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INTRODUCTION

La population d’animaux de compagnie en Francerandié entre 2003 et 2010 passant de
65.5 millions a 59.2 millions. Mais les chats reggndétent une part de plus en plus importante
de cette population. Les enquétes menées par 1&CPA& TNS Sofres ont montré que la
proportion de chats parmi les animaux de compagnaigmenté de 14.7 % en 2003 a
18.5 % en 2010.

D’autre part, ces mémes études montrent que I'aepérde vie des animaux de compagnie
a notablement augmenté, passant de 6.2 ans enal®84 ans en 2005, et ce grace a une
meédicalisation plus importante et des visites filéguentes chez le vétérinaire.

Lors des consultations vétérinaires, les analyséschimiques sont un examen
complémentaire de choix afin d’évaluer le fonctiement de différents organes dans un but
diagnostique, ou de suivre I'évolution d’'une affest Mais ces résultats d’analyses de
laboratoire sont influencés par de nombreuses esukterreurs. Les facteurs pré-
analytiques sont parmi les sources d’erreurs las filEquentes et occasionnent 30 a 77 %
des erreurs (Bonini et coll., 2002 ; Carraro etbBhi, 2007 ; Hooijberg et coll., 2012 ;
Plebani et Carraro, 1997). Chez le chien et sudbarz 'homme, de nombreuses études ont
déterminé [linfluence de ces facteurs pré-analgsusur les résultats d’analyses
biochimiques. Chez le chat, ces études sont manmgreuses.

L'objectif du présent travail est donc de détermitiafluence de facteurs pré-analytiques
couramment rencontrés sur les résultats d’analyisetimiques de routine chez le chat sain
et, par la suite, d'utiliser ces connaissances @ouéliorer l'interprétation des résultats
d’analyses biochimiques. Ce travail est divisé eaxdparties. La premiére partie définit les
différentes sources d'erreurs lors d'analyses d®rkgoire, et plus particulierement les
facteurs pré-analytiques, et fait un état des assamces actuelles sur linfluence des
facteurs pré-analytiques sur les variables biodniesé plasmatiques ou sériques chez le chat
sain. La seconde partie est une étude expérimequat/alue I'impact de différents facteurs
pré-analytiques, conditions de stockage, antic@agultilisé, effet de I'hémolyse, du
moment de prélevement et du repas, sur les résdl@alyses plasmatiques du glucose, de
'urée, de la créatinine, du sodium, du potassidenchlore, du C@ du calcium total, du
phosphate, des protéines totales, de I'albumind AAAT, de la PAL, des triglycérides et
du cholestérol chez le chat sain.



1. Partie Bibliographique

1.1.Sources d’erreurs des résultats d’analyses biogoiesi

Les différentes étapes d’'une analyse biochimique¢mt étre séparées en 3 phases :
- La phase pré-analytique qui regroupe les étapgsoskiisant avant I'analyse du spécimen
par le laboratoire.
- La phase analytique qui consiste dans I'analysearement dite, au laboratoire.
- La phase post-analytique liée a la transmissidinetrprétation des résultats aprés la phase
d'analyse.
Les différentes composantes de ces phases soitié@stdans la figure 1 :

Demande d"analyse

'

Choix dumode de prélévement
et du type de spécimen

|

Préparation du patient (durée du

jeline, stress...)
1 PHASE PRE-ANALYTIQUE

Collecte du spécimen de sang

'

Identification du spécimen de sang

'

Transport éventuel du spécimen

'

Traitement pré-analytique et stockage
(centrifugation, réfrigération, congélation)

______________________ i_______________________________________________________

Analyse PHASE ANALYTIQUE

______________________ *.--____________________________________________________

Report des résultats d'analyse

'

Communication des résultats PHASE POST-ANALYTIQUE

'

Interprétation des résultats

Figure 1: Phases menant a l'interprétation de résultatardilyses biochimiques

Ces phases sont composées de différentes étapeanpétre, chacune, a l'origine d’erreurs
dans l'obtention de résultats d’analyses exacts. oairces d’erreurs sont classées, de la
méme maniere, en erreurs pré-analytiques, erreatgtaues et erreurs post-analytiques.



Le pourcentage d’analyses ayant mené a des edeudaboratoire, toutes sources d’erreurs
confondues, a diminué dans les laboratoires humamtise 1996 et 2006. Pendant cette
période, ce taux est passé de 0.47 % a 0.31 %afCaret Plebani, 2007). De la méme
maniére, il a diminué en médecine vétérinaire, guasde 1.3 % en 2003 a 0.9 % en 2010
(Hooijberg et coll., 2012).

Chez 'homme, les erreurs analytiques représeritdi@3 % du nombre total d’erreurs en
1996 et 15.0 % des erreurs en 2006 (Bonini et,c@002 ; Carraro et Plebani, 2007 ;
Plebani et Carraro, 1997). Les erreurs post-amalgt constituaient, quant a elles, 18.5 %
des erreurs en 1996 et 23.1 % en 2006 (Bonini ikt @002 ; Carraro et Plebani, 2007 ;
Plebani et Carraro, 1997).

En médecine vétérinaire, les données collectéagsgfun laboratoire vétérinaire privé ont
montré que le taux d’erreurs analytiques avait dirientre 2003 et 2010 passant de 14.0 %
a 7.0 %. Le taux d’erreurs post-analytiques a @égahe diminué de 15.0 % a 9.0 % au cours
de cette méme période (Hooijberg et coll., 2012).

Enfin, depuis plusieurs années, les erreurs prdamaes sont devenues une préoccupation
majeure dans le cadre des analyses et de leupriétation car elles sont les plus fréquentes
et représentent 30.0 a 77.0 % des erreurs comraiseours d’analyses, que ce soit en
médecine vétérinaire ou en médecine humaine (Baticoll., 2002 ; Carraro et Plebani,
2007 ; Hooijberg et coll., 2012 ; Plebani et Carrdr997). Le taux d’erreurs pré-analytiques
en médecine vétérinaire, contrairement aux autresces d’erreurs, est en augmentation. Il
est passeé de 64.0 & 77.0 % entre 2003 et 2010jkidapiet coll., 2012). Chez 'homme, les
erreurs pré-analytiques les plus courantes soé@midlyse du spécimen, un spécimen dont le
volume est insuffisant, une erreur dans le choindpécimen, une erreur dans la demande
d’analyse ou une erreur d’identification du pati@®onini et coll., 2002). L'importance des
erreurs pré-analytiques au cours du processuslg&npeut s’expliquer par le fait que cette
phase fait intervenir de nombreux acteurs, et gaeétapes qui constituent cette phase pre-
analytique sont souvent manuelles, contrairemdatpghase analytique qui est automatisée
(Hooijberg et coll., 2012 ; Plebani et Carraro, 109

Les conséquences de ces erreurs au cours d’andg$aisoratoire sont variables. Dans 70.0
a 75.0 % des cas, elles n'ont aucune conséquengel@gatient dans la mesure ou les

résultats restent dans l'intervalle des valeursellsst Mais, chez I'homme, dans 5.6 %

(Carraro et Plebani, 2007) a 23.0 % (Plebani etdtar 1997) des cas, d’'autres analyses
inappropriées ont été menées pour approfondir dgnaistic et dans 16.9 % (Carraro et

Plebani, 2007) des cas, les analyses ont duesépieées, ce qui affecte la prise en charge
du patient.



Afin de limiter le nombre de ces erreurs pré-anqlds, des lignes directrices pour le choix
et la collecte d’un spécimen et I'évaluation deaigdité doivent étre mises en place.

1.2. Influence des facteurs pré-analytiques chez le chat

Les principales données disponibles dans la litiGgaconcernant l'influence de facteurs
pré-analytiques sur les résultats d’analyses hioichies chez le chat sont détaillées dans les
paragraphes suivants.

1.2.1. Effet du repas et du moment du prélevement

Il est généralement recommandé d’effectuer lesyaaalbiochimiques sur des animaux a
jeun. Cependant, dans certaines circonstances tplle les urgences, le manipulateur devra
interpréter des données en tenant compte d’'une gasnourriture récente. Le repas est a
I'origine de modifications physiologiques importast Les nutriments ingérés sont absorbés
et passent dans la circulation sanguine entraigigeictement ou indirectement une
modification de la concentration de plusieurs amesly Les modifications dues au repas
peuvent également interférer avec certaines méshaelelosage.

La glycémie augmente apres une prise de nourrédwee un pic représentant une hausse de
42.0 % a 112.0%, 2 a 6 heures apres le repas @aeigOsborne, 1995 ; Farrow et coll.,
2012 ; Hewson-Hughes et coll., 2011). Cette éléwatie la glycémie peut durer 4 & 12.2
heures apres la prise de nourriture (Farrow et,@012 ; Hewson-Hughes et coll., 2011).
L'amplitude des variations differe en fonction de domposition du repas. Si le repas
consommeé est riche en glucose, la glycémie augmgtgesson-Hughes et coll., 2011 ;
Martin et Rand, 1999). En revanche, s'il est rielmeprotéines, la concentration sérique de
glucose diminue (Bartges et Osborne, 1995). L’ hlyp&mie qui peut étre présente apres un
repas engendre une turbidité du sérum et interbwec le dosage du glucose par
spectrophotométrie (Bartges et Osborne, 1995).

Les électrolytes sont également affectés par lasidpa concentration plasmatique de chlore
diminue apres un repas tandis que celles de bicates et de COtotal augmentent
(Bartges et Osborne, 1995). L'absorption de gligdwuit également une baisse de la
concentration sérique de phosphate, de potassid® etlcium (Bartges et Osborne, 1995).
Enfin, un repas riche en protéines peut entrainerhausse de la concentration plasmatique
de phosphate (Bartges et Osborne, 1995). Les ctratiens plasmatiques des électrolytes,
lorsque le dosage est effectué par photométrie ldenie, sont diminuées en cas
d’hyperlipémie, apres le repas (Burkhard et Me¥685).

Par ailleurs, les concentrations de créatininesé#ud’acide urique et d’ammonium dans le
sérum ou dans le plasma augmentent apres la coretmnna’un repas riche en protéines
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(Bartges et Osborne, 1995), mais les concentratggmgjues d'urée et d’acide urique
diminuent lors de la consommation d’un repas rieheraisses (Bartges et Osborne, 1995).
La concentration plasmatique de protéines mesuaéaggiractomeétrie est augmentée lors
d’hyperlipémie post-prandiale (Burkhard et Meyed93).

Enfin, la consommation d’'un repas riche en graiss#®iine une augmentation de la lipémie
avec une hausse des concentrations de triglycéeidde cholestérol (Bartges et Osborne,
1995). A l'inverse, I'absorption de glucides faitmihuer ces concentrations dans le sérum
ainsi que celles de Very Low Density LipoproteinL()) et de Low Density Lipoprotein
(LDL) (Bartges et Osborne, 1995).

Le jelne affecte aussi la concentration des arsalyi@chimiques sanguins chez le chat. Il
entraine une diminution de la glycémie et de laceatration de potassium alors que la
concentration plasmatique de sodium, ainsi que &esivités sériqgues d'Alanine
Aminotransférase (ALAT) et d’Aspartate Aminotransfge (ASAT), augmentent (Bartges
et Osborne, 1995). Le jelne induit, par ailleurse lugmentation de la concentration
sérique de créatinine lorsque la méthode de Jaffatdisée (Allen et Toll, 1995). En effet
au cours du jeun, de l'acétoacétate est prodaibmstitue un chromogéne qui interfere avec
le dosage de la créatinine (Allen et Toll, 1995).

Une carence prolongée en protéines peut entrainerdiminution de la concentration
d’albumine et des activités sériques de la Phoapkhafilcaline (PAL) et de I'ALAT
(Burkhard et Meyer, 1995).

Chez 'homme, certains analytes comme le cortleajjucose et le potassium, subissent des
variations au cours de la journée sous linfluedeedifférentes hormones. Cependant, a
notre connaissance, aucune étude n'a détermingaléations circadiennes des analytes
biochimiques chez le chat.

1.2.2. Effet du choix de I'anticoagulant

Les principaux anticoagulants disponibles pour t¢dlecte du sang, en pratique, sont

I'héparinate de lithium, I'acide éthylene diamimdraacétique (EDTA), et le citrate. Chacun

est utilisé dans des conditions précises et sorlogragt lié a son mode d’inhibition de la

coagulation :

- L’EDTA est I'anticoagulant de routine pour les ars@s hématologiques. L'EDTA-

K3 chélate les cations bivalents {GaMg®") et ces ions sont alors indisponibles pour
la coagulation. Avec I'EDTA, la concentration delocoam mesurée est donc
diminuée.



- Le citrate de sodium est utilisé pour la mesure tdagps de coagulation. Il se lie
également aux ions €amais cette liaison est réversible par additiomaleium. La
concentration de calcium est également diminuéederl’utilisation de citrate.

- L’héparinate de lithium est l'anticoagulant de réfice pour les analyses
biochimiques. Il accélére I'action de I'antithrombi Cet anticoagulant ne perturbe
donc pas les dosages (Gilor et Gilor, 2011 ; Tamméung et Bermes, 1986).

Une difficulté technique lors du prélevement, o @nreur dans le choix du tube, peuvent
amener le vétérinaire a utiliser un méme tube p@granalyses variées. Il doit alors savoir
guelles sont les variables biochimiques qui pourébre dosées avec chaque anticoagulant.

