10 Sysmex ?(T'-ZO'OON, (Fluoro- X N i i . o
cytométrie+impédance)
Leucocytes | BAUER 2012 4° 10 Sysmex XT-2000iV (Fluoro- X X X - X 0
cytométrie+impédance)
MEDAILLE 2006 152 Coulter T540 (Impédance) + 0] 0] 0] (0] 0
FURLANZE:fO 2006 5 ADVIA 120 (Cytométrie) - X - X X X
FURLANELLO 2006 4° 5 ADVIA 120 (Cytométrie) X X X X X X
p
PLTO PLTI MPV PDW PCT LCR
BOURGES-ABELLA Sysmex XT-2000iV (Fluoro-
42 7 et i N . ..
2014 cytométrie+impédance)
Plaquettes |  BAUER 2012 22° 10 Sysmex XT-2000iV (Fluoro- - - 0 0 0 0
cytométrie+impédance)
BAUER 2012 4° 10 Sysmex ?(T._ZO.OOIV, (Fluoro- i ) 0 0 0 o
cytométrie+impédance)
MEDAILLE 2006 152 Coulter T540 (Impédance) 0 - 0 0} 0 0}
LANELLO 2
FUR AN24° 0 2006 5 ADVIA 120 (Cytométrie) - 0] + X X 0]
FURLANELLO 2006 4° 5 ADVIA 120 (Cytométrie) X (0] X + X (0]

Tableau 2 : Comparaison qualitative de I’évolution des variables hématologiques dans différentes études, chez le chien.




Les modifications qui ressortent dans ces études chez le chien sont notamment |I'augmentation
de I’hématocrite et du volume globulaire moyen, de fagon plus marquée a température ambiante
gue pour les spécimens réfrigérés, associée logiquement a une diminution de la concentration
corpusculaire moyenne en hémoglobine. Les comptages en réticulocytes semblent également
augmenter avec le stockage a toute température, avec une fraction de réticulocytes immature
mesurée plus importante.

Concernant les leucocytes, les effets du stockage sur le comptage total sont moins nets, et la
réfrigération semble améliorer la stabilité des résultats analytiques. Plusieurs études montrent
tout de méme une augmentation du comptage des granulocytes neutrophiles et une diminution
du comptage des monocytes et dans une moindre mesure des lymphocytes.

Les comptages plaquettaires également semblent diminuer avec le stockage, en association avec
une augmentation du volume plaquettaire moyen.



2. Chez le chat

Etude Spécimen Analyseur (technique) RgC RBCI Hct HGB MCV MCH MCHC Ret RSDI;N RCD\\/N LFR MFR HFR IRF
GRANAT 2012 46 Sysmex XT-20001V (Fluoro- X X + X + X -4 + X X X X X
Hématies cytométrie+impédance)
BAUER°2012 9 Sysmex ?(T.-Z0.00N’ (Fluoro- X X o X o X i o 0 o o o o o
22 cytométrie+impédance)
BAUER 20124° 9 Sysmex XT-2000iV (Fluoro- X X + X + X -+ 0 o o 0o 0 o
cytométrie+impédance)
WBC Neutro Lympho Mono Eosino Baso
GRANAT2012 46 Sysmex XT-20001V (Fluoro- X X X - + 0
cytométrie+impédance)
Leucocytes | gayER 2012 Sysmex XT-2000iV (Fluoro-
o 9 e , X + - - + 0
22 cytométrie+impédance)
BAUER 2012 4° 9 Sysmex ?(T.-20.00|V’(Fluoro- X X X X X 0
cytométrie+impédance)
>}
PLTO PLTI MPV PDW PCT LCR
GRANAT 2012 46 Sysmex XT-2000iV (Fluoro- + + 0 0 0 0
Plaguettes cytométrie+impédance)
9 BAUER 2012 Sysmex XT-2000iV (Fluoro-
o 9 R +* + o (o] o o
22 cytométrie+impédance)
-2000i 5
BAUER20124° 9 Sysmex XT-20001V (Fluoro B + o o o o
cytométrie+impédance)

Tableau 3 : Comparaison qualitative de I’évolution des variables hématologiques dans différentes études, chez le chat.

Nous retrouvons pour la lignée rouge les mémes variations que chez le chien, avec une augmentation de ’"hématocrite et du volume globulaire moyen,
plus marquées a température ambiante, la diminution de la concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine et 'augmentation du comptage
des réticulocytes.

Pour la lignée blanche, les variations communes aux deux études sont la diminution du comptage des monocytes et I'augmentation de celui des
éosinophiles. La réfrigération des spécimens semble la encore améliorer la stabilité des comptages.

