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A notre président dethese,

Madame le professeur Elisabeth ARLET-SUAU
Professeur al’ Université Paul-Sabatier de Toulouse
M édecine interne

Qui nous afait I honneur d’ accepter la présidence de notre jury de théese.
Hommage respectueux.

A notrejury detheése,

Madame le docteur Nathalie Bourgés-Abella
M aitre de conférences a |’ école national e vétérinaire de Toulouse
Histologie

Pour sa disponibilité, sa gentillesse et son aide précieuse dans la réalisation de ce manuscrit.
Qu’elle veuille bien trouver ici I’ expression de notre profond respect et gratitude pour tout ce
gu’ elle nous a apporté pendant ces cing années et particulierement ces derniers mois.

Madame le professeur Catherine Trumel
Professeur al’ école vétérinaire de Toulouse
Biologie Médicae

Qui a aimablement accepté de participer anotre jury de these et qui alargement contribué a
cette étude.
Trouvez ici I’ expression de mes sinceres remerciements



A monsieur le professeur Jean-Pierre Braun,
Professeur al’ Ecole Nationale V étérinaire de Toulouse
Physique et chimie biologiques et médicales

Pour son aide précieuse dans cette étude et ses consells.

Trés sinceres remerciements

A mademoiselle le Docteur Anne Geffré,

Pour son aide précieuse, sa gentillesse et sa grande disponibilité.



A zazou

Pour ton soutien de toute heure (de jour comme de nuit), ta patience infinie, ton amour
débordant. A toutes les heures passées au téléphone avec toi (vive SFR illimyhtic), atous nos
fousrires mais aussi atoutes noslarmes. Merci pour avoir su toujours trouver les mots qu'il
fallait, pour m'avoir toujours soutenue dans mes décisions. Sanstoi il est certain que les
choses auraient été beaucoup plus difficiles! S'il y a une chose que tu dois retenir de ces
guelques lignes maman, ¢’ est que jet’ai misen premier et que ce n’est pas pour rien !
Audro

Pour ton amour et ton soutien, méme s'il est parfois discret ou timide, je |’ ai toujours senti
prét de moi. Merci papa pour m’ avoir toujours soutenue dans les moments difficiles, pour ta
générosité et ta justesse. Je terminerai ta partie papa en te disant que : « oui mon vélo est
toujours crevé, oui mavoiture vabien, et non tu devras trouver quelqu’ un d autre pour payer
taretraite! »

A nico

Merci pour cette relation si particuliére qui nous unit, pour tous les apéros passés ensembl e,
ces soirées ala charrette, nos week-ends de féria mémorables, de plongée, de ski, nos plans
machiavéliques étant enfant pour regarder latélé ou les cadeaux de noel... Merci pour avoir
toujours été présent et pour m'’ avoir toujours remonté le moral quand il le fallait. A tous ces
merveilleux souvenirs quej’ai avec toi et atous ceux qui viendront ! A jean jaures et louis
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A matrite

Pour m’ avoir fait autant rigoler, pour ta sensibilité et ta gentillesse. Pour les semaines a « ta
puisse », tes teddy smitch, tes plus tendres, les gremlins et )’ en passe...Merci pour tesvisites a
Toulouse et ses commissariats, pour tous lesrepas ou j’a jamais autant rigolé. Surtout reste
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A valou

A tous ces bons moments passés ensembl e, et tout ceux qui viendront ! Si j’avais du choisir
une belle soaur, ¢’ est toi quej’aurais choisi !

A anaelle,

Ma premiére petite niece, en espérant que vous serez bientdt plus nombreux ;)

A manou

Merci pour tout I’amour gque tu nous as apporté, pour tous les moments passes tous ensemble
a Perpezac, ces moments d’ exceptions ou chacun notre tour tu nous faisais découvrir un
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le recul, on S apercoit que ce n’est pas donné atout le monde d avoir une grand mere comme
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toi ! Merci pour avoir été la personne qui nous atous si souvent rassemblés et qui nous a
transmisle goGt de lafamille! Bon, ce manuscrit n’ est pas trop un livre de chevet mais
trouvesy le témoignage de mon amour et de la grande admiration que j’ éprouve pour une
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A mon papi e& ma mamie

Un grand merci pour votre soutien et votre amour tout au long de ces années. Merci pour
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80 ans et toujours unis, voila une jolie preuve gu’ on peut étre heureux adeux ! Merci pour les
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tous ces bons moments passés chez vous !

Au reste de ma famille
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A mes autres cousins que hélas je vois un peu moins mais que je retrouve toujours avec
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A Frédéric Dard e¢ Manu France, sans qui mes études n’ auraient certainement pas pu étre

financées !!

A mesamisdeBrive

A Tetelle, mon amie de toujours! Pour toutes ces heures passées a jouer aux barbies, pour
toutes nos chorégraphies qui ont du souvent emmerder nos mamans, pour toutes nos cabanes
extraordinaires, pour toutes nos ventes de tél éshopping, pour nos réveillons devant Arthur,

pour avoir toujours été la pour moi dans les bons comme dans les mauvais moments, bref



pour avoir été mameilleure amie depuis plus de 25 ans ! Un grand merci atoute ta petite
famille aussi!

A Loulou,

Pour tous les fou rires qu’ on a eu ensemble, pour toutes Nos soirees passees a la piscine, nos
nombreuses soirées caps, pour toutes ces heures passees dans ton garage ou a écouter de la
musique, pour avoir voulu rester mon ami aprés notre séparation. Pour ton humour qui m’a
toujours fait fondre, pour ta gentillesse, pour avoir été la personne qui m’ atoujours donné le
plusjoli reflet de moi méme!

A Pierrick, quej’a rencontré un peu plustard, mais qui a cependant une grande place dans
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A ma poule, tu es la premiére personne de qui je me suis rapprochée en arrivant a Toulouse et

jeneleregrettepas! Si je net’ avais pas trouvée, je ne suis pas sure que je I’ aurais eu moi ce

concours! A toutes nos soirées chez Bousc, a toutes ces nuits chez Damien et la poire, atout

nos repas du dimanche au quick, atous nos fou rires incontrélables en cours, a ces féria

mythigues de Daxe, a nos heures passées au téléphone alors qu’ on était a deux pas, a nos

vacances avec la poire a Biarritz, a notre appart de jeunes cadres dynamiques et aux soirées

meémorables qu'ony apasse ! Je te dois réellement un grand merci mabelle!