Il existe peu d’études envisageant I'effet du ctaeX’anticoagulant sur la concentration des
analytes biochimiques chez le chat. Gunn-Moore o#it ont montré, en 2006, que la
concentration de potassium est plus élevée de %3dans le sérum que dans le plasma
hépariné. Cette différence est présente lorsqapdeimen est analysé immédiatement apres
la collecte. Elle est moins importante de 2.5 %dae I'analyse est effectuée 48 heures
apres la collecte, et que les spécimens sont ogfsepus forme de sang total hépariné ou
sur tube sec. Dans le plasma hépariné ou le sdauopncentration de potassium est plus
importante respectivement de 19.4 % ou 7.7 % ladglcentrifugation est retardée de 48
heures par rapport a la collecte du sang par caigeer avec la concentration obtenue lors
d’'une analyse immédiate (Gunn-Moore et coll., 2006)

L’EDTA et le citrate sont des anticoagulants cletles d’ions métalligues ou cations
monoatomiques (G4 Na', Mg®*...) qui sont souvent des catalyseurs de Iactivité
enzymatique. Ces anticoagulants ne constituent dasales anticoagulants corrects pour le
dosage de l'activité d’enzymes (Kaneko et coll9A49Young et Bermes, 1986).

1.2.3. Effet de 'hémolyse

L’hémolyse est un motif majeur de rejet des échans en laboratoire. Elle peut avoir lieu
in vivo, mais le plus souvent, elle se prodnivitro (Meinkoth et Allison, 2007), au moment
du prélevement s'’il est traumatique, ou par laesulibrs des traitements successifs de
I'échantillon de sang. Par exemple, l'utilisatiolurte aiguille trop fine ou une aspiration
trop brusque engendrent I'éclatement des globueges (Carraro et coll., 2000 ; Kroll et
Elin, 1994). Ceci peut également se produire girl@evement n’est pas assez rapidement
centrifugé et le sérum, ou le plasma séparé, aun fchantillon de sang total est congelé
(Meinkoth et Allison, 2007).

Chez le chat, comme chez le chien, I'hnémolyse fisteravec certaines méthodes de dosage
et notamment la spectrophotométrie. Par aille@ss cbnstituants présents en concentration
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plus importante dans les globules rouges que danseium voient leur concentration
augmenter lors d’hémolyse. C'est le cas de lagivile 'ASAT et de la Lactate

Deshydrogénase (LDH), et de la concentration despitnte (Burkhard et Meyer, 1995 ;
Kaneko et coll.,, 1997). En revanche, contrairemanthomme, la concentration de

potassium dans les globules rouges et dans le plaémm est sensiblement identique.
L’hémolyse a donc peu d’influence sur la conceiratsérique ou plasmatique de
potassium chez le chat et le chien (Gilor et Gixix11).

1.2.4. Effet des conditions de stockage

Apres la collecte, le spécimen peut étre conseowd p’éventuelles analyses ultérieures.
Parfois, pour des raisons pratiques et de tempsalljse et/ou la centrifugation sont
retardées par rapport au moment du prélevemensp€eimen est alors stocké dans des
conditions variables (réfrigération, congélation.et) pendant une durée plus ou moins
longue. L'impact de ces pratiques sur le dosage aedytes courants doit étre pris en
compte pour éviter une mauvaise interprétationréggltats.

Il a été montré que la plupart des parametres biagbes sont stables dans le plasma ou le
sérum conservés a 4°C pendant au moins 24 heunglsh@d et Meyer, 1995 ; Fontaine et
coll., 1987).

Les hormones telles que l'adrénocorticotrophine TAY l'insuline, la gastrine sont
dégradées a température ambiante et doivent aiseaes au froid (Burkhard et Meyer,
1995).

La concentration plasmatique de glucose, lors utdi$ation de fluorure de sodium comme
anticoagulant, n’est stable que 12 heures a 4°€ gllé augmente jusqu’a 37.0 % apres 96
heures de stockage. A température ambiante, agffeentation est plus marquée et atteint
154.0 % aprés 96 heures (Fontaine et coll., 198n).revanche, dans le sérum, la
concentration de glucose est stable 48 heures @pdiXelle diminue jusqu'a 10.0 % aprés
96 heures de stockage. Enfin, lorsque le spécimenomservé a température ambiante, la
diminution de la concentration sérique de glucadekis importante et atteint 75.0 % aprés
96 heures (Fontaine et coll., 1987).

La concentration de protéines totales est stableh@fres dans le sérum maintenu a
température ambiante ou a 4°C (Fontaine et c@87)L

L’activité sérique de 'ALAT diminue de 25.0 % &xue le spécimen de sérum est conservé
4 jours a température ambiante ou de 22.0 % lorsguspécimen est stocké 8 jours a 4°C
(Kaneko et coll., 1997).

Pour finir, I'activité sérique de la PAL diminuerégue le sang total est stocké a température
ambiante ou a 4°C. Selon Fontaine et coll. (198&}e diminution atteint 37.0 % apres 96
heures de stockage a température ambiante alaegn’est que de 12.0 % lorsque le sang



total est conservé a 4°C. Selon Kaneko et col97)9a diminution de l'activité sérique de
la PAL est similaire (29.0 %) lorsque le séerumstetké 8 jours a température ambiante ou
a4°C.

Reynolds et coll. (2008a) ont montré que les comaBans plasmatiques de protéines
totales, d’albumine, de créatinine, d'urée, d’ALAde PAL, de glucose, de calcium, de
phosphate, de sodium, de chlore, de potassiune €Ql sont stables lorsque le plasma est
conserveé pendant 5 jours a -20°C. Mais, Kanek@let(@997) ont montré que les activités
de la PAL et de 'ALAT sont diminuées respectivemda 32.0 et 69.0 % lorsque le sérum
est conservé 8 jours congelé.

1.2.5. Effet de la méthode de collecte

La réalisation d’'une prise de sang peut étre difichez le chat. Plusieurs méthodes de
collecte ont donc été étudiées pour faciliter ot¢.aLorsque le prélevement est effectué en
utilisant un systéme capillaire a la veine céphaiglutét qu’a la veine jugulaire avec un
tube sous vide, seule la PAL a montré une augmentate 17.0 % de son activité
plasmatique (Reynolds et coll.,, 2007). Une étudécguente a montré que l'activité
plasmatique de la PAL augmente de 71.0 % dans égirepn issu de la veine jugulaire par
rapport a un spécimen issu de la veine céphaliquBrien et coll., 1998). L'activité
plasmatique de 'ALAT est aussi modifiée par leighatu site de ponction. Elle augmente de
21.7 % en cas de collecte a partir de la veine aé@ple au lieu de la veine jugulaire
(O’Brien et coll., 1998).

Une autre méthode de prélevement a égalementugi@eét il s’agit d’'un prélevement a la
veine auriculaire (Jacobsen et Jensen, 1998). deseatrations plasmatiques des analytes
biochimiques ne sont pas modifiées par ce typeréleyement par rapport a un prélevement
a la veine céphalique. Seule la concentration ddglabine dans le plasma EDTA diminue
de 0.4 mmol/L en moyenne lors d'un prélevement\&elae auriculaire (Jacobsen et Jensen,
1998).

Le glucose est également un analyte fortementantié par le mode de prélévement car le
stress provoque une hyperglycémie transitoire (Bamtt et Meyer, 1995). Rand et coll.
(2002) ont montré que l'augmentation de la glycémigyenne suite a I'exposition a un
stress atteignait 74 mg/dL soit une augmentatio8d2 % de la valeur moyenne de base
(83 mg/dL).
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1.2.6. Effet du mode de vie

Les concentrations plasmatiques de phosphate, dedfdD et I'activité de la PAL dans le
plasma augmentent respectivement de 7.9 %, 5.929h @10, tandis que la concentration de
chlore diminue de 0.8 % chez les chats vivantraélieur par rapport a ceux vivant a
I'extérieur (Reynolds et coll., 2008a).

1.2.7. Effet des facteurs liés a I'animal

Les concentrations plasmatiques de glucose, d'aftlmje protéines totales et de créatinine
augmentent avec le poids du chat. La concentrateglucose est plus élevée de 16.7 %
chez des chats de plus de 5 kg par rapport a dés db moins de 4 kg. Les concentrations
d’albumine, de protéines totales et de créatin@ sespectivement plus importantes de
6.2 %, 4.0 % et 13.4 % chez les chats de plus kb f@ar rapport a ceux de moins de 4 kg
(Reynolds et coll., 2008a).

La concentration plasmatique de glucose augmerdge BAge du chat tandis que celles de
phosphate et d'albumine diminuent. La concentradi®mglucose est plus élevée de 15.1 %
chez des chats de plus de 9 ans par rapport ahdées ade moins de 4 ans. A linverse, les
concentrations de phosphate et d’albumine sont Iphsses respectivement de 11.8 % et
5.9 % chez les chats de plus de 9 ans par rappet>ade moins de 4 ans (Reynolds et coll.,
2008a).

La concentration plasmatique de £10tal est plus élevée de 15.8 % chez les malesluge
les femelles (Reynolds et coll., 2008a).

On peut constater, a travers ces différents astiadgie dans I'espéce féline, les études
démontrant I'influence de la phase pré-analyticqud selativement peu nombreuses.

L’étude expérimentale suivante vise donc a évaludtuence de différents facteurs preé-
analytiques sur les analytes biochimiques couramuotéisés chez un chat sain.

2. Partie expérimentale.

L'objectif de ce travail expérimental a été de d@ieer I'effet de différents facteurs pré-
analytiques sur les résultats d’analyses des \asaplasmatiques utilisées en routine
vétérinaire chez le chat sain.

2.1. Matériels et méthodes

L'étude a été réalisée en conditions contrdléesis da respect des bonnes pratiques
cliniques (BPC).
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Elle est séparée en 6 expérimentations portanécéspment sur:

- L’effet de I'anticoagulant (réalisée le 15/09/2011)

- L’effet de la congélation a -20°C sur une longueéeyréalisée le 15/09/2011)

- Leffet de la conservation du plasma hépariné ousdung total a température
ambiante ou a 4°C (réalisée le 22/11/2011 et |2232011)

- L’effet du moment de prélevement au cours de lanée et I'effet du repas (divisée
en 2 séances de prélevement réalisées le 08/03&204.20/03/2012)

- Leffet de cycles congélation/décongélation sudfessur une courte période
(réalisée le 23/04/2012)

- L’effet d’'un degré variable d’hémolyse (réaliset06/2012)

2.1.1. Animaux

17 chats ont participé a I'étude. Lors de chaqamce d’expérimentation, 6 a 11 chats ont
éteé utilisés.

Seuls les animaux jugés en bonne santé, sur ladaseexamen clinique et d’'un bilan
biochimique normaux, ont été inclus. Parmi ces shatux dont le comportement ne
permettait pas de réaliser une prise de sang pamété utilisés.

Les chats (10 femelles et 7 males) étaient de Baitish Shorthair ou Européen. lls étaient
ages de 4.6 ans en moyenne (min: 3.5 ans ; mdxarts), et leur poids moyen était de
4.2 kg (min : 3.0 kg ; max : 4.9 kg).

Dans le cadre de I'étude, chaque chat a été ideatifaide d’une lettre (de A a Q).

Les caractéristiques de ces animaux sont résuna@ssuth tableau (Annexe 1).

Les animaux étaient déja acclimatés a leur enveorant. lls étaient logés dans une
chatterie. Le cycle lumineux était 12 heures deiéuefil2 heures d’obscurité par jour. La
ventilation était de 20 renouvellements d’air pauotte.

Les animaux étaient nourris tous les matins, eBitreet 8h30. IIs avaient acces a 'eau a
volonté. Chaque chat recevait alors 65 g de créegidRoyal Canin Neutered (Matiére
seche : 35.0 % de protéines brutes, 10.0 % de mai@sse et 31.0 % de glucides). La
distribution approximative de I'énergie apportéd ésnc la suivante : les protéines
représentent 38.8 % de I'énergie métabolisable rappar le repas, la matiere grasse 26.9
% et les glucides 34.3 %. Cette distribution a aztleulée grace a la formule d’Atwater
modifiée.

Les chats ont été mis a jeun 12 heures avant let d@ighchaque séance de prélevement. lls
ont été maintenus a jeun durant toutes les séaniesception de celle permettant d’étudier
I'effet de la prise de nourriture.
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Si, au cours d’'une séance de manipulation, un dniemeait a présenter un comportement ne
permettant plus de réaliser une prise de sangjelitigateur principal pouvait décider de
retirer cet animal de la séance de manipulation.

A la fin de I'étude, I'ensemble des animaux sotmuenés dans leur colonie d’origine.

2.1.2. Prélevement sanguin

La région jugulaire a été tondue le jour méme. jueses de sang ont ensuite été effectuées
chez les chats selon 2 modalités différentes. Dmpdupart des cas, le sang a été collecté
par ponction d’'une des veines jugulaires dans dbsst sous-vide (Venoject®, Terumo
Europe N.V., Leuven, Belgium), en utilisant desudlgs de 21 Gauge (Venoject Luer
Adapter®, Terumo N.V., Leuven, Belgium) et un pdrube. Lors de la manipulation
étudiant les variations circadiennes et I'effet dypas, en revanche, les prélévements
sanguins étant plus fréquents, de plus petits veduomt été prélevés dans la veine jugulaire
a l'aide d’'une aiguille de 21 Gauge (Neolus®, TeousV., Leuven, Belgium) montée sur
une seringue de 2 mL (Injekt®, B Braun, Melsung@armany). Le sang collecté a ensuite
été transvasé dans des tubes de 1mL contenanhé&mltinate de lithiunfAquisel®, JP
Selecta, Barcelona, Spain).

2.1.3. Gestion des prélevements

Chaque tube a été identifié de maniére individuelle de suite aprés le prélevement.

Puis, les tubes sans anticoagulant ont été imnetdétt placés verticalement dans un
support. Les autres tubes, contenant un anticoaiguat été délicatement homogénéisés en
les retournant 10 fois, puis également placés darsipport.

Le support contenant les tubes a été amené awataber Les tubes ont alors été traités, et
les spécimens ont été séparés en aliquots. Chéqueta ensuite été identifié.

Les séances d’expérimentation auxquelles ont gaétichacun des chats, ainsi que les
volumes préleveés, sont récapitulés dans un talffeanexe 1).