Les comptages plaquettaires sont contrairement a ce qui était observé chez le chien augmentés dans les deux études.
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3. Chez le cheval

RBC RDW RDW

Etude Spécimen Analyseur (technique) 0 RBCI RBC Hct HGB MCV MCH MCHC Ret D oV LFR MFR HFR IRF

BAUER 2012 22° 10 Sysmex XT-20001V (Fluoro- X X 0 + X + X . 0 o 0O o o o0 o
cytométrie+impédance)

Hematies | pAUER 2012 4° 10 Sysmex XT-20001V (Fluoro- X X 0 X X X X X 0 o o o o o0 o
cytométrie+impédance)

SHARIF 2012 24° 50 Manuel (0] (0] - + + (0] (0] X (0] 0 0 0 (0] 0 (0]

SHARIF 2012 4° 50 Manuel (0] (0} X - X (0} (0] - (0} (0} (0] (0] (0] (0] (0]

WBC Neutro Lympho Mono Eosino Baso

BAUER 2012 22° 10 Sysmex ?(T'-ZO'OONI (Fluoro- i N i i X o
cytométrie+impédance)

Leucocytes | BAUER 2012 4° 10 Sysmex XT-2000iV (Fluoro- X X X X X 0
cytométrie+impédance)

SHARIF 2012 24° 50 Manuel - X X X X X

SHARIF 2012 4° 50 Manuel X X X X X X

PLTO PLTI MPV  PDW  PCT

BAUER 2012 22° 10 SysmexXT-20001V (Fluoro- + + 0 0 o o
cytométrie+impédance)

Plagquettes Sysmex XT-2000iV (Fluoro-

BAUER 2012 4° 10 A + i (0] (6] (6] (6}
cytométrie+impédance)

SHARIF 2012 24° 50 Manuel o (0] (0] 0 0 (0]

SHARIF 2012 4° 50 Manuel (6} (0] (0] (6} (6} (0]

Tableau 4 : Comparaison qualitative de I’évolution des variables hématologiques dans différentes études, chez le cheval.

Cette fois, les études dont nous disposons sont fondées sur des techniques d’analyses différentes : manuelle ou a I'aide d’un analyseur fonctionnant avec
plusieurs techniques. Cependant nous retrouvons comme chez les deux especes précédentes une augmentation de I’'hématocrite et du volume globulaire
moyen lors du stockage a température ambiante, mais pas sur les spécimens réfrigérés.

Pour les leucocytes, les deux études montrent une diminution du comptage leucocytaire total a température ambiante uniquement.
Une seule des études en question s’est intéressée aux plaquettes, avec comme chez le chat une augmentation des comptages plaquettaires, quelle que

soit la température de stockage du préléevement.

11




4. Chezle bovin

Etude Spécimen Analyseur (technique) RBC Hct HGB MCV  MCH MCHC Ret RDWSD RDWCV LFR MFR HFR IRF
BLEUL 2002 20° 20 Cell-Dyn 3500 (cytométrie+impédance) X + 0 0] 0 0 0] 0] 0 (0] 0 O O
Hématies BLEUL 2002 4° 20 Cell-Dyn 3500 (cytométrie+impédance) X + (0] (0} (0] (0} (0] (0] (0} (0} (0] O O
ABD ELLAH 2011 30° 6 Medonic CA620 (impédance) X X X X X X 0 0 o o 0 O O
ABD ELLAH 2011 4° 6 Medonic CA620 (impédance) X X X X X X (0] (0] (0] (0] (0] O O
WBC Neutro Lympho Mono Eosino Baso
BLEUL 2002 20° 20 Cell-Dyn 3500 (cytométrie+impédance) - X - - X +
Leucocytes BLEUL 2002 4° 20 Cell-Dyn 3500 (cytométrie+impédance) -** X Sxk - X xk
ABD ELLAH 2011 30° 6 Medonic CA620 (impédance) - - X X
ABD ELLAH 2011 4° 6 Medonic CA620 (impédance) X X X X
PLT  MPV PDW PCT PLCR
BLEUL 2002 20° 20 Cell-Dyn 3500 (cytométrie+impédance) - 0] (0] 0 (0]
Plaquettes BLEUL 2002 4° 20 Cell-Dyn 3500 (cytométrie+impédance) -** (0] (0] (0} (0]
ABD ELLAH 2011 30° 6 Medonic CA620 (impédance) X X X X X
ABD ELLAH 2011 4° 6 Medonic CA620 (impédance) X X X X X

Tableau 5 : Comparaison qualitative de I’évolution des variables hématologiques dans différentes études, chez le bovin.

Nous avons cette fois des résultats plus variables entre les études. Dans une de ces études, nous retrouvons tout de méme l'augmentation de
I’'hématocrite décrite chez les autres espéeces.