A ma poire et mon coby, que hélas je ne vois plus mais avec qui je garde de merveilleux

souvenirs! Mon seul regret : que la prépa nous ait séparés !

Enfin I’ école,

A Clémence,

Par ou commencer, il y a eu des tonnes de booms, des soirées en ville, des fou rires et des

délires que je ne peux pas compter, une semaine culte ala spi, une escapade grandiose a

Barcelone, quelques petites ruptures donc quelques larmes aussi, des petits séjours chez toi a

noél, des grandes clopes, et puis des heures et des heures et des heures de discussion ! En
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résumé, tu as été pendant ces 5 années mon amie la plus proche, ma confidente, celleaqui je
savais que je pouvais tout confier sans crainte d’ étre jugée. Si on se demande en sortant de

I’ école quels seront les amis que I’ on conservera, et bien pour toi, je me suis méme pas poser
laquestion ! Et puis apapa!

A mes colocs, Miloute et Claire, pour cette année extra passée avec vous ala pinede, faite
essentiellement de soirées, derires, de barbec, mais finalement trés peu de travail ou de
meénage d’ ailleurs, enfin juste ce qu’il fallait ! Seul regret, ne pas avoir passé plus de temps
avec vous dans cette maison (cf chloé...)

Merci Miloute pour toutes nos boomettes de plumes et de doc, pour toutes nos séances
shopping, nos lendemains de boom magiques, ces heures passees a étre bien contente d’ étre
desfilles, as'imaginer des vengeances terribles...pourvu que cadure !

Merci Clairette pour toutes ces soirées passees chez toi et chloé, les pumpycrewpitup under
the sea show, les refoulages multiples al’ opus ensuite, nos fériaavic sur des coup de téte,
ceslitres de vin dont tu nous as si généreusement arroses, pour nos fins de booms a dormir
ensemble on ne sait plus ou ! Et surtout pour ton merveilleux smurf 'vive mémovet !

A chloé, qui comme vous |’ avez compris aurait pu étre sous|’intitulé mes colocs! Merci bien
sur pour les méme soirées quej’ai cité pour claire avec une dédicace spéciale pour notre
premier we avic toutes les 3, abob I’ éponge, aton enthousiasme et tajoie de vivre
légendaire. A ce petit mois de Janvier dernier passé avec nous alamaison, et al’anniversaire
del’anaconda!! Et enfin a nos petits mails sur facebook qui te montrent que tu nous as bien
manqué cette année !

A Steph, pour toutes nos boomettes et nos nuits en équine avec Miloute, pour ta confiance
gue tu m' as souvent accordée pour ta sagesse et tes bons conseils, aux soirées passees toutes
les deux a se faire pourrir par les docs, a nos courses d’ endurance. Merci pour cette soirée
mémorable ala spi, notre dévouement pour passer alatélé reste [égendaire !

A Méo, pour tagentillesse, ta bonne humeur permanente, ta spontanéité, pour toutes nos
soirées nana et nos confidences! 5 ans dans le méme groupe de TP et jamais ne serait ce

gu’ une dispute...pas mal pour desfilles!

A tous « nos groslourdsdu groupe de TP », sans qui mes 5ans auraient été bien moins
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Rominou, Julien, Guigui ! Merci pour votre humour, votre bonne humeur, votre finesse qui
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Enclair, s jedevaisrefaire un groupe de TP, je dirais on prend les mémes et on
recommence !! Et Je pourrais méme rajouter Jean Seb, la Muss, Marco qui en ont vraiment
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Une pensée toute particuliére aux habitants de saint sim, merci pour tous ces bons moments
passés chez vous les gars !

A aude, et au reste de mes copromos,

A mesdaocs, Ko, rénat, Pétrus, Po,le ché, Zorba, Puche, bugs, Baz et les autres

A mes petits poulots, Nico, Arthur, Guineth, Margaux, Bala, Greg, Franssou, Camille, Lucie,
Rémi et les autres!

A Miramar

A tous ceux quej’ai apprisa mieux connaitre aux cliniques : mon petit chat, aurore, alexis,
Ivizova, baptiste, jerome, julie, thomas, milou, bouss, aude,.

A mesco internes d atlantia

A notreLulu

A Charles, mon unique mais non moins plus jolie chope de boom...Jevaiste citer comme

promis ma chanson de promo : « pourvu que ¢a dure cette belle aventure! » @
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INTRODUCTION

Les nouvelles avancées technologiques et les progres incontestables réalisés en médecine
vétérinaire durant ces dernieres années offrent aux examens complémentaires une place
essentielle dans la démarche diagnostique d’ un vétérinaire clinicien. L’ existence d’intervalles
de références est aors indispensable pour I'interprétation des résultats d’ examens réalisés
dans le domaine de la biologie clinique et notamment en hématologie. Les valeurs de
références ont éé définies pour la premiére fois en 1969 * et des publications récentes
définissent ce concept de fagon claire et exhaustive %°.

Pour chague nouvel automate, des intervalles de référence propres devraient étre attribués,
soit par transfert de données a partir d’ anciens automates, soit par validation d'intervalles de
référence préexistants. Dans le cas ou les deux procédés cités ne peuvent étre appliqués, de
nouveaux intervales de référence doivent étre établis en suivant les recommandations
internationales de I’ Ingtitut international des normes en biologie médicale humaine (Clinical
and Laboratory Standards Institut : CLSI) et de la Fédération Internationale de Chimie
Clinique (International Federation of Clinical chemistry and Laboratory medicine: IFCC),

mises ajour en 2008 2.

A notre connaissance, seule une éude a été réalisée sur les intervalles de référence chez le
chien avec un cytométre en flux, et a porté sur 46 individus #, nombre largement inférieur aux
120 prélevements recommandés pour établir des intervalles de référence en hiologie
médicale %. La principale difficulté pour déterminer un intervalle de référence réside dans la
sdlection de la population de référence. Pour cette raison, nous avons estimeé que des chiens de
pure race pourraient constituer une base solide, a condition que le nombre d animaux
sélectionnés dans chague race soit représentatif de la prévalence de cette race en France °, qui
est, par ailleurs, identique a celle rencontrée dans le sud ouest de la France.