2.1.4. Dosage des analytes sériques et plasmatiques
Les différents échantillons prélevés ont été chmés pendant 5 minutes a 4000 rpm

(Rotofix 32A, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Geamy ou GR 422, Jouan, St-Herbelin,
France).
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Les dosages des concentrations plasmatiques oguserieffectués sur les différents
spécimens obtenus au cours de ces manipulationst®@méalisés avec un analyseur Vitros
350 (Vitros chemistry system ; Ortho-Clinical Diagtics, Raritan, NJ) utilisant une
technologie « multilayer dry slide » pour les atedysuivants : le sodium, le potassium, le
chlore, le CQ le calcium, le phosphate, les protéines totaleshumine, l'urée, la
creatinine, 'ALAT, la PAL, et le glucose. Les tiygérides et le cholestérol ont été ajoutés
au panel d'analytes dosés lors de I'étude de t'effemoment de prélévement et du repas.

Les méthodes de dosage utilisées par cet analpseurle dosage des différents analytes
sont référencées dans le tableau 1:

Tableau 1: Techniques de dosages utilisées par I'analysétios 350

Plage Répétabilité :

Méthode de dosage
g d'analyse CV(%)
Glucose Colorimétrique (Qlucose oxidase, 11-34.7 0.25
(mmol/L) peroxidase)
Urée (mmol/L) Colorimétrique (Uréase) 0.7-42.8 1.00
Créatini PR -
(f:l;?/'[')e Enzymatique (Créatinine Amidinohydrolase) 4 -1238 1.00
Protéi - .
roteines Colorimétrique (Tartrate de cuivre) 20-110 0.30
totales (g/L)
Albumine (g/L) Colorimétrique (Vert de Bromocrésol) 10-60 0.95
Calcium Colorimétrique (Arsenazo Ill) 0.25-3.49 0.60
(mmol/L) a ' ' '
P(hr::::;t‘)es Colorimétrique (Molybdate) 0.16-4.20 0.30
Sodium Potentlometrlque'(electrode sélective 75_ 250 0.35
(mmol/L) ionique)
Chlore Potentlometrlque'(electrode sélective 50-175 0.60
(mmol/L) ionique)
Potassium Potentlometrlque.(electrode sélective 1-14 0.75
(mmol/L) ionique)
CO, total Enzymatique (Phosphoenolpyruvate 5-40 1.55
(mmol/L) carboxylase /malate deshydrogenase) '
ALAT (U/L) Enzymatique (L-alanine et a-acetoglutarate 6 - 1000 1.25
comme substrat)
PAL (U/L) Enzymatique (p-nitrophenyl phosphate 20 - 1500 1.55
comme substrat)
Triglycérides Colorimétrique (L-'Ol-g|YC9f0|ph°5phate 0.1-5.9 0.60
(mmol/L) oxidase)
Cholestérol Colorimétrique (Cholesterol oxidase) 1.3-8.40 0.75
(mmol/L)
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Les coefficients de variations (CV) cités dansaiddau ont été déterminés en 2012 lors de
la détermination de I'effet d'une sédation aveclal&étamine a faible dose et du valium
(Reynolds et coll., 2012). Ces CV ont été détersiiee dupliquant des analyses avec des
solutions de contrble humaines, le matin et I'ajpnédi, pendant 5 jours consécutifs.
L’hémoglobine libre a, elle, été dosée lors deuliet de I'effet de 'hémolyse avec un
analyseur Sysmex XT-2000i (Sysmex, Kobe, Japargegadune méthode utilisant le sulfate
sodique de lauryle (SSL).

2.1.5. Etude 1 : Effet de I'anticoagulant sur les résudtdtanalyses biochimiques

a. Objectif

L'objectif était d’évaluer l'effet de différents #ooagulants sur les concentrations
plasmatiques des analytes biochimiques. Le spécitaeaférence était le spécimen utilisant
I’héparinate de lithium comme anticoagulant.

b. Traitement des spécimens

Pour cette séance de prélevement, 11 chats (A, B, €, F, G, H, |, J et K) ont été utilisés
(Annexe 1).

Quatre tubes ont été prélevés dans l'ordre suivdntube sans anticoagulant, et 3 autres
tubes avec chacun un anticoagulant différent,ttatei de sodium, I'héparinate de lithium et
'EDTA-K 3.

Tous les tubes ont été stockés a température armml(20°C) pendant 30 minutes durant
lesquelles le sang dans le tube sans anticoagufaniné un caillot qui s’est ensuite rétracté.
lls ont ensuite été centrifugés. Le sérum et chaype de plasma ont chacun été séparés en
5 aliquots immédiatement apres la centrifugatiogs @liquots ont été placés dans des tubes
Eppendorf. Une analyse biochimique a été réalisgmédiatement dans un seul de ces
aliguots et les 4 autres ont été congelés a -2@f@édiatement pour étre utilisés lors d’'une
autre expérimentation.

L’'analyse des spécimens de plasma et de sérum keew a 9 minutes aprés leur
centrifugation.

c. Analyse statistique

Les résultats obtenus ont d’abord été analysés selomodele général linéairg;¥=p +
Chat +Specimen+ ¢;; ou Y;; est la valeur observée pour le chati (i = 1 addnps le
spécimen j (j = le sérum (S), le plasma sur citcitesodium (C), sur héparinate de lithium

(H) ou sur EDTA-K (E)). & est l'erreur résiduelle du modele. Lorsque le xhde
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'anticoagulant avait un effet significatif sur unariable, les résultats obtenus pour cette
variable ont été comparés deux a deux avec lesirgatitbtenues dans le plasma hépariné
avec un test de Tukey. Une valeur de p<0.05 adétsidérée comme significative.

2.1.6. Etude 2 : Stabilité a long terme des analytes himalues dans le plasma et
le sérum congelés et stockés a -20°C

a. Objectif

L'objectif était d’étudier I'effet d’'une durée parigée de stockage du spécimen a -20°C sur
les concentrations des variables biochimiques degn® dans le plasma hépariné et le sérum
chez le chat sain. Les spécimens de référencanélagespécimens de plasma hépariné ou de
sérum n’ayant subi aucune congélation. Ceux-cegtaigalement les spécimens de sérum et
de plasma hépariné utilisés lors de I'étude 1.

b. Traitement des spécimens

Pour cette séance de prélevement, 11 chats (A, B, €, F, G, H, I, J et K) ont été utilisés
(Annexe 1).

Un tube sang anticoagulant et un tube contenatibéegarinate de lithium ont été préleves
chez chacun des chats lors de la premiére séaagpédimentation. Le sérum et le plasma
hépariné ont chacun été séparés en 5 aliquots @@ R25Un aliquot de plasma hépariné et
un de sérum ont été dosés immédiatement aprépiéparation. Il s’agit des aliquots de
sérum et de plasma hépariné utilisés pour I'étueld’affet du spécimen. Les 4 autres
aliguots de sérum et de plasma hépariné ont ét&diatement congelés a -20°C.

Quatre semaines apres leur préparation (Mois 1l)aliguot de sérum et un de plasma
hépariné congelés pour chaque chat, ont été ghrtisongélateur et laissés a température
ambiante jusqu’a ce qu’ils soient décongelés add@ite analysés. Le méme procéde a été
appligué 12 semaines aprés la préparation deso#diqois 3), 20 semaines aprés la
préparation des aliquots (Mois 6), et 52 semaingssala préparation des aliquots
(Mois 12).

Tous les aliquots de plasma ou de sérum ont élgsaésaentre 4 et 34 minutes apres la fin
de leur décongélation. Seul un aliquot a été apal@&l minutes apres sa décongélation.

c. Analyse statistique

Les résultats obtenus ont été analysés, en préiguerselon un modele général linéairg Y
= u + Chat + Tempg+ g ou Y;; est la valeur observée pour le chat i (i = 1 ajIhpis
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aprés le préléevement (j = 0, 1, 3, 6 ou ¥2).est I'erreur résiduelle du modele. Ce méme
modele a été appliqué dans le plasma héparinénstldaérum séparément.

Dans chaque type de spécimen, lorsque la duréerdglation avait un effet significatif sur
une variable, les résultats obtenus pour cett@ablkeriont été comparés deux a deux avec la
valeur dans le spécimen de référence avec un ¢éeBludett. Une valeur de p <0.05 a été
considérée comme significative.

2.1.7. Etude 3 : Effets du délai de centrifugation, dellsée et de la température
de stockage des échantillons de plasma/sang téfmimé sur les résultats
d’analyses biochimiques

a. Objectif

L’objectif était de documenter les effets d’'un déda centrifugation et de la durée du
stockage de sang total ou de plasma hépariné aétatape ambiante ou a 4°C sur les
résultats d’analyses des variables biochimiquesodéne chez le chat. Le spécimen de
référence, dans chacune des conditions de stockatmt le spécimen analysé
immédiatement apres le prélevement.

b. Traitement des spécimens

Pour cette séance de préléevement, 8 chats (C, M, R, O, P et Q) ont été utilisés
(Annexe 1).

Douze millilitres de sang ont été collectés dahsbés de 3 mL contenant de I’héparinate de
lithium chez chaque chat.

Deux des tubes de sang total hépariné ont étéésepar9 aliquots de 0.6 mL placés dans
des tubes Eppendorf. Un aliquot a immédiatementeéné&ifugé et analysé, 4 ont été laissés
a température ambiante et les 4 restants ont etkést a 4°C jusqu’a ce qu’ils soient
analysés.

Les deux autres tubes ont été immédiatement aegédst Les surnageants de plasma ont été
séparés en 8 aliquots de 0.4 mL placés dans des fpendorf. Quatre aliquots ont été
laissés a température ambiante et les 4 restahtt@placés a 4°C jusqu’a ce qu’ils soient
analysés.

Six heures apres le prélevement, un aliquot de sataf et un aliquot de plasma ont été
retirés du réfrigérateur. Un aliquot de sang tahlun aliquot de plasma conservés a
température ambiante ont également été utilisés.deix aliquots de sang total ont été
centrifugés. lls ont été analysés en méme tempseguieux aliquots de plasma.
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La méme opération a été répétée 24 heures, 48shar& jours apres la préparation des
spécimens (Figure 2).

4 tubesde 3ml de
s2ng contenznt de
I'heparinzte de
Lithium

\_r_J
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Figure 2: Traitement des spécimens pour I'étude 3

Les aliquots de sang total ont été analysés 6raidtes apres leur centrifugation.
Les aliquots de plasma réfrigéré ont été analysé& 25 minutes apres la sortie du
réfrigérateur.

c. Analyse statistique

Tout d’abord, les valeurs obtenues ont été anadysélen le modele général linéairg ¥ p
+ Chat+ Temps+ ¢ ou Y;; est la valeur observée pour le chati (i = 1 a@Bgs j heures de
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stockage (j = 0, 6, 24, 48 ou 168 heureg)est I'erreur résiduelle du modéle. Ce modeéle a
été appliqué séparément pour un stockage de s#algat@0°C ou a 4°C ou de plasma
hépariné a 20°C ou a 4°C.

Dans chaque type de spécimen, lorsque la duréerdeivation avait un effet significatif
sur une variable, les résultats obtenus pour cett@ble apres 6 heures, 24 heures, 48
heures, ou 7 jours de stockage ont été comparésadéeux avec la valeur dans le spécimen
de référence avec un test de Tuckey. Une valeup<de05 a été considérée comme

significative.

2.1.8. Etude 4 : Effet du moment de prélévement et dwsrepales résultats
d’analyses biochimiques

a. Objectif

L’objectif était d’évaluer les variations des vénlies plasmatiques de routine, chez le chat
sain, au cours de la journée, ainsi que l'effet ses mémes variables de la prise de
nourriture. En ce qui concerne I'effet des variasicwircadiennes, le spécimen de référence
était celui obtenu a 8 heures chez les chats a [eans le cadre de I'étude de l'effet du
repas a chaque heure de préléevement, le spécimeiédence est le spécimen collecté a la
méme heure chez les animaux restés a jeun.

b. Traitement des spécimens

Pour cette expérimentation, un plan d’étude enédatin, sur 2 séances de prélevement, a
été mis en place. Les 8 chats sélectionnés ortdiégs en 2 groupes : lors de la premiere
séance de prélevement, 4 chats sont restés atjéesm4autres ont recu leur repas habituel
juste aprés la premiere prise de sang. Lors dedansle séance de prélévement, la méme
manipulation a été effectuée, sur les mémes chadss les 2 groupes ont été inversés
(Figure 3).

Séance 1 Séance 2
Groupe A Groupe A

(4 chats) a jeun (4 chats) nourris

12 jours
8 chats de la colonie > ———
de recherche

Groupe B Groupe B

(4 chats) nourris (4 chats) a jeun

Figure 3: Plan en carré latin pour I'étude 4



Pour ces séances de prélevement, 8 chats (A,LENF, O, P et Q) ont été utilisés (Annexe
1).

Les 8 chats sélectionnés ont été mis a jeun damapela nuit précédant les prélevements.
Une premiere prise de sang a été effectuée cheamrchges chats dans un tube de 1 mL
contenant de I'héparinate de lithium.

Par la suite, 4 chats ont été laissés a jeun et lstres ont recu leur repas habituel juste
apres la premiere prise de sang. Les préléevemantims ont ensuite été répétés tout au
long de la journée, suivant la méme procédure, aiemvalle de 2 heures, de 8 heures le
matin a 20 heures le soir, en maintenant les ¢bajsurs dans le méme ordre.

Aprés chaque série de prises de sang, les tubegténtentrifugés. Le plasma a été
immédiatement séparé et placé dans des tubes Eppe@thaque tube Eppendorf a été
placé dans un support stocké a 4°C jusqu'a ce goil acheminé au laboratoire, le
lendemain. Au laboratoire, les tubes ont immédiatenété stockés a -20°C. Dans un délai
de 5 jours, les aliquots ont tous été retirés chgélateur et laissés a température ambiante
jusqu’a ce qu’ils soient décongelés. lls ont erséie analyseés.