Les deux études décrivent une diminution du comptage leucocytaire total, mais associée dans I'une a une diminution du comptage en granulocytes, et
dans l'autre a une diminution des comptages lymphocytaires et monocytaires, comme ce qui avait été décrit chez le chat notamment.

L'étude menée par BLEUL montre, contrairement a ce qui a été décrit jusqu’alors, une diminution de la stabilité des comptages leucocytaires et
plaguettaires avec un stockage réfrigéré, comparé a un stockage a température ambiante.

12



5. Bilan de ces études de stabilité

De toutes ces études ressortent des variations communes et certaines variables
semblent principalement modifiées par la durée de stockage : il s’agit pour les hématies de
I’hématocrite et du volume globulaire moyen, augmentés par le stockage et associés a une
diminution de la concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine calculée. Le taux de
réticulocytes n’a pas été mesuré dans toutes les études, mais lorsque c’était le cas toutes ont
montrées une augmentation de ce taux.

Pour la lignée blanche, les conclusions sont plus variables selon les études, quoiqu’une
diminution des comptages des monocytes et des lymphocytes soient régulierement décrites.

Le comptage plaquettaire est trés souvent modifié lors du stockage, cependant I’évolution
semble différente selon I'espéce étudiée. Pour les chiens et les bovins, le comptage
plaguettaire est diminué lors du stockage, alors qu’il semble augmenter chez le chat et le
cheval.

Pour finir, le stockage réfrigéré des spécimens a été décrit comme bénéfique a la stabilité des
analyses dans la majorité des études, sauf une (BLEUL et al., 2002) qui avance des effets
délétéres de la réfrigération sur les plaquettes notamment.
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1. Matériels et méthodes

a. Echantillonnage

Des prélevements de sang de 40 animaux ont été soumis au laboratoire central de
biologie médicale du centre hospitalier de I'Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse, pour
réalisation d’'un hémogramme. 10 animaux de chacune des espéces étudiées ont été
sélectionnés, et au sein de chaque espéces, chevaux exceptés, ont été sélectionnés 5 animaux
sains et 5 animaux pour lesquels un hémogramme a été demandé par les cliniciens des
hopitaux de I'Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse.

Les 5 chiens sains, 5 chats sains et 10 chevaux sains appartenaient a des étudiants ou
particuliers volontaires pour faire participer leur animal a I'étude.

L'exploitation des spécimens fut précédée d’un accord du propriétaire par consentement
éclairé (Annexe 1), a I’exception des bovins pour lesquels un accord a été prévu avec le service
de pathologie des animaux de rente de I’'Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse, dont les
cliniciens ont sélectionné les animaux intégrés dans I'étude.

Les prélevements ont été réalisés entre le 29/10/2018 et le 15/07/2019.

b. Prélevements sanguins

Des spécimens de sang total ont été prélevés sur les 40 animaux, sur des tubes
contenant un anticoagulant EDTA-K3 (VACUETTE® EDTA K3, Greiner Bio-one).

Les prélevements ont consisté en 2 tubes de 3mL pour les chiens, un tube de 3mL pour les
chats, deux tubes de 4mL pour les chevaux et les bovins. Les prélévements sur chiens, chats
et chevaux ont été réalisés avec une contention usuelle, a une veine jugulaire, a I'aide d’un
systeme porte tube VACUTAINER®. Les prélévements sur les bovins ont été réalisés a la veine
caudale, avec le méme systeme de préléevement.

Chaque tube était identifié et associé a une feuille d’accompagnement (Annexe 2), indiquant
notamment I'identification de I'animal dans I’étude, la date et I’heure de prélévement.

A l'arrivée au laboratoire, les prélevements de chaque animal étaient mélangés et répartis en
deux aliquotes égaux, puis homogénéisés par agitation mécanique durant 20 minutes et par
20 retournements manuels. Par la suite, un aliquote était stocké a 4°C, I'autre a 24°C.

c. Analyses

Chaque analyse réalisée chez les chiens, chevaux et bovins a été réalisée en duplicate
en mode manuel sur I'automate. Pour les chats, une seule analyse a été effectuée a un temps
donné, du fait du faible volume sanguin disponible.

Toutes les analyses ont été réalisées par un méme manipulateur qualifié.
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A chaque temps d’analyse, les deux aliquotes ont été homogénéisés 20 minutes et retournés,
puis analysés via le Sysmex XN-V, et un frottis sanguin a été réalisé a chaque fois. Les deux
aliquotes étaient ensuite rangés dans leur stockage respectif.