L’ objectif de cette étude expérimentale est d'établir les intervalles de référence
hématologiques sur une population de 132 chiens sains adultes, de pure race, choisis selon
leur prévalence dans le sud ouest de la France, avec I’automate XT-2000iV (Sysmex), en

suivant les procédures de recommandations de I’ |[FCC-CLSI.
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I MATERIELSET METHODES

L e protocole expérimental a été élaboré en suivant les recommandations de I’ |FCC-CL S
nécessaires al’ obtention des valeurs de référence et al’ établissement des intervalles de
référence pour un nouvel analyte ou une nouvelle méthode d’ analyse de biologie médicale.

Cette étude expérimental e a été réaliseée entre Février et Mars 2008.

I.1 Echantillons sanguins : facteurs pré-analytiques et préd évements

Les facteurs pré-analytiques ont été définis en accord avec les recommandations pour la
collection des prélévements sanguins et leur analyse en clinique vétérinaire °, & savoir, les
prises de sang ont été réalisées a la veine jugulaire sur tube EDTA par un opérateur
expérimenté, sur des animaux a jeun depuis la veille et au repos. Pour chaque animal, un
échantillon de 5mL a été prélevé a la veine jugulaire sur tube K3-EDTA (VenoJect EDTA
(K3) K3E, Terumo Europe- Belgium) a I’aide d’une aiguille 0.8x40 mm (Venoject, Terumo
Europe N.V., Leuven, Belgium), homogénéisé immeédiatement aprés récolte par une dizaine
d’inversions, identifié et stocké a + 4°C dans |’ attente de son analyse au laboratoire Le délai
maximum écoulé entre la réalisation du prélévement et le traitement des échantillons au
laboratoire a été de 6 heures mais la majorité des échantillons sanguins ont été traités en
moins de 4 heures. En moyenne, chague jour, une quinzaine de prélévements étaient réalises,

sur deux atrois élevages différents.

|.2. Technigue d’analyse

Les prélévements sanguins ont été déposés sur un agitateur-homogéinisateur de tubes 20
minutes avant d étre analysés avec |I’automate d’hématologie XT-2000iV (Sysmex, Kobe,
Japan) utilisant a la fois la variation d impédance et la cytométrie en flux. Pour chaque
prélévement, |'analyse a été réalisée deux fois consécutives (analyse de doublons) en mode
automatique par deux opérateurs. Les résultats graphiques et numériques ont été sauvegardés
sur fichier informatiques, imprimés et stockés dans le cahier d’ expérimentation pour les deux

passages de chaque tube en attendant |’ analyse statistique finale.

Durant la durée de I’ expérimentation, des contrdles qualité journaliers ont été réalisés al’ aide

d’ échantillons de sang contrdle fabricant de niveaux bas, moyen et haut (Sysmex e-check L1,
14



L2 et L3) en accord avec les recommandations internationales EP 15-A2 ’ ayant trait a la
précision et alajustesse dans un laboratoire de biologie médicale. Chague sang contrdle a été
analysé deux fois successives (analyse de doublons) pour assurer la répétabilité de la
manipul ation.

L’ensemble des opérations effectuées sur I'analyseur XT-2000iV et des difficultés
rencontrées au cours de |’ analyse ont été manuscrites sur le cahier d’ expérimentation, assurant

ains latracabilité de cette étude.

|.3. Frottis sanguins

Deux frottis sanguins ont été réalisés simultanément a I’ analyse par |’ automate XT-2000iV et
colorés au May-Grinwald Giemsa. Une observation semi-quantitative au moyen (X200) et
fort grossissement (X400) du microscope photonique a été réalisé par un lecteur expérimenté
pour chaque doublon afin de rechercher la présence d éventuels agrégats plaguettaires et

leucocytaires.

.4 Choix dela population des animaux der éérence

Lescritéeresd’inclusions de la population de chiens de référence ont été les suivants :

- desanimaux de pure race,

- pour chague race: un nombre d animaux proportionnel a la prévalence de chacune des
races en France,

- des animaux jugés en bonne santé suite d'une part, aux réponses des éleveurs a un
guestionnaire et d autre part, a un examen clinique complet effectué par un vétérinaire
compétent incluant fréquences cardiague et respiratoire, mesure du temps de remplissage
capillaire, prise de température rectale, auscultation cardio-respiratoire, et digestive ainsi

gue pal pations abdominale et mammaire.

Lescritéresd exclusion a priori retenus ont été les suivants:

- une affection déclarée dans le mois précédant |e prélévement sanguin,
- un historique de saignement inhabituel,

- laprise detout traitement al’ exception d’ antiparasitaires internes,

- une anomalie détectée au cours de |’ examen clinique,

- unanimal stressé ou une prise de sang difficile aréaliser,

- unanimal non ajeun,
15



- un remplissage du tube insuffisant,

- uncaillot visible dans e tube EDTA.

Un formulaire de consentement éclairé a éé rempli par I’ ensemble des éleveurs.

Toujours selon les recommandations, il a été décidé d' obtenir au minimum 120 résultats, afin
de pouvoir utiliser une méthode statistique de type non paramétrique. Pour anticiper le fait
gue certains chiens seraient exclus du protocole, nous avons sélectionné un total de 137
chiens, et apreés prise en compte des critéres d exclusion, nous avons travaillé sur une
population de 132 animaux (Tableau 1) &gés de 6 mois a 14 ans (9 chiens de moins de 1 an).

Tableau 1 : Race et nombre de chiens sélectionnés dans |’ étude expérimentale

Race Nombre
Epagneul Breton

Berger Allemand

L abrador

Y orkshire

Berger Australien

Malinois

Bulldog Francais

Pointer Anglais

Rottweller

West Highland White Terrier
Golden Retriever

Cavdier King Charles
American Staffordshire Terrier
Cocker Spaniel

Teckel apoil dur

Boxer

Bernese Mountain dog

Shih Tzu

Beauceron

Niwlw|hlo|o|o|o|o|N|N|o|o|o|o|o|l5|ER

Total 132

Les chiensavaient été nourrislaveille au soir et prélevés le lendemain en matinée dans leur

élevage, afin d’ éviter toute variation liée au transport ou au rythme circadien de |’ animal.