Tous les spécimens ont été analysés entre 24 dtel@@&s apres la congélation et entre 28 et
115 minutes apres la décongélation des spécimens.

c. Analyse statistique

Les résultats obtenus ont été analysés selon uelengénéral linéaire Y = 1 + Chat +
Période + Statut + Heure + Heure*Statut +i,j ou Yk, est la valeur observée pour le chat
i (i=1a8)pendant la période j (j=1 ou 2) dinstatut est k (k= a jeun ou nourri), a I'heure
de la journée | (I=8 heures, 10 heures, 12 heur¢deures, 16 heures, 18 heures ou 20
heures)eg;; est I'erreur résiduelle du modéle. Lorsque I'hedeeprélevement avait un effet
significatif sur une variable chez les chats a jdes résultats obtenus pour cette variable a
chaque heure de prélevement ont été comparés ddexxaavec un test de Tukey. Une
valeur de p<0.05 a été considérée comme signifieati

Lorsque l'interaction entre I'heure de prélevemente statut, a jeun ou nourri, des chats
avait un effet significatif sur les variables bigoigues, les résultats obtenus pour ces
variables chez les chats nourris et chez les éhpsn ont été comparés heure par heure en
effectuant des comparaisons multiples avec une amargon a posteriori et une correction
de Bonferroni. Une valeur de p<0.0071 (soit 0.08séi par le nombre de points, 7, mesurés
au cours de la journée) a été considérée commiicigive.
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2.1.9. Etude 5 : Effet des cycles congélation/décongéiatior les résultats
d’analyses biochimiques

a. Objectif

L'objectif était de rechercher I'impact de cycles abngélation/ décongélation successifs sur
les variables plasmatiques de routine dans le @ldstpariné et le sérum chez le chat sain.
Les spécimens de référence étaient constituésepasplécimens de plasma hépariné et de
sérum n'ayant subi aucun cycle de congélation/dg&lation. lls ont été analysés
immédiatement apres le prélevement.

b. Traitement des spécimens

Pour ces séances de prélevement, 8 chats (A, E, G, H, J et P) ont été utilisés (Annexe
1).

4 tubes de 3 mL ont été collectés chez chaque:chamnbes sans anticoagulant, et 2 tubes
contenant de I'héparinate de lithium.

Tous les tubes ont été stockés a température areli2d°C) pendant 30 minutes pour la
formation et la rétraction du caillot dans le tubans anticoagulant, puis ils ont été
centrifugés.

Le plasma hépariné et le sérum ont été répartisuchdans 5 aliquots de 250 pL placés dans
des tubes Eppendorf. Quatre des cing aliquotshomdiatement été congelés a -20°C.

Un aliquot de plasma hépariné et un de sérum pbaqgue chat ont été analysés
immédiatement (Jour 0) apres la préparation durast du sérum.

Un jour plus tard (Jour 1), tous les tubes onsétéis du congélateur et laissés a température
ambiante jusqu’a ce qu’ils soient décongelés. lijuat de plasma hépariné et un de sérum
ont été analysés, tandis que les autres aliquotstémecongelés a -20°C.

Le méme procedé a été répété 2 jours, puis 3 jetrd, jours apres la préparation des
aliquots.

Apres chaque cycle de congélation/décongélatiars, s aliquots ont été analysés entre 14
et 57 minutes aprés leur décongélation.

c. Analyse statistique

Les résultats ont d’abord été analysés grace aadels général linéaire :;)Y= p + Chat
+Cyclg +¢i; ou Yj; est la valeur observee pour le chati (i=1 a@psj cycles (j =0, 1, 2,
3 ou 4) de congélation/décongélation entre -20°la e#mpérature ambiant&; est I'erreur

résiduelle du modéle. Ce modéle a été appliqguéédmat dans le plasma hépariné et dans
le sérum.
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Dans chaque type de spécimen, lorsque les cyclesrgglation/décongélation avaient un
effet significatif sur une variable, les résultatstenus pour cette variable apres plusieurs
cycles ont été comparés deux a deux avec la vdbms le spécimen de référence avec un
test de Dunett. Une valeur de p<0.05 a été coremd&ymme significative.

2.1.10Etude 6 : Effet d’'une hémolyse d’'importance vamadlir les résultats
d’analyses biochimiques — Etude pilote

a. Objectif

L’objectif de cette étude pilote était de détermiles concentrations d’hémoglobine libre
qui ont permis de réaliser une analyse biochimides spécimens et qui ont ensuite été
utilisées lors de I'expérimentation suivante (\&it.11).

b. Traitement des spécimens

Pour ces séances de prélévement, un chat sainales12xtérieur a la colonie de recherche,
a été utilise.

Deux tubes de 3 mL contenant de I'héparinate deutit ont été collectés.

Un des tubes a été immédiatement centrifugé. Lsandaa ensuite été immédiatement séparé
en 5 aliquots contenant le volume suivant : 400360 pL, 300 pL, 200 puL, ou 100uL. Ces
5 aliquots ont éte réfrigérés a 4°C.

Le tube restant a été congelé a -20°C pendant @¢sdl a ensuite été retiré du congélateur
et laissé a température ambiante jusqu’a ce quiild&congelé. Il a alors été centrifugé. Un
aliquot de 400 pL de ce plasma totalement hémayste mis de coté. Le reste du plasma
hémolysé a été utilisé pour préparer des aliqumttenant une concentration d’hémoglobine
libre croissante. Pour cela, les 5 aliquots denpéapréparés précédemment et réfrigérés ont
été sortis du réfrigérateur et un volume prédétegéntie plasma totalement hémolysé a été
ajouté a chacun (0, 40, 100, 200, et 300 uL). Depi@s contenant un pourcentage
croissant (0, 10, 25, 50, et 75 %) de plasma hé&@aint ainsi été obtenus.

Dans chaque aliquot, la concentration d’hémogloblibee plasmatique a été dosée
immédiatement aprés la préparation des aliquots. pls, dans l'aliquot contenant
uniquement du plasma totalement hémolysé, une smdjochimique a été réalisée. Si
'analyse biochimique avait été rendue impossibénsd ce tube par la concentration
d’hémoglobine libre dans le plasma, cette analysehimique aurait été effectuée sur le

spécimen suivant (contenant 75 % de plasma hémaysénsi de suite.
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c. Analyse

Les résultats obtenus ont été analysés afin dendiéer a partir de quelle concentration

d’hémoglobine libre I'analyse biochimique devienspible.

2.1.11Etude 6 : Effet d’'une hémolyse d’'importance vamadlir les résultats
d’analyses biochimiques

a. Objectif

L'objectif était d’évaluer 'effet de la présencéude hémolyse de degré variable sur les
concentrations des analytes biochimiques de routares le plasma hépariné et le sérum
chez le chat sain. Le spécimen de référence étafidcimen non hémolysé.

b. Traitement des spécimens

Pour ces séances de prélevement, 6 chats (A, i, Degt P) ont été utilisés (Annexe 1).
Douze millilitres de sang ont été collectés dansb@s de 4 mL contenant de I’héparinate de
lithium chez chaque chat.

Deux des tubes ont été centrifugés immédiatemenpldsma a été collecté et séparé en 6
aliguots de 500 pL de plasma non hémolysé. Cesatfigpnt alors été réfrigérés a 4°C.

Le tube restant, pour chaque chat, a été aussingeté a -20°C pour provoquer I'hémolyse
du sang total. Vingt-quatre heures plus tard, tesstubes congelés ont été retirés du
congélateur et laissés a température ambiante 'qusguqu’ils soient décongelés. lls ont
alors été centrifugés. Le plasma issu de chaque auété séparé immédiatement apres la
centrifugation. Pour chacun des chats, un aliqwt580 pL de ce plasma totalement
hémolysé a été mis de coté. Ce spécimen représanpdasma totalement hémolysé. Le
reste du plasma hémolysé a été utilisé pour prépdes aliquots contenant une
concentration d’hémoglobine libre croissante. Peala, les 6 aliquots de plasma préparés
précédemment et réfrigérés ont été sortis du grfiigur et un volume prédéterminé de
plasma hémolysé a été ajouté a chacun (0, 10, @51 ou 200 uL) (Figure 4). Des
aliquots contenant un pourcentage croissant (§, 2, 16, et 29 %) de plasma hémolysé ont
ainsi été obtenus.

Pour ces 6 aliquots, une analyse biochimique aré&ésée ainsi qu'un dosage de la
concentration d’hémoglobine libre dans le plasmandl’aliquot contenant uniquement du
plasma totalement hémolysé, seule la concentrdti@moglobine libre a été mesurée.
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Figure 4: Traitement des spécimens pour I'étude 6

La concentration plasmatique d’hémoglobine libredkes différents aliquots, déterminée
au cours de l'expérimentation pilote, a été utdisgour déterminer la concentration
théorique d’hémoglobine dans les différents aligubé préparation des spécimens ainsi que
leur concentration théorigue d’hémoglobine obteiguéce aux résultats du pilote sont

décrites dans le tableau 2.
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Tableau 2 Préparation des spécimens de plasma hémolysgneentrations théoriques d’hémoglobine

Volume de | Volume Concentration Conc'entratlon Concentration Concentration
Pourcentage | |, d’Hb du L. -
plasma non | de plasma d’Hb du plasma théorique en Hb | théorique en Hb
. . i , de plasma . , plasma ) ,
hémolysé | hémolysé hémolysé (%) non hémolysé hémolysé dans le mélange | dans le mélange
(1)
(1) (1) (g/dL) (g/dL) (mmol/L)
(g/dL)
500 0 0,0 0.1 9 0.1 0.06
500 10 2.0 0.1 9 0.3 0.17
500 25 4.8 0.1 9 0.5 0.33
500 50 9.1 0.1 9 0.9 0.57
500 100 16.7 0.1 9 1.6 0.99
500 200 28.6 0.1 9 2.6 1.64

Tous les aliquots de plasma ont été analysés 8Btret 129 minutes apres la fin de leur
préparation.

c. Analyse statistique

L'effet de I'hnémolyse sur les résultats d’analysesi’abord été évalué grace au modele
géneral linéaire suivant ;Y= p + Chat +Hémolyse+ ¢ ou Y;; est la valeur observée pour
le chati (i = 1 & 8) dans un spécimen avec j %ldsma hémolysé (j=0, 2, 5, 9, 16, ou 29
%). €i,] est I'erreur résiduelle du modéle.

Lorsque I'hémolyse avait un effet significatif sune variable, les résultats obtenus pour
cette variable dans les aliquots contenant un eot@ge variable de plasma hémolysé ont
été comparés deux a deux avec la valeur obtenueleapécimen de référence grace a un
test de Tuckey. Une valeur de p<0.05 a été corésdé@mme significative.

2.2.Résultats
Toutes les prises de sang prévues ont pu étrdeffes
2.2.1. Etude 1 : Effet de I'anticoagulant
Dans cette manipulation, toutes les variables lioicjues ont été influencées (p<0.001) par
le choix de l'anticoagulant. Pour chacune des w#f& les concentrations obtenues dans le

sérum, le plasma EDTA, et le plasma citraté ontcérdparées a celles obtenues dans le
plasma hépariné qui est le spécimen de référencettbeexpérimentation.
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Les concentrations de calcium et de potassium tamdasma EDTA n’ont pas pu étre
analysées en raison de l'interaction de I'anticéaguavec ces cations. Tous les autres
dosages ont pu étre réalisés.

Comparaison sérum et plasma hépariné:

Les résultats dans le sérum et le plasma hépaarenéstatistiquement différents pour 4 des
13 variables analysées: les concentrations de gotagp<0.001), de phosphate (p=0.001),
d’albumine (p=0.011) et d’activité¢ de I'ALAT (p<@Q) étaient significativement plus
élevées dans le sérum. Les concentrations sériginss que les concentrations dans le
plasma hépariné sont détaillées dans le tableau 3.

Tableau 3 Concentrations (moyennexSD) des différents amalgans le plasma hépariné et dans le sérum

Spécimen

Analyte Héparine Sérum
Glucose (mmol/L) 4.840.8 4.740.9
Urée (mmol/L) 7.140.3 7.1+0.4
Créatinine (umol/L) 116+13 116414
Sodium (mmol/L) 157+2 157+2
Potassium (mmol/L) 3.5+0.2 3.8+0.2
Chlore (mmol/L) 126+1 126+0.8

CO, (mmol/L) 162 162

Calcium (mmol/L) 2.45+0.06  2.46%0.07
Phosphate (mmol/L) 1.24+0.09  1.28+0.10

Protéines (g/L) 67+4 67+4
Albumine (g/L) 32.4+2.6 32.9+2.8
ALAT (U/L) 46+14 54+13
PAL (U/L) 27+8 28+9

Les valeurs surlignées sont celles présentant une différence
significative avec la valeur de référence obtenues dans le plasma
hépariné

Pour comparer I'effet de ces anticoagulants, |&dhce des concentrations des variables
dans le sérum et dans le plasma hépariné a étdlémlpour les analytes significativement
influencés par l'utilisation de sérum. La conceiidra d’'un analyte dans le sérum a étée
considérée comme analytiquement différente de dalfes le plasma hépariné si la médiane
des différences entre ces deux concentrations supirieure a la variabilité analytique
(c'est a dire 2.77X CViepetavite X Valeur moyenne dans le spécimen de reférence) Jone
2006) (Tableau 4).