Des analyses ont été réalisées pour chaque spécimen a TO (moins de deux heures apres le
prélevement), puis aprés 2 heures (T2), 4 heures (T4), 8 heures (T8), 12 heures (T12), 24 heures
(T24), 48 heures (T48) et 72 heures (T72).

d. Statistiques

Les moyennes des résultats obtenus pour chaque variable ont été étudiées selon un
modeéle intégrant deux facteurs de variabilité : la température et la durée de stockage, grace
a une ANOVA a deux facteurs de variabilité.

L'effet de la durée de stockage a été évalué selon un test de Dunett par la comparaison des
valeurs des variables aux différents délais d’analyse par rapport a la moyenne mesurée a TO.
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[Il.  Résultats

a. Chezle chien

Les variations observées avec la durée de stockage des aliquotes seront exprimées en
pourcentage de variation par rapport aux valeurs mesurées a TO.

Concernant le comptage cellulaire en hématies, nous observons par mesure d’'impédance une
diminution statistiquement significative des valeurs obtenues lors du stockage a 24°C
uniquement (-4% a 72h), variation non observée par la mesure par cytométrie de flux.

Une augmentation significative de I’'hématocrite (+8% a 72h a 4°C, +18% a 72h a 24°C), du
volume globulaire moyen (+9% a 72h a 4°C, +25% a 72h a 24°C), et plus faible de la teneur
corpusculaire en hémoglobine (+2% a 72h a 4°C, +6% a 72h a 24°C) est observée, avec une
diminution significative de la concentration corpusculaire en hémoglobine (-7% a 72h a 4°C, -
15% a 72h a 24°C).

Ces variations sont croissantes avec le temps et sont plus marquées a 24°C qu’a 4°C.

Le comptage des réticulocytes est significativement plus élevé aprés 72h de stockage,
notamment lors du stockage a 24°C (+9% a 4°C, +19% a 24°C).

Une diminution des comptages leucocytaires, statistiquement significative, est observée lors
du stockage a 24°C uniquement a 72h (-5% par cytométrie et -9% par cytométrie associée a la
fluorométrie). Le comptage le plus altéré est celui des monocytes (-43% a 72h a 24°C).

Concernant les plaquettes, une diminution significative et temps-dépendante des comptages
est observée, et ce avec les trois méthodes de mesure permises par le Sysmex (variation
d’'impédance, cytométrie optique et fluorescence). Seuls les résultats obtenus par variation
d’'impédance montrent une différence statistiquement significative entre le stockage a 4°C et
a24°C(-47% a 72h a 4°C, -31% a 72h a 24°C).

Le tableau ci-dessous représente les variations des différentes variables analytiques, en
pourcentage de modification par rapport a la valeur mesurée a TO.

Légende : X indique une absence de variation statistiquement significative ; O indique que les données obtenues
ne permettent pas de réaliser une analyse statistique fiable ; RBC-I, comptage des hématies par impédance ;
RBC-0, comptage des hématies par cytométrie ; Hct, hématocrite ; MCV, volume globulaire moyen ; MCH, teneur
corpusculaire en hémoglobine ; MCHC, concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine ; RDW-SD, écart
type de la plage de distribution des tailles des hématies ; RDW-CV, coefficient de variation associé ; LFR, MFR, et
HFR, niveaux de maturation des réticulocytes (fonction de la fluorescence) ; IRF, fraction de réticulocytes
immatures ; PLT-I, comptage plaquettaire par impédance ; PLT-O, comptage plaquettaire par cytométrie ; MPV,
volume plaquettaire moyen ; P-LCR, proportion de plaquettes géantes ; PCT, plaquettocrite ; PDW, plage de
distribution de taille des plaquettes ; WBC, comptage leucocytaire total ; WBC-D, comptage leucocytaire total
par le systeme de différenciation par fluorométrie.
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Variation maximale comparée a

Différence

Variable TO significative liée a la
4°C 24°C température
RBC-I X X Oui
RBC-O X X X
HGB +1% +1% X
Hct +8% +18% Oui
MCV +9% +25% Oui
MCH +2% +6% Oui
MHCH -7% -15% Oui
RDW-SD +15% +35% Oui
Hématies RDW-CV +7% X Oui
NRBC +24% +45% X
RBC-He -3% -5% Oui
Réticulocytes +9% +19% Oui
Réticulocytes % +9% +24% Oui
LFR X X X
MFR X -22% Oui
HFR X X Oui
IRF X X X
WBC X -5% Oui
WBC-D X -9% Oui
Leucocvtes Neutrophiles +7% X Oui
Y Lymphocytes -10% X X
Monocytes X -43% Oui
Eosinophiles X +10% X
PLT-I -47% -31% Oui
PLT-F -35% -41% X
PLT-O -28% -21% X
Plaguettes PDW +25% +14% X
g Pct -42% 27% Oui
MPV +9% +7% Oui
P-LCR +31% +24% X
IPF +77% +58% X