16



|.5. Analytes sanquins

Latotalité des analytes disponibles sur I’ automate X T-2000iV ont été analyses et sont les
suivants:

-RBC-O : numération des globules rouges par méthode optique (cytométrie en flux)
-RBC-I : numération des globules rouges par variation d’ impédance
-Hémoglobin : hémoglobine (HB)

-HCT: hématocrite

-MCV : volume globulaire moyen

-MCH : teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine

-MCHC : concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine

-RET : réticulocytes

-L FR: proportion de réticulocytes a faible fluorescence

-MFR: proportion de réticulocytes a fluorescence moyenne

-HFR : proportion de réticulocytes a forte fluorescence

-I FR: fraction de réticulocytes immatures (IRF= HFR +MFR)

-WBC: numération des globules blancs

-Neutrophils : numération des granul ocytes neutrophiles

-Eosinophils : numération des granul ocytes éosinophiles

-Basophils : numération des granulocytes basophiles

-Lymphocytes : numération des lymphocytes

-Monocytes : numération des monocytes

-PLT-O : numération des plaquettes par méthode optigue (cytométrie en flux)
-PLT-1 : numération des plaguettes par variation d’impédance

-RDW-SD : indice de distribution des globules rouges (mesuré)

-RDW-CV : indice de distribution des globules rouges (calcul €)

-P-LCR : proportion des plaguettes de plus grande taille (platel et larger cell ratio)
-PCT : plaguettocrite

-PDW : indice de distribution des plaquettes
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|.6. Analyses statistiqgues

L’ ensemble des résultats expérimentaux obtenus ont réguliérement été stockés dans le cahier
de I’expérimentation ainsi que dans un tableur Excel. Pour chague analyte, une courbe de
distribution a été réalisée et visuellement inspectée afin de détecter toute mesure aberrante,
confirmé ensuite par le critére de Tukey, i.e. lavaleur médiane +/- 3 interquantiles 2.

La normalité des distributions des valeurs natives ou transformeées a été testée par le test de
normalité d Anderson-Darling. Enfin, les intervalles de références (IR) ainsi que les
intervalles de confiance a 90% des limites des IR ont été déterminés par une méthode non

paramétrique a |’ aide des macro-instructions du conseiller en IR pour logiciel Excel &,

La comparaison des méthodes (optique vs impédance) pour les plaquettes et les globules
rouges a été basée sur I’'EP15-A2 7 et sur les recommandations générales éditées pour les

comparaisons de méthodes * 1°,

L e partitionnement des valeurs de référence selon le sexe de I’animal a été réalisé al’aide du
test Z d’ Harris & Boyd ™. Dans |es échantillons partitionnés de plus petites tailles, les IR ont
€té estimés a I'aide des méthodes paramétrique et robuste a partir d’une distribution dont
I'allure se rapprochait le plus d’une distribution gaussienne ** 2. Le partitionnement selon
I”&ge de I’animal a été impossible a réaliser en raison du faible nombre d'individus par sous
groupes d'&ge. Les effets possibles de I'age ont donc été estimés a partir de limites de
références obtenues par une régression polynomiae. Ces limites sont définies comme les
intervalles de prédiction a 95% de la régression des valeurs de références en fonction de

I'age 2.
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II.RESULTATS

[1.1. Caractéristigues analytiques

Les coefficients de variation (CV) de I'imprécision intra-laboratoire (within laboratory) ont
été inférieurs a ceux indiqués par le fabricant (Tableau 2); I'imprécision du fabricant n’ était
pas disponible pour la numération des globules rouges par méthode optique (RBC-O).
Quelque soit I’ échantillon de sang contrdle, un coefficient de variation (CV) faible (inférieur
ou éga a 1.3 %) a été observé pour : RBC-O, RBC-I, HB, HCT, MCV, MCH, MCHC et un
CV éeve (entre 9.8% et 41.3%) a été obtenu pour MFR, HFR et IFR.

Les CV de répétabilité pour les différents analytes sanguins des 132 doublons réalisés au

cours de |’ expérimentation sont apparus inférieurs a ceux du fabricant (Tableau 2).
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Tableau 2: Imprécision et justesse intra-laboratoires des analytes sanguins avec |'analyseur
d’hématologie XT-2000iV (Sysmex). La répétabilité a été estimée a partir des mesures des doublons d’ échantillons
sanguins utilisés pour déterminer les intervalles de référence. L’imprécision et la justesse ont été calculées selon EP15-
A2 " al'aide des échantillons de sang contréles de niveaux L1, L2 et L3 fournis par le fabriquant. L’imprécision fournie

par le fabriquant est donnée atitre de comparaison.