26



Tableau 4 Analyse de la différence entre les concentratidans le sérum et le plasma hépariné pour les
variables influencées par I'utilisation de sérum

Pourcentage de variation

Médiane des de la valeur moyenne par Variabilité
Analyte (unité) différences (min IR rapport a la valeur X
. fer analytique
; max) moyenne de référence
(%)
Potassium (mmol/L) 0.4 (0.1;0.7) 3.3-4.2 111 0.03
Phosphate (mmol/L) 0.05(0.00;0.09) 1.1-2.1 3.8 0.01
Albumine (g/L) 0.4 (-0.1;1.2) 27-39 1.6 0.90
ALAT (U/L) 8(3;12) 34-123 17.9 1.60
Les lignes surlignées sont celles pour lesquelles la médiane des différences est supérieure a la variabilité
analytique

IR= intervalle de référence

Pour lI'albumine, la médiane des différences edriafire a la variabilité analytique. La

différence de concentration n'est donc pas analgtitent significative et n’a aucune

importance clinique. En revanche, pour le potassienphosphate et 'ALAT, la médiane

des différences est supérieure a la variabilitdytigae donc leurs concentrations dans le
sérum et le plasma hépariné sont analytiquemeriéreiiftes. Les concentrations de
potassium, de phosphate et d’ALAT ont augmentéeasgment de 11.1 %, 3.75 % et
18.0 % dans le sérum par rapport au plasma hép@raideau 4).

Comparaison plasma EDTA-K3 et plasma hépariné:

Dans le cas du plasma EDTA, les concentrations des311 variables analysées ont été
statistiguement différents du plasma hépariné.dagentrations de glucose (p=0.047), de
créatinine (p<0.001), de sodium (p<0.001), de ¢130.027), de protéines totales (p=0.004)
et d’activité de la PAL (p<0.001) ont été signifiszament plus basses dans le plasma EDTA
que dans le plasma hépariné. A linverse, les aanagons d’albumine (p<0.001), et
d’'activité de I'ALAT (p<0.001) ont été significament plus élevées. Leurs concentrations
sont décrites dans le tableau 5.
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Tableau 5 Concentrations (moyenne+SD) des différents aralgans le plasma hépariné et dans le plasma

EDTA
Spécimen
Analyte Héparine EDTA-K3
Glucose (mmol/L) 4.8+0.8 4.610.6
Urée (mmol/L) 7.1+0.3 7.1+0.3
Créatinine (umol/L) 116+13 111413
Sodium (mmol/L) 157+2 154+1
Potassium (mmol/L) 3.5+0.2 %///////////////////%
Chlore (mmol/L) 126+1 124+1
CO, (mmol/L) 16+2 15+2
Calcium (mmol/L) 2.45+0.06 %/////////////////%
Phosphate (mmol/L) 1.2440.09 1.2140.09
Protéines (g/L) 674 65+3
Albumine (g/L) 32.4+2.6 34.9+2.9
ALAT (U/L) 46+14 54+13
PAL (U/L) 2748 11+1*

*3 chats avaient une concentration <10 U/L dans le plasma EDTA. Une
valeur de 10 U/L a été arbitrairement attribuée a ces chats
Les valeurs surlignées sont celles présentant une différence significative
avec la valeur de référence obtenues dans le plasma hépariné

Pour comparer I'effet de ces anticoagulants, |&dihce des concentrations des variables

dans le plasma EDTA et dans le plasma héparinééacélculée pour les analytes

significativement influenceés par I'utilisation d’'HIA (Tableau 6).

Tableau 6 Analyse de la différence entre les concentratidans le plasma EDTA et le plasma hépariné pour
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les variables influencées par I'utilisation I’ EDTHy-

Pourcentage de

L variation de la
Médiane des

Analyte (unité) différences (min ; IR valeur moyenne Varlap|l|te
max) par rapport a la analytique
valeur moyenne de
référence (%)
Glucose (mmol/L) -0.1 (-0.5; -0.0) 4.1-8.2 -3.2 0.03
Créatinine (umol/L) -4 (-7 ; -3) 89-207 -3.8 3.20
Sodium (mmol/L) -3(-6;-1) 153-161 -1.9 1.52
CO, (mmol/L) -1(-2;0) 15-21 -6.6 0.69
Protéines (g/L) -2 (-7 ;-1) 65-85 -3.1 0.56
Albumine (g/L) 2.4(1.8;4.0) 27-39 7.8 0.85
ALAT (U/L) 8(4; 10) 34-123 17.5 1.59
PAL (U/L) -14 (-29 ; -5) 32-147 -56.9 1.16
Les lignes surlignées sont celles pour lesquelles la médiane des différences est supérieure a la variabilité
analytique

IR= intervalle de référence




Les médianes des différences ont toutes été supesiea la variabilité analytique. Les
concentrations des analytes dans le plasma EDTAas@tytiquement différentes de celles
obtenues dans le plasma hépariné. Les pourcentdgegriation de la concentration
moyenne des différents analytes dans le plasma EfarAapport au plasma hépariné sont
inscrits dans le tableau 6.

La PAL est I'analyte dont la différence de concatibn entre le plasma EDTA et le plasma
hépariné est la plus importante. La figure 5 regmés cette différence.
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Moyenne des activités de la PAL dans le plasma hépariné et le
plasma EDTA (E+H)/2 (U/L)

Figure 5: Graphique de Bland-Altman représentant la diéféze entre les activités de la PAL dans le plasma
EDTA (E) et dans le plasma hépariné (H)

Comparaison plasmas citraté et plasma hépariné :

Tous les résultats obtenus dans le plasma citratété statistiquement différents de ceux
obtenus dans le plasma hépariné.

Les concentrations de sodium (p<0.001), d’albun{jme0.001) et d’activité de I'ALAT
(p<0.001), ont été supérieures lors de l'utilisatide plasma citraté au lieu du plasma
hépariné. En revanche, les concentrations de gu¢ps0.001), d’'urée (p<0.001), de
créatinine (p<0.001), de potassium (p<0.001), dereh(p<0.001), de CO(p<0.001), de
calcium (p<0.001), de phosphate (p<0.001), de presé&otales (p<0.001) et I'activité de la
PAL (p=0.003) obtenues dans le plasma citraté tninéérieures a celles obtenues dans le
plasma hépariné.

Les concentrations des variables dans le plasmarinépet dans le plasma citraté sont
deétaillées dans le tableau 7.
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Tableau 7: Concentrations (moyenne+SD) des différents aralgans le plasma hépariné et dans le plasma

citraté
Spécimen
Analyte Héparine Citrate
Glucose (mmol/L) 4.8+0.8 4.0£0.6
Urée (mmol/L) 7.1+0.3 5.7+0.3
Créatinine (umol/L) 116+13 95+12
Sodium (mmol/L) 157+2 177+3
Potassium (mmol/L) 3.5+0.2 2.6+0.2
Chlore (mmol/L) 126+1 10143
CO, (mmol/L) 16+2 12+2
Calcium (mmol/L) 2.45+0.06 1.13+0.10
Phosphate (mmol/L) 1.24+0.09 1.01+0.08
Protéines (g/L) 674 57+8
Albumine (g/L) 32.4+2.6 34.1+2.6
ALAT (U/L) 46+14 50+12
PAL (U/L) 2748 2045

Les valeurs surlignées sont celles présentant une différence significative
avec la valeur de référence obtenue dans le plasma hépariné

Pour étudier l'effet de [l'utilisation de citrate d@dium en tant gu’anticoagulant, la

différence des concentrations des variables dapksena citraté et dans le plasma hépariné

a été calculée pour les analytes significativeneffiitencés par I'utilisation de citrate de

sodium (Tableau 8).

Tableau 8 Analyse de la différence entre les concentratidauss le plasma citraté et le plasma hépariné pour
les variables influencées par I'utilisation de eite de sodium

Pourcentage de variation

. Médiane des de la valeur moyenne par Variabilité
Analyte (unité) différences N :
(min : max) rapport a Igyaleur analytique
moyenne de référence (%)
Glucose (mmol/L) -0.7 (-1.1; -0.5) 4.1-8.2 -16.0 0.03
Urée (mmol/L) -1.4 (-1.8; -1.2) 6.6-11.3 -19.6 0.20
Créatinine (umol/L) -21 (-27 ; -15) 89-207 -18.0 3.20
Sodium (mmol/L) 20 (18 ; 23) 153-161 12.8 1.52
Potassium (mmol/L) -0.8 (-1.0; -0.7) 3.3-4.2 -23.9 0.07
Chlore (mmol/L) -25 (-32; -21) 120-127 -20.0 2.09
CO, (mmol/L) -4 (-8 ; 2) 15-21 -24.3 0.69
Calcium (mmol/L) -1.31 (-1.54; -1.2) 2.4-2.9 -54.0 0.04
Phosphate (mmol/L) -0.23(-0.29;-0.17) 1.1-2.1 -18.2 0.01
Protéines (g/L) -9.3(-14.5;-8.1) 65-85 -19.3 0.56
Albumine (g/L) 1.7(1.1;2.6) 27-39 5.3 0.85
ALAT (U/L) 4(0;9) 34-123 8.7 1.59
PAL (U/L) -6 (-11 ; -2) 32-147 -23.3 1.16

Les lignes surlignées sont celles pour lesquelles la médiane des différences est supérieure a la variabilité analytique
IR= intervalle de référence
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Les médianes des différences ont toutes été supesiea la variabilité analytique. Les
concentrations des analytes dans le plasma cgatédonc différentes de celles mesurées
dans le plasma hépariné. Les pourcentages deivaridé¢ la concentration moyenne des
différents analytes dans le plasma EDTA par rapgomlasma hépariné sont inscrits dans le
tableau 8.

Un biais se définit comme une erreur entre I'estiomad’une variable et la véritable valeur
de cette variable. Ici, un biais trés important@aabservé pour les concentrations de chlore,
sodium, et de calcium lors de l'utilisation de ai& de sodium comme anticoagulant
(Figure 6).
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Figure 6: Concentrations de sodium, chlore et calcium dasdifférents spécimens (moyenneSD)

Les différences entre les concentrations de pateassi de C@dans le plasma citraté et le
plasma hépariné sont représentées dans les figuaies.
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Figure 7: Graphique de Bland-Altman représentant la défége entre les concentrations de potassium dans le
plasma citraté et dans le plasma hépariné
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Figure 8: Graphigue de Bland-Altman représentant la déféze entre les concentrations de £Qfans le plasma
citraté et dans le plasma hépariné

Le remplacement du plasma hépariné par du sérumautfie que les concentrations de
potassium, de phosphate, et d’ALAT.

L'utilisation d’EDTA-K3, en revanche, modifie les concentrations de gkicogéatinine,
sodium, CQ, albumine, protéines, ALAT, et PAL. Les concerntmnas de calcium et de
potassium n’ont pas pu étre dosées.

Enfin, I'emploi de citrate de sodium modifie les ncentrations des 13 variables
biochimiques.
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2.2.2. Etude 2 : Stabilité a long terme des analytes himajues dans le plasma
congelé a -20°C

Au cours de l'analyse des spécimens, des diffisutBchniqgues dues a une erreur de
'analyseur ont mené a [I'élimination de nombreuxquabts dosés 6 mois apres leur
préparation. Aprés 1 mois, 3 mois, 6 mois, et 12srde stockage a -20°C, respectivement
11 dosages, 11 dosages, 7 dosages et 10 dosages émte effectués dans le plasma
hépariné. Et 11 dosages, 10 dosages, 3 dosagesiadages ont été respectivement été
réalisés dans le sérum aprés 1 mois, 3 mois, 6 atol mois de stockage du sérum a
-20°C. Les valeurs obtenues aprés 6 mois de steckag0°C sont donc peu significatives
car le nombre d’analyses effectuées est faiblei @@tétre considéré lors de I'analyse des
résultats.

Onze des treize variables étudiées ont été infeespar la durée du stockage du sérum a
-20°C : le glucose (p<0.001), l'urée (p<0.001), deéatinine (p=0.0015), le sodium
(p=0.018), le CQ (p<0.001), le calcium (p=0.018), le phosphate (p€0), les protéines
totales (p<0.001), l'albumine (p<0.001), 'ALAT (p<001) et la PAL (p=0.0029). Pour
chacune, les concentrations a chaque temps oniteeBsdl comparées par rapport a la valeur
mesurée lors de l'analyse immédiate du sérum, qui de valeur de référence. Les
concentrations sériques des analytes en fonctida derée de congélation sont récapitulées
dans le tableau 9.
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Tableau & Concentration (moyenne1SD) des différents amalytans le sérum en fonction de la durée de

congélation

Durée de congélation du spécimen

Analyse

Analyte immédiate 1 mois 3 mois 6 mois 12 mois
Glucose (mmol/L) 4.7+0.9 4.8+0.9 4.5+0.6 4.1+0.1 4.310.1
Urée (mmol/L) 7.1+0,4 7.1+0.3 7.4+0.3 7.240.2 7.0£0.3
Créatinine (umol/L) 116+14 117+14 116+15 119+11 117+13
Sodium (mmol/L) 157+2 154+2 154+4 155+3 156+2
Potassium (mmol/L) 3.8+0.2 3.8+0.2 3.84+0.2 4.0+0.1 3.9+0.2
Chlore (mmol/L) 126+1 127+1 126+1 126+2 127+2
CO, (mmol/L) 16+2 15+2 1442 14+1 1241
Calcium (mmol/L) 2.4610.07 2.50+0.07 2.4610.06 2.46+0.06 2.42+0.03
Phosphate (mmol/L) 1.28+0.10 1.25+0.10 1.2940.10 1.24+0.07 1.31+0.09
Protéines (g/L) 6714 69+4 68+3 66+3 67+3
Albumine (g/L) 32.9+2.8 32.8+2.6 32.5+1.7 31.7+1.6 31.1+1.1
ALAT (U/L) 54+13 55+12 50+10 4610 28+7
PAL (U/L) 289 2718 2718 21+8 25+7

Les valeurs surlignées sont celles présentant une différence significative avec la valeur de référence obtenue lors de