Tableau 6 : Modifications mesurées des variables analytiques, rapportées a la moyenne mesurée a TO, chez le

chien.
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Les graphiques ci-dessous illustrent les modifications de deux des variables analysées,
I’hématocrite et les comptages plaquettaires obtenus par mesure de la variation d’'impédance,

en pourcentage de variation par rapport a la moyenne obtenue juste apres le préléevement.
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Graphique 1 : Effet de la durée de stockage sur I’hématocrite, a 4°C (cercles) et a 24°C (losanges).

100

80 -

60 -

PLT-l (%)

40 -

20 -

24 48 72

Durée de stockage (en heures)

Graphique 2 : Effet de la durée de stockage sur les comptages plaquettaires obtenus par variation d’impédance,

a 4°C (cercles) et a 24°C (losanges).
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b. Chezle cheval

Nous observons chez le cheval, contrairement au chien, une diminution
statistiquement significative du comptage des hématies par cytométrie de flux, et ce
uniquement a 4°c (-7% a 72h a 4°C). Le comptage par impédance ne varie lui quasiment pas
avec la durée de stockage.

Une légere augmentation de I'hématocrite (+4% a 72h a 4°C, +6% a 24°C) et du volume
globulaire moyen (+4% a 72h a 4°C, +6% a 24°C). L'effet de la température de stockage n’induit
cependant pas une différence statistiquement significative pour ces deux variables.

Les valeurs de la teneur corpusculaire en hémoglobine et de la concentration corpusculaire
moyenne en hémoglobine sont peu modifiées, une diminution de cette derniére apparaissant
tout de méme aprés 72h de stockage a 24°C uniquement (-5%).

Concernant la lignée leucocytaire, la seule variation significative est une diminution du
comptage des éosinophiles lors du stockage a 24°C (-32% a 72h).

Pour les plaquettes, nous observons une diminution significative des comptages par
impédance (a 72h : -27% a 4°C et -32% a 24°C), la température de stockage n’induisant pas
une différence significative. A 'opposé, les comptages par fluorométrie sont augmentés lors
du stockage a 4°C (+127% a 72h) et ne sont pas modifiés significativement a 24°C. Les
comptages par cytométrie optique sont également trés augmentés lors du stockage a 4°C
(+368% a 72h) et beaucoup plus légerement a 24°C (+29% a 72h). Le plaquettocrite diminue
significativement avec la durée de stockage, quelle que soit la température (a 72h : -28% a
4°C, -35% a 24°C).

Le tableau 7 représente les variations des différentes variables analytiques, en pourcentage
de modification par rapport a la valeur mesurée a TO. (Légende identique a celle du tableau
6).
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Variation maximale comparée a Différence
Variable TO significative liée a la
4°C 24°C température
RBC-I X +1% Oui
RBC-O -7% X Oui
HGB +1% +1% Oui
Hct +4% +6% X
Hématies MCV +4% +6% X
MCH +2% X X
MHCH X -5% X
RDW-SD +18% +16% Oui
RDW-CV +24% +9% Oui
RBC-He -2% -2% Oui
WBC X X X
WBC-D X -5% Oui
Leucocytes Neutrophiles +2% X Oui
Lymphocytes X X Oui
Monocytes X X Oui
Eosinophiles X -32% Oui
PLT-I -27% -32% X
PLT-F +127% X Oui
PLT-O +368% +29% X
Plagquettes PDW X -16% Oui
Pct -28% -35% X
MPV X -6% Oui
P-LCR X X Oui

Tableau 7 : Modifications mesurées des variables analytiques, rapportées a la moyenne mesurée a TO, chez le
cheval.

L’évolution des comptages plaquettaires avec la durée de stockage semble ainsi tres
dépendante de la méthode de mesure employée, ce que nous pouvons illustrer avec les
graphiques suivants.



Graphiques 3, 4 et 5 : Effet de la durée de stockage sur les comptages plaquettaires obtenus respectivement par
variation d’impédance, par cytométrie optique et par fluorescence, a 4°C (cercles) et a 24°C (losanges).
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V. Discussion

a. Concordance avec les données de la littérature
i. Chezle chien

Les tendances rapportées dans la littérature et résumées dans le tableau 2
correspondent avec les variations mesurées dans notre étude, notamment I'augmentation de
I’'hématocrite, du volume globulaire moyen et la diminution de la concentration corpusculaire
moyenne en hémoglobine. L'augmentation du comptage des réticulocytes est également
rapportée dans toutes les études I'ayant mesuré.