Imprecision intra-laboratoire Imprecision | Répétabilité
L1 L2 L3 du fabriquant
Analyte Unité Valeurs Moyenne | CV | Vaeurs Moyenne [ CV | Valeurs Moyenne | CV Ccv CcVv
attendues | mesurée | (%) | attendues | mesurée |(%) | attendues | mesurée | (%) (%) (%)
RBC-O' 10%/L | 2.16-264 233| 13| 387473 416 | 08| 4.69-5.73 505| 1.0 - 1.00
RBC-I" 10%/L | 2.24-248 236| 06| 4.27-453 438| 05| 5.04-558 529 | 05 15 0.58
HB’ g/L 56-60 58.4| 0.9 117-125 1208 | 0.8 156-166 161.5| 0.6 15 0.53
HCT L/L | 0.169-0.191 0.179 | 0.7 | 0.341-0.377 0.359 | 0.4 | 0.447-0.495 0472 | 05 15 0.52
McV” fL| 72580.1 76.07| 05| 775857 8214 | 02| 843931 89.22 | 0.2 15 0.19
MCH' pg| 234-258 2470 | 10| 26.1-289 2758| 08| 28.8-318 30.56 | 0.7 15 0.58
MCHC' g/dL | 30.3-34.1 3244 | 11| 31.7-357 3356 | 09| 321-36.3 34.24| 0.7 2.0 0.56
RDW-SD’ fL| 378512 4273| 04| 39.0-52.8 4520 | 05| 38.2-51.8 4465| 1.0 3.0 0.50
RDW-CV” % | 139-187 1578 | 09 | 13.4-182 1548 | 07| 12.3-16.7 1445 | 0.6 3.0 1.20
RET 10%L | 0.12-0.24 0.16| 46 | 007014 0.10 | 3.9 | 0.039-0.080 0.045 | 4.7 15.0 7.68
RET % | 4.97-10.33 6.94| 46| 155323 229| 41| 0.73-151 092 | 47 15.0 7.78
WBC’ 10%L | 2.65-3.25 302| 25| 645727 6.89 | 1.6 |15.78-17.80 17.17 | 1.2 3.0 1.32
Neutrophils' | 10%L | 0.88-1.64 135| 37| 229425 331| 24| 6.34-11.78 928 | 17 8.0 1.80
Lymphocytes| 10%L | 0.61-1.43 105| 40| 146272 210| 62| 2.90-5.38 431 | 14 8.0 2.93
Monocytes | 10%L | 0.04-0.74 034| 87| 0.08-154 075| 72| 0.17-3.33 168 | 45 20.0 5.46
Eosinophils' | 10%L | 0.14-0.42 029| 71| 034-1.04 073| 73| 0.92-2.76 1.90| 86 25.0 4.98
PLT-O 10%/L 29-75 544 | 53 172-232 201.0| 3.2 431-583 4732 | 25 6 3.38
PLT-I" 10%/L 33-77 528| 5.1 180-244 206.0| 23 432-560 4743 | 16 40 2.16
LFR' % | 58.8-88.8 73.60 | 37| 59.4-89.4 7155| 39| 685985 79.88 | 3.9 30.0 3.64
MFR' % 8.4-34.4 21.78| 9.9 7.9-33.9 23.44 |10.3 1.3-27.3 16.67 | 12.2 50.0 22.19
HFR' % 0.0-9.8 463|217 0.0-9.7 502 |15.1 0.0-7.2 3.46 |41.3 100.0 35.03
IRF' % 8.2-44.2 26.40 | 10.2 7.6-43.6 2846 | 9.8 0.0-34.5 20.12 | 155 30.0 18.14
MpPV' fL 7.3-9.9 9.00| 27 7.8-10.6 946 | 1.3 7.8-10.6 9.43| 0.6 4.0 1.45
P-LCR' % 1.6-20.0 12.65 | 10.0 6.7-20.3 14.98 | 4.9 6.5-19.7 14.21| 3.2 18.0 2.82
PCT' L/L 06(.)8(?025_; 0.0005 | 9.1 06(.)801;8 0.0019 | 3.2 069803;2 0.005| 1.7 6.0 2.72
PDW' fL| 6.1-91 7.78 | 4.7 6.8-10.2 866 | 3.1 6.9-10.3 859 | 17 10.0 3.19
" analytes d&ja validés pour le sang de chien ™ ™ 18 T analytes non validés.

I1.2. Comparaison des résultats obtenus pour les numérations globulair es

et plaquettaires en fonction de la méthode d’ analyse

La comparaison des résultats obtenus pour les numérations globulaires et plaguettaires selon
la méthode d'analyse optique ou la méthode par impédance montre une étroite corrélation
(coefficient r de Pearson respectivement égal a0.99 et 0.98).
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Des différences significatives ont cependant également é&é mises en évidence (Test de
Student, p<0.001). Les équations de Passing-Bablok (Intervale de confiance a 95% notés
entre parentheses) ont été :

RBC-l = 1.10 (1.07/1.12), RBC-O = -0.36 (-0.51/-0.23) et pour PLT-I = 1.10 (1.06/1.13),
PLT-O =-11.75 (-21.79/-1.62). Les biais ont été proportionnels.

Les différences (Optique — Impédance) étaient significativement différentes dans 25% des
numerations les plus élevées comme des numérations les plus faibles. L’écart dans les
moyennes des différences était compris entre -0.18 et 0.33 10™/L pour les numérations
globulaires (Test des Student aprés vérification de I’homogeénéité des variances, P<0.001) et
compris entre - 42.0, et 18.2 10%/L pour les numérations plaquettaires (Test de Mann-Whitney

apres vérification de I’ hétérogénéité des variances, P<0.001).

I1.3. Caractéristigues dela population deréférence

Cing des tubes ont été exclus de I’ éude car soit des caillots étaient visibles soit la quantité de
sang était insuffisante. Le nombre total d’échantillons sanguins finalement analysés était de
132. Ladistribution de la population selon les races (Tableau 3) montre que les races canines
utilisées dans |’ étude font partie des races francaises les plus représentées et que la proportion
relative des différentes races est également représentative de la répartition de ces mémes races

en France, exception faites pour les Bergers Australiens, Epagneuls Bretons et Pointers

Anglais, sur-représenteés, et les Setter Anglais, absents.
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Tableau 3: Comparaison de la distribution des différentes races utilisées dans la population de

référence de notre éude avec la répartition desraces francgaises les plusreprésentées.

Races de chiens
Races en France' Echantillonsderéférence
(%)
n %

Setter Anglais 8.4 - -

Berger Allemand 7.6 11 8.3
Cavalier King Charles 6.7 6 45
Epagneul Breton 6.6 14 10.6
Golden Retriever 6.5 6 4.5
American Staffordshire Terrier 55 6 45
Y orkshire 54 9 6.8
Labrador 5.2 10 7.6
Bulldog Frangais 49 8 6.1
Cocker Spaniel 46 6 4.5
Rottweiler 4.1 7 5.3
Berger belge (Malinois) 3.7 8 6.1
Beagle 3.3 - -

Teckel apoil dur 31 5 3.8
Boxer 3.0 4 3.0
Beauceron 2.9 2 15
Montagne des Pyrénées 2.9 3 2.3
Pointer anglais 25 8 6.1
West Highland White Terrier 2.4 7 5.3
Pointers (German Shorthaired) 213 - -

English springer spaniel 21 - -

Shih Tzu 2.1 3 23
Berger australien 2.0 9 6.8
Chihuahua 2.0 - -

Total 132 100

1 Société Centrale Canine, breed registration for 2006 (http://www.scc.asso.fr/mediatheque/statisti ques/2006/Conft.pdf)
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La population était composée de 83 femelles dont 2 stérilisées et de 47 males. La médiane de
I’ &ge était de 43 mois avec 85.6% des individus compris entre 1 et 8 ans (Figure 1). Il n'y
avait pas d'effet du facteur « sexe » sur le facteur « &ge », les moyennes d’ age étant de 51.8
et de 50.4 mois pour respectivement les males et les femelles (Test de Student apres
homogénéi sation des variances, P=0.999).

w A

Figure 1: Distribution des facteurs “age’ et “sexe” pour les 132 chiens utilisés pour la
détermination des intervalles de référence hématologiques canins avec |I'automate XT-2000iV

(les barres horizontal es représentent les médianes des 47 males et des 85 femelles).
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I1.4. Intervallesderéférence