I'analyse immédiate du sérum

Pour étudier I'effet de la durée de congélatiordiférence des concentrations des variables
dans le sérum aprés 1 mois, 3 mois, 6 mois ou 12 decongélation et lors de I'analyse
immédiate a été calculée pour les analytes signifiement influencés par la durée de

congélation du sérum (Tableau 10).
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Tableau 10 Analyse de la différence entre les concentratidans le sérum aprés 1, 3, 6 ou 12 mois de
stockage a -20°C et lors de I'analyse immédiater p@givariables influencées par la durée de contigtadu

sérum
Pourcentage de variation de
Différence médiane (min ; max) la valeur\moyenne par
rapport a la valeur de
référence (%)
1 mois 3 mois 6 mois 12 mois IR 1 mois 3mois 6 mois 12 mois Va”at.)'“te
analytique
Glucose 0.1 0.1 -0.1 0.0
(mmoll)  (0.0:0.2)  (0.0:02) (03:00) (0102  *182 21 26 118 72 0.03
Urée 0.1 0.3 0.2 -0.1
(mmoll)  (01:0.3)  (01:04) (02:03) (-03:04) o613 13 4.3 2.5 03 020
Créatinine 1 2 4 4
(umoliL) “1:3) (0 4) 2:7) “1:6) 89-207 1.1 0.5 2.6 1.0 3.20
Chlore 1 0 1 2
(mmoliL) ©:2) (2:3) 2 1) (3:3) 120-127 0.7 0.1 0.3 0.9 2.09
co2 -2 -2 -3 -6
(mmoliL) (3:0) 3:-2) (4:-3) (7 -2) 15-21 -9.5 -11.5 -17.0 -29.0 0.69
Calcium 0.04 0 0.01 0
(Mmoll)  (-0.04:0.1) (-0.07:0.12) (-0.05:0.03) (-0.1:003) 2429 16 01 0.0 18 0.04
Phosphate -0.03 0.01 0.03 0.04
(Mmolll)  (-0.05;-0.02) (-0.05:0.04) (0:0.04)  (0:0.07) 1121 23 06 36 25 0.01
Protéines 2 2 1 2
65-85 2.4 2.0 -1.1 0.0 0.56
(g/L) (-1;3) (-0;6) (-0; 2) (-1;3)
Albumine -0.2 0.4 -0.2 -0.5
(@) (:0.9:0.7) (-05:1.6) (1:0.7) (:3:0.1) 27-39 -0.3 -1.0 -3.6 -5.5 0.85
ALAT 1 -1 -11 -20
(UIL) 6:7) 12 2) (17:-3) (:37:-17) 34-123 0.7 -7.8 -15.5 -49.2 1.59
PAL (U/L) -1 -1 - - 32147 55 52 248  -132 1.16
(-8;0) (-7;1) (-2;-1) (-6 ;-1) ’ : : : :

Les valeurs surlignées sont celles pour lesquelles la médiane des différences est supérieure a la variabilité analytique
IR= intervalle de référence

Dans le sérum, le chlore, le calcium et l'albumin®nt montré aucune variation
analytiquement significative apres 1, 3, 6, ou I#isnde stockage a -20°C. Ces analytes ne
présentent donc aucune variation cliniguement mpamte.

La différence entre les concentrations de créairdiactivité de I'ALAT et de la PAL apres

1, 3, 6 ou 12 mois de stockage et la valeur deedé@& n’est apparue comme analytiquement
significative qu’a partir de 6 mois de stockage.

La concentration d’'urée a présenté une variati@ytiguement significative a partir de 3
mois de stockage du sérum a -20°C.

Enfin, le glucose, le C£ le phosphate et les protéines ont présenté deativas
analytiquement significative par rapport a la valde référence dés 1 mois de stockage du
sérum a -20°C.

Les pourcentages de variation de la concentratiopenrme des différents analytes dans le
sérum en fonction de la durée de congélation séeritd dans le tableau 10.

Dans le plasma hépariné, le glucose (p<0.001)¢¢'{p<0.001), la créatinine (p<0.001), le
sodium (p<0.001), le potassium (p<0.001), le chlfpe0.0017), le CQ (p<0.001), le
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calcium (p<0.001), le phosphate (p<0.001), les gnets totales (p=0.019), l'albumine
(p<0.001), I'ALAT (p<0.001) et la PAL (p<0.001) orbus été influencés de maniére
statistiquement significative par la durée du sageka -20°C. Les valeurs aprés 1 mois, 3
mois, 6 mois et 12 mois de stockage a -20°C ont dmsuite été comparées deux a deux
avec la valeur de référence, lors de l'analyse idiaté du plasma hépariné. Les
concentrations plasmatiques des analytes en fonad® la durée de congélation sont

récapitulées dans le tableau 11.

Tableau 11 Concentration (moyennetSD) des différents amslytans le plasma hépariné en fonction de la

durée de congélation

Durée de congélation du spécimen

Analyte in?:mzlc‘il:aete 1 mois 3 mois 6 mois 12 mois
Glucose (mmol/L) 4.8+0.8 4.8+0.8 4.7+0.7 4.3+0.1 4.5+0.4
Urée (mmol/L) 7.1+0.3 7.1+0.3 7.2+0.3 7.3+0.2 7.0+0.3
Créatinine (umol/L) 116+13 116+13 114+14 114+16 115+14
Sodium (mmol/L) 157+2 154+1 151+2 156+1 154+3
Potassium (mmol/L) 3.5+0.2 3.410.2 3.4+0.2 3.5+0.2 3.4+0.1
Chlore (mmol/L) 126+1 127+1 125+1 127+1 125+3
CO, (mmol/L) 16+2 15+2 1442 14+2 1242
Calcium (mmol/L) 2.45+0.06 2.47+0.04 2.3610.04 2.4510.04 2.33+0.10
Phosphate (mmol/L)  1.24+0.09 1.2040.09 1.21+0.09 1.2740.10 1.2340.11
Protéines (g/L) 6714 6715 68+4 66+2 6513
Albumine (g/L) 32.4+2.6 32.0+2.3 31.5+2.3 31.6+1.3 29.6+1.9
ALAT (U/L) 46114 46112 41+10 42+8 21+7
PAL (U/L) 2718 25+8 24+8 2419 2316

Les valeurs surlignées sont celles présentant une différence significative avec la valeur de référence obtenue lors de
I'analyse immédiate du plasma hépariné

Pour étudier I'effet de la durée de congélatiorditférence des concentrations des variables
dans le plasma hépariné apres 1 mois, 3 mois, § mwil2 mois de congélation et lors de
'analyse immédiate a été calculée pour les amalsigmificativement influencés par la durée
de congélation du plasma (Tableau 12).
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Tableau 12 Analyse de la différence entre les concentratidans le plasma hépariné aprés 1, 3, 6 ou 12
mois de stockage a -20°C et lors de I'analyse imatégbour les variables influencées par la durée de
congélation du plasma hépariné

Pourcentage de variation de la
Différence médiane (min ; max) valeur moyenne par rapport a la
valeur de référence (%)

1 mois 3 mois 6 mois 12 mois IR 1 mois 3 mois 6mois 12 mois Zﬁ;%ggi

((jwhrﬁ?f) (-0.1%% 0.2) (-o.-20500.1) (-o.-30§10.1) (-o.-30§00.1) 4182 18 1.0 95 53 008
(mlr:qrsli) (-o.-20510.4) (0?'5.4) (0?6%3) (-o.-30§20.3) 6613 03 23 33 10 020
C(rperatcl)BILn)e (_181; . (32 ) “ 2 2 i 61; 3) 89-207 03  -15  -1.9 -0.7 3.20
(;C:ggil;ﬂ) (_7';2_1) (_8';6_4) (_30; 2 (_152; p 153161 Lo 38 04 20 152
P((r);?nsgll/uLT (-0.10; 0.1) (-6(.)é0;10) (OO;.C())S.l) (-Oj(i.;og.l) 3342 03 21 18 22 007
, Chiore ) o 1 ) (_3‘?0) ( 0? 2 (_g-fz) 120127 0.6  -09 07 06 2.09
(m%)f/l_) (31 0 (_3';2_2) (_5';3_ 3 (_7';5_ 2 1521  -72  -144  -149  -283 0.69
(Cr:narlnc(i)lljlrl?) (-o.f O 3.07) (-0.1.;) ';0-%.04) (-o.o%c;)zo.04) (-0-.%71 (;) o 2429 05 39 00 52 0.04
P(?r?ri%?/?_t)e (-o.o.g ';0-?6.02) (-d.%g 3 0) (o.og'?gm) (-o.o%%m) 1121 26 23 25 03 001
Prtﬁégéj:_r;es (_2-? 3 (_20; 2 . 30; " (_8' 1 1) 65-85 -0.2 0.9 2.4 -3.3 0.56
Alb(gl;rl]_i)ne (-0.33540.6) (-2_.%5;3 0) (-1.30; 0.7) (-5.4-12;.:-30.6) 2rs9 10 28 23 85 085

?bﬁ_T) (_81; . (_1;'4; 3 (_123; 2 (_34:2;3312) 34123 04  -122  -91  -541 1.59

(Ffﬁb (51 0 (_6';2_1) . 22 ) (_8';3_ 1 32-147  -4.8 -8.2 -8.3 -13.4 1.16

Les valeurs surlignées sont celles pour lesquelles la médiane des différences est supérieure a la variabilité analytique
IR= intervalle de référence

Dans le plasma hépariné, seuls la créatinine, t@spmm et le chlore n’ont montré que des
variations non analytiquement significatives apte8, 6, ou 12 mois de stockage a -20°C.
Ces analytes ne présentent donc aucune variatimpaitance clinique.

La différence entre les concentrations de protéi@balbumine aprés 1, 3, 6 ou 12 mois de
stockage et la valeur de référence n’est devenaltajuement significative qu’entre 6 et
12 mois de stockage.

La concentration de glucose a montré une modifinaginalytiquement significative entre 3
et 6 mois de stockage et jusqu’a 12 mois de st@ckag

Les activités de 'ALAT et de la PAL ainsi que lesncentrations de calcium et d’'urée ont
présenté une variation analytiquement significadiyeartir de 3 mois de stockage du plasma
hépariné a -20°C.

Enfin, le sodium, le C® et le phosphate ont présenté des variations anadyhent
significatives par rapport a la valeur de référetheg 1 mois de stockage du plasma hépariné
a-20°C.
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Les pourcentages de variation de la concentratiopenrme des différents analytes dans le
plasma hépariné en fonction de sa durée de cormagekint décrits dans le tableau 12.

Le CO et 'ALAT sont les deux variables les plus affexsépar la durée du stockage.

Dans le sérum, apres 1 mois de stockage a -20°@rieentration de C{Qa diminué de
9.5 % par rapport a la valeur obtenue lors de RKemaimmédiate (Figure 9). Cette
diminution du CQ dans le sérum s’est accentuée lorsque le stoéka?@°C a été prolongé
et la diminution de la concentration a atteint Z2&.@prés 12 mois de stockage.

Dans le plasma hépariné, apres 3 mois de stockagencentration de CQotal a diminué

de 14.4 %. Cette baisse a atteint 28.3 % de lavdke référence aprés 12 mois de stockage
(p<0.001) (Figure 9) (Tableau 12).

référence
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Figure 9: Evolution de la concentration moyenne de ,@@ fonction du temps dans le plasma et le sérum
conservés a -20°C
Entre 3 et 6 mois de stockage, la concentrationemog d’activité de 'ALAT a montré une
diminution allant jusqu’a 9.1 % dans le sérum ebX% dans le plasma hépariné. L'activité
moyenne de 'ALAT a diminué respectivement de 4%h2et 54.1 % dans le sérum et le
plasma hépariné (p<0.001) aprés 12 mois de comngelgtar rapport aux valeurs de
référence obtenues lors de I'analyse immédiateu(Eig0).
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2.2.3. Etude 3 : Effet du délai de centrifugation, de laék et de la température de
stockage des échantillons de plasma/sang totalrim@paur les résultats
d’analyses biochimiques

Au cours de I'expérimentation, les échantillons étdt stockés pendant 6 heures, 24 heures,
48 heures ou 7 jours. Cette expérimentation a perdtudier I'effet du délai de
centrifugation d’un échantillon de sang total s®wék4°C ou a température ambiante ainsi
gue l'effet de la durée du stockage du plasma lmépar4°C ou a température ambiante sur
les résultats d’analyses biochimiques.

Dans le cas d'un stockage sous forme de sang a&otempérature ambiante, 7 des 13
variables biochimiques étudiées ont été affectéenahiére statistiquement significative par
la durée de stockage : le glucose (p<0.001), la&usop<0.001), le potassium (p<0.001), le
chlore (p=0.001), le C{p=0.007) le phosphate (p<0.001) et I'albumine (p<0.00¥uis
concentrations sont détaillées dans le tableau 13.
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Tableau 13 Concentration (moyenne+SD) des différents analg&ns le plasma hépariné en fonction de la
durée de conservation du sang total a 20°C

Durée de stockage (h)

Analyte i 6 24 48 168
Glucose (mmol/L) 5.0£0.4 4.00.4 1.3+0.52 0.640.2° 0.620.0°
Urée (mmol/L) 7.5+0.7 7.420.7 7.2+0.7 7.2+0.8 7.4+0.8
Créatinine (umol/L) 112 +20 115422 116421 116+22 113+23
Sodium (mmol/L) 155+1 155+1 1571 156+1 155+1
Potassium (mmol/L) 3.8+0.2 3.7£0.2 3.9+0.2 4.1+0.2 4.5+0.2
Chlore (mmol/L) 126+1 1261 125+1 124+1 123+2
CO, (mmol/L) 17+2 16+1 16+2 15+1 17+1
Calcium (mmol/L) 2.44+0.05 2.48+0.05 2.50+0.03 2.49+0.04 2.47+0.03
Phosphate (mmol/L) 1.1740.17 1.2040.16 1.2610.18 1.4340.17 2.15+0.22
Protéines (g/L) 69+3 70+4 71+4 71+4 7345
Albumine (g/L) 32.6+0.9 33.0+0.9 33.9+1.2 34.3t1.2 35.3+1.2
ALAT (U/L) 48 £12 55+14 56115 5813 6319
PAL (U/L) 2946 2816 30+10 2846 26+4

&1 chat avait une concentration plasmatique <5.5 mmol/L. Une valeur de 5.5 U/L a été arbitrairement attribuée a ce chat.

b, . . . fp S P
© 7 chats avaient une concentration plasmatique <5.5 mmol/L. Une valeur de 5.5 U/L a été arbitrairement attribuée a ces chats.
Les valeurs surlignées sont celles présentant une différence significative avec la valeur de référence obtenue lors de I'analyse

immédiate du spécimen de sang total

Lorsque le sang total a été stocké a 4°C, seulgldeose (p<0.001) et le potassium
(p<0.001) ont été influencés par la durée de cekatge. La concentration des différents

analytes est indiquée dans le tableau 14.