Concernant les leucocytes, certaines données divergent, mais plusieurs études semblent
comme la n6étre montrer une diminution du comptage des monocytes avec la durée de
stockage, notamment a température ambiante.

Pour finir, la diminution du comptage des plaguettes que nous avons observé avec les trois
méthodes de mesures permises par le Sysmex XN-V est également rapporté dans la majorité
des études précédentes.

ii. Chezle cheval

Les données bibliographiques disponibles dans |'espéce équine étant moins
nombreuses que pour l'espece canine, il est plus difficile de distinguer des tendances nettes
concernant l'influence des conditions de stockage des prélévements sur les variables
analytiques. Comme dans les études antérieures, nous avons observé une augmentation de
I’'hématocrite et du volume globulaire moyen avec le stockage, quelle que soit la température.

La diminution des comptages leucocytaires, rapportée dans les deux études présentées
précédemment, uniquement lors du stockage a température ambiante, n’a pas été mise en
évidence dans notre étude.

Bauer décrivait dans son étude une augmentation du comptage plaquettaire avec le stockage,
qguelle que soit la température. Dans notre étude, les résultats divergent selon la méthode de
mesure employée : la variation d’impédance donne une diminution du comptage
indépendamment de la température de stockage, alors que la cytométrie et la fluorométrie
indigue une nette augmentation du comptage lorsque le spécimen est réfrigéré a 4°C.

b. Aspects pratiques

Une part importante des variables analytiques semble étre modifiée par le stockage
prolongé du prélevement, et ce malgré la réfrigération. Il faut cependant comparer ces
variations au biais de répétabilité des analyses, et a la notion d’erreur acceptable.
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A partir des données de I'étude de répétabilité pratiquée dans le protocole de validation du
Sysmex XN-V, ainsi que des recommandations ASVCP concernant I'erreur acceptable en
hématologie (Nabity et al., 2018), nous pouvons extraire le tableau 8.

Erreur Erreur totale

Variable acceptable observée

RBC 10% 4.02%
HGB 10%

HCT 10%

MCV 7%

MCHC 10%

Reticulocytes 20% 9.37%
WBC 15% 4.21%
Neutrophiles 15%

Lymphocytes 15%

Monocytes 60%

Eosinophiles 50%

PLT 20% 14.67%

Tableau 8 : Erreur totale acceptable et erreur totale observée dans I'étude de répétabilité réalisée sur le Sysmex
XN-V

L'erreur totale acceptable est définie dans les recommandations ASVCP, I'erreur totale
observée a été calculée selon ces recommandations dans I’étude de validation du Sysmex XN-
V. La valeur indiquée correspond a la plus grande valeur calculée parmi les deux solutions de
contrble employée.

Nous pouvons donc souligner que malgré une modification statistiquement
significative d’un certain nombre de variables analytiques avec le stockage, peu de ces
variables présentent des altérations supérieures aux erreurs acceptables relatives a la
répétabilité des mesures sur un méme spécimen.

Chez le chien, les variations du volume globulaire moyen (MCV), quelle que soit la
température, et de I’hématocrite (HCT), la concentration corpusculaire moyenne en
hémoglobine (MHCH) et le comptage des réticulocytes lors de la conservation a 24°C sont
supérieures a ces valeurs. Les comptages plaquettaires et plaquettocrite, quelles que soient
la température et la méthode d’analyse, sont modifiées de facon importante.

Chez le cheval, les variations importantes ne concernent que les plaquettes, avec des
comptages modifiés de facon importante mais également différente selon la technique de
mesure. La connaissance du principe de mesure de I'analyseur employé peut donc entrer en
compte dans l'interprétation des comptages plaquettaires observés, cependant aucune des
méthodes de mesure ne semble permettre une stabilité des variables lors d’'un stockage
prolongé.
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La modification de la plupart des variables ne devrait donc pas modifier de fagon importante
I'interprétation des résultats d’analyse pour la prise en charge de I'animal, a I'exception des
comptages plaquettaires, du volume globulaire moyen, de I’'hématocrite et de Ia
concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine. L'interprétation de ceux-ci devraient
étre fait avec réserves en cas de stockage prolongé du préléevement, qu’il soit réfrigéré ou non.
La confirmation a I'aide d’un frottis sanguin est recommandée.

Une étude antérieure (Imeri et al., 2008) avait cependant mis en évidence une
influence relativement importante de I|’analyseur utilisé sur la stabilité des variables
hématologiques, les données obtenues dans notre étude doivent donc étre appliquées
uniguement a I'analyseur employé ici, a savoir le Sysmex XN-V.

c. Limites de notre étude

Nous avons limité pour le moment notre exploitation des résultats aux seules espéces
canine et équine, du fait du temps nécessaire pour réaliser, vérifier et interpréter les résultats
statistiques pour chacune des variables étudiées.