Les moyennes, distributions et intervalles de référence obtenus a partir des résultats des
analyses de I’ automate XT-20000iV sont présentés dans le Tableau 4 et la Figure 2, pour les
analytes mesurés qui ont déja été validés et dans le Tableau 5 pour les autres analytes. Pour la
majorité des analytes, aucune valeur aberrante n’a été identifiée lors de I'inspection visuelle
des histogrammes ou par le critére de Tukey. Toutes les valeurs aberrantes supprimeées ont été
notifiées au bas des tableaux 4 et 5. Les résultats de MPV, P-LCR, PCT et PDW n’ont pu étre
obtenus pour 6 individus en raison d une mauvaise séparation des plaquettes et des globules
rouges par variation dimpédance. Les IR des anaytes permettant |'évaluation de la
population plaquettaire n’apparaissent pas dans les tableaux en raison de la présence
d’ agrégats plaquettaires observés sur les frottis sanguins dans un grand nombre de
prélévements (15%). Pour cette raison, les IR de PLT-O, PLT-I, MPV, PCT, P-LCR et PDW
n’ ont pas été établis.

De nombreuses distributions étaient significativement différentes d'une distribution
gaussienne (Test d' Anderson-Darling, P<0.05) mais le sont devenues aprées transformation de
type Box-Cox. Cependant la distribution de I'HCT n’a pas pu étre transformée en une

distribution gaussienne, quelque soit le type de transformation testé.
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Tableau 4: Intervalles de référence établis avec I’analyseur Sysmex XT 2000iV pour les analytes

sanguins préalablement validés et pour les index calculés a partir de ces derniers (n=132, sauf

quand les valeurs aberrantes (outliers) ont été supprimés, voir notes en bas du tableau)

Analyte Unité |Moyenne 2'(59;:)‘;)6”(2')% 97'2;;;?”3")6 'F\forma”té Augoonr:afe ADVIA 120°
rapporté'’

RBC-O 10%L| 63 (4.73%.26) (7.3;2.02) Nocomeong - >.68-9.08
RBC-| 10%L| 66 (4.88%.39) (7.6;:3.52) Boccon 0704 5585 | -

Hb gl | 158 (1%gfli(2)9) (1%3-12'80) Box o 0.419 120180 | 137.7-2088
HCT UL | 043 (0_3%?536) (0.5%%54) N 00135 01d 037055 | 042062
MCV fL 66 (56.4(?-%1.0) (70.37-173.0) Boxom: 0.834 600770 | 6277456
MCH P9 24 (20.52-222.6) (25.82-626.9) Boccoc 051 195245 | 20462481
MCHC gL | 366 (323‘_‘353) (373*_33183) N O0L0 | 01320360 | 3161-34.35
ROW-SD T Bl | ima | msaan BoxCox 10791 - -

RDW-CV % 16.2 (12_15-123_& (18_19?-119_4) Nooo2te ad - 12.00-13.15
Reticulocytes| 1071 | 58.2 (12.15?510.9) (1201.?91%38.3 BoxCox 0150 - 10.92-110.96
Reticul ocytes| % 0.89 (0.2%—3832) 7(1.929'-32.56) Box Cox - 014q 0015 | 014148
WBC” 1L | 110 | (499008 | (19432166 Boxcox 0o 60170 | 5842026
Neutrophil®® |109L | 6.6 (2_52;2_52) (12_3123_f5_ 26 Borod0L o 30118 | 4.27-9.06
Lymphocytes| 10°L | 2.6 (0'616-_114'37) ( 4_7%_2381) N 1| 1048 | 204466
Monocytes® [109L | 0.7 (0_3%%3_39) @ 4%?16_72) N Q00 015135 | 024204
Eosinophils’ |109L | 0.9 (0_002-_1516) (2.6%93?41) ool 010125 | 010120

Outliers: = WBC (1 = 27.68); ”: Neutrophils (2 = 17.34 & 21.2): © Monocytes (1 = 2.38); % Eosinophils (1 = 6.34).
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Tableau 5: Intervalles de référence établis avec I’analyseur Sysmex XT 2000iV pour les analytes
sanguins et index non préalablement validés (n=132, sauf quand les valeurs aberrantes (outliers) ont été

supprimeés, voir notes en bas du tableau)

. . L, Automate
Analyte |Unité |Moyenne Z.ggozenct:lll)es 97'(5;;(;%3:)6 lF\)Iormallte non . A1D2\6|4A
rapporté

LFR % 83.3 63.7 93.8 N : 0.0001 - -
(58.1-68.5) (93.3-94.8) | Box-Cox : 0.837

MFR |% 11.6 41 23.6 N : 0.0029 - -
(2.6-4.5) (21.9-25.8) | Box-Cox :0.491

HFR"  |% 5.1 1.2 14.3 N : <0.0001 - -
(0.9-1.5) (11.1-16.9) | Box-Cox : 0.808

IRF % 16.7 6.2 36.3 N : 0.0001 - -
(5.3-6.8) (31.5-42.0) | Box-Cox : 0.986

Ouitliers: T HFR (1= 20.05)

26



Figure 2: Distributions observées (rectangles) et ajustées (courbe) pour les analytes sanguins de
132 chiens adultes sains. Les droites verticales en trait plein représentent les limites de I'intervalle de

référence (avec I'intervalle de confiance a 90% correspondent sous forme de droite en trait pointillé).
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Figure 2 (suite-1): Distributions observées (rectangles) et ajustées (courbes) pour les analytes

sanguins de 132 chiens adultes sains. Les droites verticales en trait plein représentent les limites de

I'intervalle de référence (avec I'intervalle de confiance a 90% correspondent sous forme de droite en trait

pointillé).
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Figure 2 (suite-2): Distributions observées (rectangles) et ajustées (courbes) pour les analytes
sanguins de 132 chiens adultes sains. Les droites verticales en trait plein représentent les limites de

I"intervalle de référence (avec I'intervalle de confiance a 90% correspondent sous forme de droite en trait

pointillé).
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I1.5. Effetsdel’age et du sexe sur lesintervalles deréférence

Commeil n'y avait que 2 femelles stérilisées dans la population de référence, elles n’ ont pas
été prises en compte dans I'étude de |'effet du sexe sur les variables mesurées. Selon le
facteur z de Harris & Boyd, le phénomene de partition n'a pu étre considéré que seulement
pour I"hématocrite. Les IR évalués pour les sous-groupes « sexe » apres transformation par la
méthode robuste de Box-Cox ont été présentés dans le Tableau 6. 1l est observé tres peu de
différence entre les IR définis a partir du sexe de I’animal et les IR déterminés a partir de la
totalité de la population de référence c'est-a-dire sexes confondus.