Tableau 14 Concentration (moyennetSD) des différents analg@ns le plasma hépariné en fonction de la
durée de conservation du sang total a 4°C

Durée de stockage (h)

Analyte irr?r%aélg;ete 6 24 48 168
Glucose (mmol/L) 5.0£0.4 4.910.3 4.5+0.3 4.1+0.4 2.4+0.6
Urée (mmol/L) 7.540.7 7.4+0.7 7.4+0.8 7.41£0.7 7.310.8
Créatinine (umol/L) 112+20 114421 114+21 114+21 11422
Sodium (mmol/L) 155+1 15440 155+1 155+1 155+1
Potassium (mmol/L) 3.8+0.2 4.1+0.2 4.340.2 4.4+0.2 4.6%0.2
Chlore (mmol/L) 126+1 126+1 126+1 126+1 125+1
CO; (mmol/L) 1742 1741 17+1 171 1742
Calcium (mmol/L) 2.44+0.05 2.45+0.04 2.45+0.03 2.44+0.04 2.43+0.02
Phosphate (mmol/L)  1.17+0.17 1.1740.16 1.20+0.16 1.22+0.17 1.32+0.18
Protéines (g/L) 69+3 69+3 6913 7043 70£3
Albumine (g/L) 32.6+0.9 32.6+1.0 32.8+1.0 33.0+1.0 33.9+0.9
ALAT (U/L) 48 £12 49+12 51+13 52+13 53+12
PAL (U/L) 2946 2846 2816 2816 2643

Les valeurs surlignées sont celles présentant une différence significative avec la valeur de référence obtenue lors de

I'analyse immédiate du spécimen de sang total
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Lors d'un stockage des spécimens sous forme denplépariné a 20°C (p<0.001) ou a
4°C (p=0.007), le sodium a été l'unique analyterdequel la durée du stockage a eu une
influence significative. Les tableaux 15 et 16 démnt les concentrations des différents
analytes selon le mode et la durée du stockage.

Tableau 15 Concentration (moyenne+SD) des différents analgens le plasma hépariné en fonction de la
durée de conservation du plasma a 20°C

Durée de stockage (h)

Analyte minesinte 6 24 48 168
Glucose (mmol/L) 5.0+0.4 5.0+0.3 5.0+0.3 6.0+0.3 4.9+0.3
Urée (mmol/L) 7.540.7 7.5+0.7 7.40.7 7.4+0.8 7.4+0.8
Créatinine (umol/L) 112420 114421 114421 113421 113420
Sodium (mmol/L) 155+1 15541 154+1 154+1 153+1
Potassium (mmol/L) 3.8+0.2 3.7+0.2 3.7+0.2 3.7+0.2 3.7£0.2
Chlore (mmol/L) 126+1 125+1 126+2 126+1 127+2
CO, (mmol/L) 1742 17+1 17+1 16+1 16+1
Calcium (mmol/L) 2.44+0.05 2.47+0.04 2.4840.04 2.48+0.04 2.48+0.03
Phosphate (mmol/L)  1.17+0.17 1.17+0.17 1.18+0.17 1.2040.17 1.37+0.16
Protéines (g/L) 69+3 694 69+3 70+3 69+4
Albumine (g/L) 32.6+0.9 32.5+1.1 32.4+1.1 32.6+1.0 32.5+1.1
ALAT (U/L) 48 +12 56+15 58+14 59+13 59+12
PAL (U/L) 2916 2815 2815 2815 2715

Les valeurs surlignées sont celles présentant une différence significative avec la valeur de référence obtenue lors de I'analyse
immédiate du spécimen plasma hépariné

Tableau 16 Concentration (moyenne+SD) des différents analgans le plasma hépariné en fonction de la
durée de conservation du plasma a 4°C

Durée de stockage (h)

Analyte R el 6 24 48 168
Glucose (mmol/L) 5.0+0.4 5.0+1.4 5.0+0.3 5.0£0.3 5.0+0.4
Urée (mmol/L) 7.5£0.7 7.4+0.8 7.4+0.7 7.4£0.7 7.4+0.8
Créatinine (umol/L) 112+20 114420 114420 114421 112+20
Sodium (mmol/L) 155+1 155+1 155+1 155+1 153+1
Potassium (mmol/L) 3.8+0.2 3.8+0.1 3.8+0.2 3.84£0.2 3.7+£0.2
Chlore (mmol/L) 126+1 125+2 126+2 125.50+1 12612
CO, (mmol/L) 17+2 1812 18+1 18+1 18+1
Calcium (mmol/L) 2.44+0.05 2.46+0.04 2.46+0.04 2.46+0.03 2.44+0.03
Phosphate (mmol/L) 1.17+0.17 1.16+0.18 1.17+0.17 1.17+0.17 1.18+0.16
Protéines (g/L) 69+3 6914 6913 69+3 6815
Albumine (g/L) 32.6+0.9 32.2+1.0 32.1+1.1 31.9+1.0 31.7+1.1
ALAT (U/L) 48 +12 50+12 50+12 51+13 53113
PAL (U/L) 2916 2845 2845 2815 2845

Les valeurs surlignées sont celles présentant une différence significative avec la valeur de référence obtenue lors de I'analyse

immédiate du spécimen de plasma hépariné
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Pour étudier l'effet de la durée de stockage dugstral a température ambiante, la
différence des concentrations des variables dandaema hépariné apres 6 heures, 24
heures, 48 heures et 7 jours de conservation dutetal a température ambiante avec celles
obtenues lors de l'analyse immeédiate a été calcptde les analytes significativement

influencés par la durée de stockage. Ces difféeesart décrites dans le tableau 17.

Tableau 17 Analyse de la différence entre les concentraidans le plasma hépariné aprées 6, 24, 48 ou 168
heures de stockage du sang total a températureantet lors de I'analyse immédiate pour les vaeab
influencées par la durée de conservation du satej éotempérature ambiante.

Glucose Sodium Potassium Chlore CO; Phosphate Albumine
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (g/L)
6h -1.0 -1 -0.1 -1 -1.5 0.03 0.5
eures , . : : : . .
(-1.4:-0.6) (1:1) (-02:01) (-2:1) (2:0)  (0.01;0.06) (-0.1;0.9)
-3.7 1.5 0.0 -1 -2 0.11 2.2
24 heures . . . . . . .
Différence médiane (-4.9;-2.7) 0;3) (0.1;03) (-3;0) (-4;0) (0.03;0.14) 0.7;22)
(min ; max) -4.4 1 0.3 -2 -3 0.26 1.8
48 heures . . . . . . .
(-5.0 ; -3.5) (1:3)  (03:06) (2:-2) (4:-2) (0.22:0.32) (0.7:2.6)
168 heures -4.3 -1 0.6 -3 -1 0.89 2.4
(-5.0 : -3.9) (1:1)  (06:09  (4:-2) (2:0)  (0.82;1.16) (1.7:3.6)
IR 4.1-8.2 153-161 3.3-4.2 120-127 15-21 1.1-2.1 27-39
Pourcentage de 6 heures -20.2 0.2 -2.0 0.3 -6.5 25 1.4
variation de la 24 heures 746 15 2.3 1.0 1108 8.2 41
valeur moyenne par
rapportalavaleur g0 e -87.7 1.2 9.6 16 -15.8 22.2 5.2
de moyenne de
reférence (%) 168 heures -88.8 0.3 185 25 46 84.2 8.3
Variabilité 0.03 1.49 0.08 2.0 0.73 0.01 0.86
analytique

Les valeurs surlignées sont celles pour lesquelles la médiane des différences est supérieure a la variabilité analytique
IR= intervalle de référence

La différence entre les concentrations de chloresaf, 24, 48 et 168 heures de stockage et
la valeur de référence n’est apparue comme anagmgnt significative qu’a partir de 7
jours de stockage.

La concentration plasmatique de potassium a présdets variations analytiquement
significatives dés 48 heures de stockage.

Les concentrations de sodium, de phosphate etultatie ont été modifiees de maniere
analytiquement significative a partir de 24 heuwtesstockage du sang total & température
ambiante.

Enfin, le glucose, et le CQont présenté des variations analytiquement saatifies par
rapport a la valeur de référence des 6 heuresodkegje.

Les pourcentages de variation de la concentratiopenme des différents analytes dans le
plasma hépariné apres 6, 24, 48 et 7 jours de agecttu sang total a température ambiante
par rapport au spécimen de référence sont inskits le tableau 17.
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Lors du stockage de sang total a température aiebidan concentration d’albumine a
augmenté significativement dés 24 heures de steckag0.001), mais aprés 7 jours de
stockage (p<0.001) cette augmentation n’a atteiat®)3 % de la valeur de référence.

Dans les mémes conditions, la concentration deusodi significativement augmenté dés 24
heures de stockage, mais cette augmentation n'dgpassé 1.5 % de la valeur de référence.

La concentration de glucose a été significativentemtinuée de 20.2 % des 6 heures de
stockage (p<0.001). Cette concentration a contidaédiminuer jusqu'a atteindre 0.5
mmol/L apres 7 jours de stockage (p<0.001) soitdimenution de 88.8 % (Figure 11).
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Figure 11: Evolution de la concentration moyenne de gluaséonction de la durée du stockage dans les
différents spécimens
Par ailleurs, lors de ce mode de stockage, la corat®n de potassium a également été
modifiée. Elle a significativement augmenté (p<@)0@e 9.6 % par rapport a la valeur de
référence apres 48 heures de stockage, puis dé/d8gsés 7 jours de stockage (Figure 12)
(Tableau 17).
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Figure 12 Evolution de la concentration moyenne de potassim fonction de la durée du stockage dans les
différents spécimens

La concentration de CQquant a elle, a été modifiee de maniere aléatgite a d’abord
diminué de 6.5 % (p=0.014) a partir de la valeuenbe au moment du prélevement jusqu’a
6 heures de stockage, puis cette diminution anati&i.8 % de la valeur de référence a partir
de 48 heures de stockage (p<0.001) (Figure 13)lé@all?7). Aprés 7 jours de stockage du
sang total a 20°C, la concentration plasmatiqu€@ga significativement réaugmenté et la
valeur apres 7 jours de stockage n’est plus iniézigue de 4.6 % par rapport a la valeur de
référence (p<0.001).

Le CG; est donc instable dans le spécimen de sang totakové a 20°C.

22

—— Sang total 20°C

- —&— Sang total 4°C
g —aA— Plasma hépariné 20°C
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Figure 13 Evolution de la concentration moyenne de,@® fonction de la durée du stockage dans lesreliffé
spécimens
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De méme, la concentration de phosphate a signifesaent augmenté de 8.2 % par rapport
a la valeur de référence dés 24 heures de stoakageng total a 20°C (p<0.001). Sa
concentration dans le plasma hépariné a continaggdienter jusqu’a 7 jours de stockage
(p<0.001) (Figure 14) (Tableau 18).
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Figure 14 Evolution de la concentration moyenne de phosplkeatfonction de la durée du stockage dans les
différents spécimens
Enfin, la concentration de chlore a été affectéa significativement diminué de 1.0 % par
rapport a la valeur de référence entre 6 et 24esede stockage (p=0.001). Entre 48 heures
et 7 jours de stockage du sang total a 20°C, dattenution a atteint 2.5 % de la valeur de

référence.

La conservation d'un spécimen de sang sous formsadg total a température ambiante
(20°C) entraine donc des modifications de nombemedytes : le glucose, le potassium, le
chlore, le CQ, et le phosphate. Les concentrations de glucode &Q sont modifiées des

6 heures de stockage, celles de sodium et d’allursamt modifiées des 24 heures de
stockage et celles de potassium, de chlore et dgpplate des 48 heures de stockage.

Pour étudier l'effet de la durée de stockage dugstmial a 4°C, la différence des
concentrations plasmatiques des variables apresi@$, 24 heures, 48 heures et 7 jours de
conservation du sang total a 4°C avec celles obtehars de I'analyse immédiate a été
calculée pour les analytes significativement inflces par la durée de réfrigération du sang

total. Ces différences sont décrites dans le tabl&a
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Tableau 18 Analyse de la différence entre les concentraidans le plasma hépariné aprées 6, 24, 48 ou 168
heures de stockage du sang total a 4°C et lorsaghallyse immédiate pour les variables influencéamsla
durée de conservation du sang total a 4°C

Glucose Potassium
(mmol/L) (mmol/L
-0.1 0.3
Gheures  (92:01)  (0.1;0.4)
-0.5 0.6
Différence médiane 23 MeUeS (58 0.3) (05:0.7)
(min ; max) 08 06
48 heures (-1.4 : -0.6) (0.5 0.9)
-2.4 0.8
le8heures  (40:19)  (06:1.0)
IR 4.1-8.2 3.3-4.2
Pourcentage de 6 heures -1.7 8.0
variation de la
valeur moyenne 24 heures -9.4 15.3
parrapportala - 4g peyres 17.5 17.3
valeur de moyenne
de référence (%) 168 heures -52.0 21.1
Variabilité
analytique 0.03 0.08

Les valeurs surlignées sont celles pour lesquelles la médiane des différences
est supérieure a la variabilité analytique
IR= intervalle de référence

Les médianes des différences entre les valeurs &pr&4, 48 ou 168 heures de stockage et
les valeurs obtenues lors de l'analyse immédiate é@ supérieures a la variabilité
analytique des 6 heures de stockage pour le potassi des 24 heures de stockage pour le
glucose. Les pourcentages de variation de la coratErm moyenne de glucose et de
potassium dans le plasma hépariné aprés 6, 24, 4pers de stockage du sang total a 4°C
par rapport au specimen de référence sont inskits le tableau 18.