Une autre limite de notre étude est liée a I’échantillonnage des chevaux. Nous n’avons
pour des raisons de disponibilité d’animaux donneurs a proximité du laboratoire de I’école pu
prélever que des animaux “sains”, alors que nous avons dans les autres espéces étudiées
prélevé des animaux sains et d’autres présentant diverses pathologies. Si la majorité des
études dans la bibliographie sont réalisées sur des groupes d’animaux en bonne santé, il faut
cependant rappeler que la plupart des hémogrammes réalisés en pratique vétérinaire ont
vocation a explorer une pathologie chez I'animal prélevé.

Dans I'objectif d’évaluer rapidement en conditions de pratique les effets du stockage
sur un prélevement donné, et d’adapter l'interprétation de celui-ci, il serait intéressant
d’étudier I'effet du stockage sur les “dot plot” fournis par I'analyseur pour les différentes
lignées cellulaires. Une étude mettant en relation les modifications de ces dot plot, des
variables mesurées et des modifications observables sur les frottis sanguins permettrait ainsi
d’estimer en quelques minutes seulement la qualité du stockage d’un prélevement et les
précautions a prendre dans l'interprétation des analyses réalisées.
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V. Conclusion

Nous avons pu montrer au cours de cette étude une variation plus ou moins marquée
de certaines variables hématologiques fournies par I'analyseur Sysmex XN-V en fonction des
conditions de stockage des prélevements.

Chez le chien, 'hématocrite, le volume globulaire moyen et la teneur corpusculaire moyenne
en hémoglobine mesurés par I'analyseur sont augmentés, tout comme le comptage des
réticulocytes. Les comptages plaguettaires sont au contraire diminués significativement.

Pour la quasi-totalité des variables analytiques, la réfrigération semble réduire |égerement les
altérations observées, a I'exception notamment des comptages plaquettaires

Chez le cheval, nous avons également observé une augmentation de I’"hématocrite mesuré
lors d’un stockage prolongé des spécimens. La plus grande variabilité est observée avec les
plaquettes : selon la méthode de mesure, une diminution (mesure par variation d'impédance)
ou une forte augmentation (mesures par cytométrie optique et fluorescence) des comptages
est observée. Ces modifications sont également plus marquées lorsque le spécimen est
réfrigéré a 4°C.
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Annexes

Annexe 1 : Déclaration de consentement éclairé signé par les propriétaires des

animaux prélevés

—

FCOLE
SNATIOMALE

Unité de Biologie Médicale Animale et Comparée Annexe 1
ENVT, 23 Chemin des Capelles, BP 87614 FORMULAIRE DE
31076 Toulouse Cadex 3, France CONSENTEMENT
® :+33 561 193 295; mail : c.trumel@envt_fr ECLAIRE

Section stabilite

Validation du Sysmex XN-V chez le chien, le chat, le bovin et le cheval.

Etude effectuée 3 Pécole Vétérinaire de Toulouse [ENVT).

L'objectif de cette étude est de réaliser la validation d'un nouvel automate d'hématologie, le Sysmex XM-
V. La validation d'un nouvel automate permet de s’assurer que la procedure est conforme aux standards du
laboratoire, elle est indispensable 3 son utilisation au laboratoire afin de pouvoir interpréter les résultats

d'analyses.

Cette étude nécessite de prélever 4 ml de sang sur votre animal (2 tubes de 2ml chacun).

L'hémogramme sera effectué a titre gratuit et les résultats seront transmis au clinicien.

Je, soussignéle)

Propriétaire de Fanimal wouososmms s

Atteste awoir 6té clairement informé(e) des buts et moyens de 'étude envisagée

Atteste avoir lu le paragraphe précédent

Atteste awoir conscience du caractére facultatif de cette étude et de ma totale liberté de refuser ou
d’accepter que mon animal rentre dans I'étude.

Et accepte que mon animal soit inclus dans I"étude

A Toulouse, 1€ ceeummee

Signature

Etiquette du dossier
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Annexe 2 : Agrément du comité d’éthique ayant évalué le projet

Comité d’éthique en expérimentation animale

SCIENCE ET SANTE ANIMALES N°115

Ecole Nationale Vétérinaire
23 chemin des Capelles

BP 87614

31076 TOULOUSE cedex 3

A I'attention de
Dr CTRUMEL

A Toulouse le 15 avril2019

Objet : Avis du comité d’éthique SSA N°115 concernant l'utilisation des animaux a des fins

scientifiques dans votre projet.