Tableau 6: Estimation de I'intervalle de référence pour I'hématocrite chez les chiens males et
femelles a partir des valeurs transformées par la méthode robuste de Box-Cox (valeur Z de

partition ™ ; z* = 2.2079; test de normalité d’ Anderson-Darling & partir des données natives (N) et des données
transformées de Box-Cox)

A[r;(;relrisn%n— Méthode robuste
p Limite Limite
inférieure supérieure
N: =0.2415
0.37 0.52
Males Box-Cox:
HCT (L/L) 04555 (0.36-0.38) (0.50-0.54)
7=2.2296 N: =0.0293
_ 0.34 0.50
Femefles B:%xég% (0.33-0.36) (0.49-0.51)
Une diminution significative des numeérations leucocytaires, lymphocytaires et

granulocytaires neutrophiles a été observée avec I'age (ANOVA P<0.05) (Figure 3). Cette
diminution a été plus marquée pour la numération lymphocytaire qui décroit d’environ 50%
entre 1 an et 9a 10 ans.

Une revue systématique des résultats race par race a montré que la numération moyenne des
granulocytes éosinophiles était plus éevée chez les Epagneuls bretons (1.98 10%/L), les
Rottweilers (1.65 10%/L) et les Bergers allemands (1.42 10%L) que dans I’ensemble de la
population de référence (0.9 10%/L). Quand ces trois races étaient retirées de I’ ensemble des
résultats, I’ IR établi sur les 100 chiens restants par transformation par la méthode robuste de
Box-Cox était de 0-1.5 10°/L.
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Figure 3. Effet de I’age (en mois) sur les valeurs des numérations leucocytaires (WBC),
lymphocytaires et granulocytaires neutrophiles (Neutrophils) chez 132 chiens adultes sains (Les

nuages de points sont représentés avec un tracé polynomial en trait plein et de I'intervalle de prévision a 95% en
traits pointillés).
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1. DISCUSSION

[11.1. L esfacteurs pré-analytigues

Il apparait que le contrdle des facteurs pré-analytiques est essentiel pour minimiser leur effet
eventuel sur les résultats chiffrés et donc sur I'interprétation clinique. C'est pourquoi, les
conditions pré-analytiques ont été choisies en respectant les recommandations établies en
biologie clinique vétérinaire pour la collecte et la manipulation des échantillons sanguins °.
Les prises de sang ont été réalisées par un phlébologue expérimenté sur des chiens au repos
afin d’une part de minimiser les variations physiologiques de numérations consecutives au
stress ou al’ excitation de I’animal et d’ autre part pour éviter également toute erreur d’ analyse
liée aune lipémie postprandiale.

Les tubes collectés éaient immédiatement stockés a 4°C et transportés au laboratoire pour
une analyse dans un délai trés court afin de limiter les possibles atérations pré-analytiques

des spéecimens.

I11.2. Performances analytigues de |’ analyseur

L analyseur XT-2000iV utilisé dans cette étude a déja été validé pour la majorité des analytes
et index sanguins étudiés en routine chez le chien > 1% '8 Cependant, pour certains analytes
comme RDW-SD, RDW-CV, LFR, MFR, HFR, IFR, P-LCR, PCT et PDW, lavalidation n’a
pas encore été faite. C est pourquoi, les résultats sont rapportés dans deux tableaux différents.
Nous avons choisi de rapporter les résultats pour les analytes non validés car ces informations
pourraient étre utiles pour de nouvelles utilisations, méme s al’ heure actuelle la signification
clinique de ces nouveaux indices a éé trés peu éudiée chez I'homme * % 2 g
anecdotiquement en hématologie vétérinaire %.

Dans notre étude, la précision intra-laboratoire de I’analyseur sur sang humain et sa
répétabilité sur sang de chien ont été satisfaisantes comme le montrent les faibles coefficients
de variation mesurés. L’ exactitude ou justesse ne pouvait étre testée que sur des échantillons
de sang contréle humain; pour chaque cas, les résultats donnés par I'analyseur étaient

compris dans la gamme d’ acceptabilité fournie par e fabriquant.
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Cet analyseur réalise des mesures alafois par cytométrie en flux et par variation d’'impédance
pour les numérations globulaires et plaguettaires. Nous avons constaté une excellente
corrélation entre les deux séries de mesures pour une méthode donnée mais une différence
significative entre variation d' impédance et méthode optique, qui justifie que deux intervalles
de références soient mis en place selon la méthode d’ analyse utilisée. Cependant la présence
d’ agrégats plaquettaires sur les frottis sanguins dans 15% des prélévements n’ autorise pas a
donner d'IR pour la numération plaguettaire. Concernant la numération globulaire, les
différences entre les deux méthodes éaient si faibles qu'il n'y avait pas de différence dans

I”interprétation clinique des résultats.

I11.3. Sélection dela population deréférence

Lorsqu’on cherche & établir des intervalles de références pour des individus sains, la téche la
plus difficile réside dans la sélection d’ une population de référence et dans la mise en place de
critéres bien définis qui excluent de la population de référence tout individu alors considéré
comme «non sain» > ° Dans cette éude, nous nous sommes attachés & trouver une
population canine dans I’ouest de la France en sélectionnant des chiens dans des élevages
situés au maximum a 200 kilometres de Toulouse qui répondaient a la fois a nos criteres de
sélection et qui permettaient a la fois de réaliser les analyses le jour méme du prélévement
dans un délai court tout en respectant la prévalence des principales races francaises. Cette
limite géographique a ainsi engendré un biais sur nos résultats puisgque les Setter Anglais, qui
font partis des dix races les plus présentes en France, sont absents. Cependant, les races

sél ectionnées dans notre étude sont représentatives des races francgai ses les plus représentées.

Par ailleurs, selon les recommandations du CLSI, les individus de référence necessaires a
I établissement d’une population de référence ne doivent pas nécessairement tous étre de
jeunes adultes mais doivent étre représentatifs au mieux de la population de patient. * C'est la
raison pour laquelle les animaux sélectionnés dans cette étude se répartissent dans une
fourchette d' &ges assez large. Cependant, dans les élevages canins, les individus destinés ala
reproduction sont relativement jeunes, ce qui explique que la majorité des animaux sont dans
la tranche d’ &ge comprise entre 1 an a 8 ans. || a également été décidé de retirer a priori les
chiots de moins de 6 mois car des travaux ont montré que les analytes sanguins ne fluctuaient
pas aprés 6 mois 2 2 % % 27 Utiliser des animaux destinés & la reproduction explique
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également que la majorité des animaux soient des femelles (2/3 de la population de

référence).

I11.4. Méhodes de déter mination d’un intervalle de r éférence

La détermination des intervalles de référence a été réalisée selon les recommandations de la
méthode non paramétrique 2. Celle-ci est réalisable dans la mesure ou le nombre total
d’individus de référence est supérieur a 120 et que seul un trés faible nombre de valeurs
aberrantes ne sont mises en évidence sur les distributions initiales ou transformées. Comme il
dit textuellement, «|’accent doit étre mis sur le maintien plutét que sur la suppression (cf
outliers) »* Une détermination compléte des IR aurait du étre réalisée en réalisant des groupes
de partition selon I’ &ge, le sexe ou larace de I’animal, mais au final 120 individus a minima
pour chagque groupe de partition auraient du étre recrutés, ce qui aurait représenté un travail
enorme et colteux. Pour |’ effet sexe, le nombre d'individus était suffisant pour estimer les IR
en utilisant la méthode paramétrique. Celle-ci a éé montrée plus adaptée aux petits
échantillons, apres une transformation permettant d’ approcher au mieux une distribution de
type gaussienne, méme si des biais importants peuvent étre observés sur de faibles effectifs?.
Pour I’ effet &ge, une analyse de régression a été réalisee méme si il a été a priori démontré que

I'imprécision serait élevée consécutivement aux faibles nombres de données disponibles®.

[11.5. Comparaison des | R déter minés dans cette étude avec les r ésultats

delalittérature

Les IR en hématologie canine les plus cités encore a I'heure actuelle dans la littérature
vétérinaire sont originaires d’ ouvrages originaux publiés en 1961 et 1965 " % Les auteurs ne
connaissaient pas les recommandations internationales depuis éditées et concernant les
conditions pré-analytiques et anaytiques, les caractéristiques de la population de chiens de
référence et les procédures statistiques n’étaient pas reportées. En outre la technologie des
automates d’ hématologie a été grandement améliorée, ce qui justifierait une mise ajour de la
détermination des intervalles de référence. Une premiére tentative a été publiée récemment
avec I’analyseur ADVIA120 *, et est basée sur une population de référence, limitée, trop

faible pour utiliser la méthode non paramétrique recommandée. Cependant, comme indiqué



dansle Tableau 4, la plupart des intervalles étaient similaires a ceux obtenus dans notre étude,

mis a part pour les réticulocytes et I'nématocrite.

Comme précédemment publié *® la numération des réticulocytes avec |’ analyseur X T-2000iV
était plus élevée qu'avec I’ADVIA 120. L’IR obtenu sur I’ADVIA était semblable a celui de
Schalm obtenu par méthode manuelle. Paradoxalement, les comptages manuels ont
récemment été rapportés comme étant en accord avec le XT-2000iV *. Ceci justifierait que
des IR différents soient  utilisés pour chacun de ces  analyseurs.
L'intervalle de référence pour I"hématocrite avec le XT-2000iV était inférieur a celui obtenu
avec I’ADVIA 120, mais similaire a celui de Schalm. Comme XT-2000iV et ADVIA120 sont
des analyseurs validés, la différence observée pourrait étre liée a la population de référence.
La numération des granulocytes basophiles n'a pas été reportée dans cette éude parce que des
études précédentes ont démontré le tres faible accord entre les résultats du XT-2000iV et la
méthode manuelle ** *°, Un tel écart a déja observé avec I’ ADVIA 120 et I’analyseur CELL-
DYN *.

I11.6. Effetsdel’ age, du sexe et delarace du chien

Les animaux de référence utilisés dans cette étude étaient pour la plupart de jeunes adultes,
avec comme dga dit, 85% de I'effectif compris entre 1 a 8 ans. Comme précédemment
évoqué, ceci arendu le partitionnement en fonction de I’ &ge quasi impossible, éant donné le
faible nombre de tres jeunes ou de vieux animaux. De plus, le fait de qualifier un animal de
jeune ou de vieux est souvent considéré comme race-dépendant. En effet les races de grand
format sont considérées comme adultes a I'’ége de 15 mois alors que les petits formats
terminent la puberté vers 9 mois *°. A I’ oppos, les grands formats sont considérés comme des
seniors voire des patients gériatriques plus tot que les petits chiens *'. L’ensemble de ces
éléments empéche de tirer des conclusions pertinentes dans cette étude a I’ exception des 3
effets significatifs suivants observés.

Dans cette étude, le nombre absolu de leucocytes décroit avec I’ &ge comme déa rapporté chez
le Beagle de |aboratoire et le Labrador retriever % 2*. Chez cette derniére race, une diminution
de cinquante pour cent du nombre de lymphocytes a également été observée, comme dans
notre étude. Cela devrait étre étudiée davantage et probablement pris en compte. Ceci doit étre
pris en compte au cours du suivi clinique lors de l'interprétation des résultats de

I hémogramme de chiens malades.
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Le partitionnement en fonction du sexe de |I'animal, n’est pertinent que pour |I’hématocrite
selon le critere de Harris & Boyd. Ce critére cliniquement plus pertinent a été chois car
« toute différence observée, quelque soit son importance clinique, peut étre significative
statistiguement des lors que la taille de I'échantillon sur laguelle elle est observée est
suffisamment grande». A notre connaissance, seule une étude effectuée sur des beagles

rapporte une |égére augmentation de " hémoglobine chez le male par rapport alafemelle *.

Le nombre limité de données disponibles par race dans cette expérimentation empéche toute
étude statistique pertinente sur I’influence de la race sur les analytes observes. Toutefois, un
nombre plus éevé de granulocytes éosinophiles a dga été signalé chez le Berger allemand et
le Rottweiler *°, mais pas chez I’ Epagneul Breton. Ces résultats pourraient sexpliquer par la
forte pression parasitaire des chiens de chasse bien que vermifugés régulierement. Des valeurs
élevées de numération globulaire, d’hémoglobinémie et d HCT ont été rapportées * chez le

Berger allemand, le boxer et le Teckel mais pas dans notre étude.
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