Titre du projet : Validation du Sysmex XN-V chez le chien, le chat, le bovin et le cheval.

Votre dossier a regu un avis favorable du comité SSA, enregistré sous le numéro SSA_2019_002.

La présidente,

Présidente : Dr Annabelle Meynadier - Ecole Nationale Vétérinaire- 23, chemin des Capelles
-BP 87614 - 31076 Toulouse cedex 3 - Tel : 0561193270 - Fax : 05661193911

COM-PROC-002-Annexe 3
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Annexe 3 : Protocole de réalisation d’'une série d’analyse

Protocole Sysmex XN-V stabilité d’'un spécimen

Organisation d'une série d’analyse Nom prélévement : Xn__5t__

Prélevement des animauxa __h__ (entre 07h et 08h30) les lundis ou mardis

Séparation de chague spécimen en deux aliquotes égaux et identification des différents
prélévements (modéle : ¥nBVStl, ¥nCMSt1, ¥nCTSt1, ¥nCVStl)

Homogénéisation des prélévements collectés par agitation mécanique (20 min) et 20
retournements manuels

Analyse TO (idéalement & 09h) selon le modéle de I'étape %
Noter le TO de chaque aliquote : T0, = __h__,T0,=_ h__

<N

Aliquote 1 : mis 3 4°C Aliquote 2 : mis 3 24°C

Etape % lTﬂl +1h40=_h__ T0,+1h40=_h__

Sortie des tubes, homogénéisation (20 min) puis retournement manuel des
tubes 20 fois, préparation du Sysmex pour I'analyse
Analyse des tubes de |'aliquote dans l'ordre des tubes identifiés
Réalisation d'un frottis
Rangement des tubes dans leur liru de stockage
Suite au rangement des tubes : récupération et impression des hémogrammes,
ranger les documents dans le classeur prévu a cet effet et copier les résultats
informatiques dans le dossier STABILITE prévu a cet effet

T0,+3h40=_h__ TO,+3h40=_h__

| Répétition de I'étape % |

T0,+7h40=_h__ T0,+7h40=_h__
L2 L 4

| Répétition de Fétape % |

T0,+23h40=_h T0,+23h40=_h__

¥ ¥

Répétition de I'étape %

T0,+47h40=_h__ T0,+47h40-_h__

L J

| Répétition de I'étape % |

T0,+71h40=_h__ T0,+71h40= —h—l

| Répétition de 'étape % |
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Annexe 4 : Exemple d’analyse fournie par le Sysmex XN-V

Sample No.: XnCNSte5-Te1l
Species: (003)Dog
Sample Comment:

Negative

WBC 7.05 [1073/uL]
RBC 7.27 [1076/ulL]
HGB 17.1  [g/dL]
HCT 48.7 [%]

MCV 67.0 [fL]

MCH 23.5 [pg]

MCHC 35.1 [g/dL]
PLT &F 251 [1073/ulL]
RDW-SD 31.7 [fL]
RDW-CV 14.2  [%]

PDW 13.5 [fL]

MPV 10.9 [fL]
P-LCR 34.6  [%]

PCT 0.29 [%]

NRBC 0.00 [1673/ulL]
NEUT 2.99 [1e”3/ulL]
LYMPH 2.70  [1073/uL]
MONO 0.53 [1073/ulL]
EO 0.82 [1073/ul]
BASO 0.01 [1073/uL]
RET 8.31 [%]

IRF 21.2  [%]

LFR 78.8 [%]

MFR 4.4  [%]

HFR 16.8 [%]
RET-He 24.5 [pg]

IPF 2.5 [%]
WBC-BF [1073/uL]
RBC-BF [107°6/uL]
MN [1873/uL]
PMN [1023/ulL]
TC-BF# [1073/ulL]
WBC IP Message

PLT-I 264 [1073/uL]
PLT-0 268 [1073/uL]
BPLT=E 251 [1073/uL]
WBC-D 6.93 [1073/uL]
RBC-He 24.6  [pg]

XN-V series

xnv

Rack: Position: 19/11/2018 09:31:33 WB
Nickname: XN-1000V-1-A
WDF WNR
RET-EXT
0.0 [%]
42.5 [%]
38.3  [%]
7.5 %%%
11.6 %
0.1 [%] RBC PLT
0.0225 [16%6/ul] | | //\\\? %
L -
[%]
[%]

PLT IP Message

g -
K' S 44V
LR - SN
- - -
00-05 19/11/2018 10:30 1/1
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TITRE : Stabilité des variables hématologiques mesurées par I'automate Sysmex XN-V® lors du stockage
prolongé du prélevement sanguin, a température ambiante ou réfrigéré a 4°C.
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