Lors du stockage du sang total a 4°C, la diminutienla concentration de glucose a été
ralentie par rapport a celle observée dans le saablaissé a température ambiante. Apres
24 heures de stockage, une diminution significatde 9.4 % (p=0.001) de cette
concentration a été observée. A partir de 48 hadgestockage (p<0.001) cette diminution a
atteint 17.5 % de la valeur de référence (p<0.pdd9 52.0 % a partir de 7 jours de stockage
(Figure 11) (Tableau 18).

La concentration plasmatique de potassium a, &kesignificativement augmentée de 8.0 %
des 6 heures de stockage a 4°C du sang total (@K0(TDableau 18). L’augmentation de la
concentration de potassium a continué lorsque téeddu stockage a augmenté et a atteint
21.1 % de la valeur de référence entre 48 heurgégoeirs de stockage (Figure 12).

Lorsque le sang total a été réfrigére, le nombemalytes biochimiques influencés par la
durée du stockage a été moins important. Seuldesentrations de potassium et de
glucose ont été modifiés dans ces conditions réispatent entre le moment de collecte du
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sang et 6 heures de stockage pour le potassium et entre 6 et 24 heures de stockage pour le
glucose.

Pour étudier I’effet de la durée de stockage du plasma hépariné a température ambiante, la
différence des concentrations des variables dans le plasma hépariné aprés 6 heures, 24
heures, 48 heures et 7 jours de conservation du plasma a température ambiante avec celles
obtenues lors de I’analyse immédiate a été calculée pour les analytes significativement
influencés par la durée de stockage. Ces différences sont décrites dans le tableau 19.

Tableau 19 : Analyse de la différence entre les concentrations dans le plasma hépariné aprés 6, 24, 48 ou 168
heures de stockage du plasma a température ambiante et lors de I’analyse immédiate pour les variables
influencées par la durée de conservation du plasma a température ambiante.

Sodium
(mmol/L)
6 heures -1 (-1;1)
Différence médiane 24 heures -2(-2;0)
(min ; max) 48 heures -2(-3;0)
168 heures -2 (-4;-1)
IR 153-161
Pourcentage de 6 heures 0.3
variation de la
valeur moyenne 24 heures 0.4
par rapport a la 48 heures 0.4
valeur de moyenne
de référence (%) 168 heures -0.8
Varlab_lllte 1.49
analytique

Les valeurs surlignées sont celles pour lesquelles la médiane
des différences est supérieure a la variabilité analytique
IR= intervalle de référence

Les medianes des différences ont eté supeérieures a la variabilité analytique des 24 heures de
stockage du plasma hépariné a température ambiante. Les concentrations de sodium dans le
plasma hepariné aprés 24, 48 ou 168 heures de stockage de ce plasma a température
ambiante sont donc analytiquement différentes de celles obtenues dans le plasma hépariné
lors d’une analyse immédiate. Les pourcentages de variation de la concentration moyenne de
sodium dans le plasma hépariné aprés 6, 24, 48 et 7 jours de stockage du plasma a
température ambiante par rapport au spécimen de réference sont indiques dans le tableau 19.

Pour etudier I’effet de la durée de stockage du plasma hépariné a 4°C, la différence des
concentrations des variables dans le plasma hépariné aprés 6 heures, 24 heures, 48 heures et
7 jours de réfrigeration du plasma hépariné avec celles obtenues lors de I’analyse immédiate
a été calculée pour les analytes significativement influencés par la durée de stockage. Ces
différences sont décrites dans le tableau 20.
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Tableau 20 Analyse de la différence entre les concentraidans le plasma hépariné aprés 6, 24, 48 ou 168
heures de stockage du plasma a 4°C et lors de lygeammeédiate pour les variables influencées paturée
de conservation du plasma a 4°C

Sodium
(mmol/L)
6 heures 0(1;1)
Différence médiane 24 heures -1(-2;1)
(min ; max) 48 heures 0(-3;1)
168 heures -2 (-5;0)
IR 153-161
Pourcentage de 6 heures 0.5
variation de la valeur
moyenne par rapport 24 heures 0.2
ala valeur de 48 heures 0.4
moyenne de
référence (%) 168 heures -0.7
Variabilité
analytique 1.49

Les valeurs surlignées sont celles pour lesquelles la médiane
des différences est supérieure a la variabilité analytique
IR= intervalle de référence

La médiane des différences de la concentrationode&us est supérieure a la variabilité
analytique a partir de 7 jours de stockage du aképariné a 4°C. Les pourcentages de
variation de la concentration moyenne de sodiuns daplasma hépariné apres 6, 24, 48 et
7 jours de stockage du plasma a 4°C par rappospécimen de référence sont inscrits dans
le tableau 20.

Lorsque le plasma a été stocké a 20°C, la condmmtrde sodium a significativement
diminué de 0.4 % des 24 heures de stockage (p=90.06dsque le plasma hépariné a été
stocké a 4°C, les mémes modifications se sont fiegjunais seulement entre 48 heures et
7 jours de stockage.

2.2.4. Etude 4 : Effet du moment de prélévement et dwsrepa

Lors de chaque session, pour I'ensemble des clestsprélevements sanguins ont été

effectués sur une durée allant de 7 a 31 minutes.

Le chat Q maintenu a jeun était agité et a né&asi contention forte lors du prélevement

effectué a 16 heures. Les concentrations plasnestigies variables biochimiques sur ce

prélevement étaient éloignées de celles obtenwsslel autres chats a jeun a 16 heures ou
chez ce méme chat lors des autres prélévements,7pdes 15 variables étudiées. Les

concentrations de glucose, de phosphate, de pesté&h d’albumine étaient augmentées

tandis que celles de créatinine, de cholestéraleeCQ étaient diminuées. Ceci nous a

conduit a exclure de I'analyse le prélevement ¢fi@@ 16 heures chez le chat Q a jeun.
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Effet de 'heure de prélevement sur les chats a jeun

Chez les chats a jeun, 9 des 15 variables biochisigplasmatiques ont été
significativement modifiées en fonction de I'hewte prélevement : l'urée (p<0.001), la
créatinine (p<0.001), le sodium (p=0.047), le .C(P=0.013), le calcium (p=0.011), le
cholestérol (p<0.001), les triglycérides (p=0.00&$%, protéines totales (p=0.039) et 'ALAT
(p=0.043).

Leurs concentrations respectives sont décrites léaableau 21.

Tableau 21 Concentration (moyena8D) des différents analytes dans le plasma héparinf@metion du
moment de la journée chez les chats a jeun

Heure de prélevement

Analyte 8 h 10 h 12 h 14 h 16 h 18 h 20 h
Glucose (mmol/L) 4.210.3 4.3+0.3 4.210.4 4.3+0.3 4.2+0.2 4.2+0.3 4.30.4
Urée (mmol/L) 6.820.8 6.920.6 7.3+0.5 7.540.7 7.6+0.5 7.9+0.8 7.90.9
Créatinine (umol/L) 103217 11320 122422 123424 119421 124426 124427
Sodium (mmol/L) 15341 153+2 154+2 15322 15441 15442 15542
Potassium (mmol/L)  3.720.3 3.620.3 3.620.3 3.840.2 3.5+0.2 3.520.3 3.5:0.4
Chlore (mmol/L) 12241 12241 12341 12241 123+1.0 122 +1 12241
CO, (mmol/L) 1742 1642 171 171 18+1 17.50+1 171
Calcium (mmol/L) ~ 2.37+0.06  2.39:0.07  2.40:0.08 2.390.07 2.39:0.08  2.430.09 2.42+0.10
Phosphate (mmol/L) ~ 1.23+0.14  1.16+0.09  1.1840.10 1.1920.11 1.20:0.13  1.2320.14 1.24+0.13
Cholestérol (mmol/L) ~ 3.52+0.58  3.43#0.56  3.3520.57 3.48+0.59 3.21#0.55  3.35:0.59 3.3440.61
Triglycérides (mmol/L)  0.30£0.05 ~ 0.30£0.03  0.27+0.04 0.3240.05 0.25#0.02  0.27+0.03 0.26+0.04
Protéines (g/L) 63£2 6143 614 63+2 60+3 62+4 6245
Albumine (g/L) 208415  29.242.0 20.242.2 30.5¢1.5 28.8+15 30.142.3 29.942.9
ALAT (U/L) 64+18 63+16 65£15 66217 69+11 67+13 67+11
PAL (U/L) 2416 2615 25+3 2524 263 2614 2615

Les valeurs surlignées sont celles présentant une différence significative avec la valeur de référence obtenue a 8h

Pour étudier 'effet de I'heure de prélevementliléérence entre la valeur la plus élevée au
cours de la journée et la valeur la plus bassecac&tulée pour chaque chat, pour les
analytes significativement influencés par I'heueepdélevement. Cette différence représente
'amplitude maximale des variations circadiennesb(€au 22).
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Tableau 22 Analyse de la différence entre les concentraioraximales et les concentrations minimales dans
le plasma hépariné entre 8 heures et 20 heureslekazhats a jeun pour les variables influencéed’haure
de prélévement.

Pourcentage de

Médiane de L
. . variation de la valeur
I'amplitude
. moyenne entre la o
maximale au Variabilité
Analyte IR moyenne la plus basse -
cours de la analytique
. A S et la moyenne la plus
journée (min ; Slevé del
max) elevee au cours de la
journée (%)
Urée (mmol/L) 1.3(0.5;1.7) 6.6-11.3 16.4 0.19
Créatinine (umol/L) 26 (12 ; 52) 89-207 20.5 2.85
Sodium (mmol/L) 4(1;6) 153-161 1.2 1.48
CO; (mmol/L) 2(1;6) 15-21 9.8 0.69
Calcium (mmol/L) 0.1 (0.07 ;0.3) 2.4-29 2.6 0.04
Cholestérol (mmol/L) 0.32 (0.15; 0.62) 2.0-7.9 9.6 0.07
Triglycérides (mmol/L) 0.09 (0.07 ; 0.15) 0.2-1.8 26.6 0.00
Protéines (g/L) 6 (3; 10) 65-85 4.7 0.50
ALAT (U/L) 8 (6;18) 34-123 10.6 2.16
Les valeurs surlignées sont celles pour lesquelles la médiane de I'amplitude est supérieure a la variabilité
analytique

IR= intervalle de référence

Les médianes des amplitudes de variation ont toétéssupérieures a la variabilité
analytique. Les variations observées, pour cesywmsabiochimiques, lors de I'amplitude
maximale des variations circadiennes, sont donclyBaaement significatives. Les
pourcentages de variation entre la valeur minindds moyennes a chaque heure de
prélevement et la valeur maximale sont inscritssdariableau 22.

L’amplitude maximale de variation de la concentnatimoyenne d’'urée sur la période
étudiée a été de 1.1 mmol/L soit une variation@ld %.

L’écart maximum entre les moyennes des concentiatie CQ au cours de la journée chez
les chats a jeun a été de 1.6 mmol/L ce qui reptésme variation de 9.8 %.

Enfin, 'amplitude maximale de variation de la centration moyenne de créatinine au
cours de la journée a été de 21 umol/L soit un@tran de 20.5 %.

Les courbes obtenues chez les chats a jeun noueent de décrire le profil des variations
des ces analytes :

- La concentration d’urée était la plus basse au8ds/10 heures. Elle a augmenté a partir de
12 heures et a continué d’augmenter de maniéregssige tout au long de la journée
(Figure 15).
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Figure 15: Evolution de la concentration moyenne d’'urédanction du moment de la journée chez 8 chatsi jeu

-La concentration de G atteint un minimum a 10 heures et un maximun® &dures.
Cette concentration est ensuite restée stable 8@tee 20 heures (Figure 16).

P-CO, (mmol/L)

---- 1R

7 T T T 1
8 10 12 14 16 18 20
Heure de préléevement

Figure 16: Evolution de la concentration moyenne de,@® fonction du moment de la journée chez 8 chparma

-La concentration de créatinine était la plus bas$echeures puis elle a augmenté entre 8
heures et 12 heures et est restée stable de 1@shedd heures. Elle a ensuite présenté une
diminution entre 14 heures et 16 heures avant degréenter et de revenir a son niveau
précédent a 18 heures (Figure 17).
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Figure 17: Evolution de la concentration moyenne de créagiren fonction du moment de la journée chez 8schat
aieur

Effet du repas

L’étude a permis d'observer l'effet de la prise meurriture sur les résultats d’analyses
biochimiques.

Sept des quinze variables biochimiques ont étésstatement modifiées par l'interaction
entre le statut, & jeun ou nourri des chats, eturd de prélevement: le glucose (p<0.001),
l'urée (p<0.001), la créatinine (p<0.001), le sadiyp<0.001), le CQ (p<0.001), le
phosphate (p=0.001) et les triglycérides (p<0.001).

Les concentrations plasmatiques des analytes ertidondu moment de prélevement sont
détaillées dans le tableau 23.
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Tableau 23 : Concentration (moyenne+SD) des différents analytes dans le plasma hépariné en fonction du
moment de la journée chez les chats nourrisa 8 h

Heure de prélevement

Analyte 8h 10 h 12 h 14 h 16 h 18 h 20h
Glucose (mmol/L) 4.2+0.1 3.9+0.4 4.1+0.3 4.6+0.6 4.4+0.2 4.5+0.2 4.6+0.4
Urée (mmol/L) 6.7+0.7 8.2+0.6 9.7+0.6 10.2+0.6 10.5+0.7 10.04£0.8 9.8+0.8
Créatinine (umol/L) 101+18 110+16 10716 10115 97+17 95+18 97+18
Sodium (mmol/L) 153+1 157+1 157+2 156+1 156+2 156+1 156+2
Potassium (mmol/L) 3.7+0.2 3.5+0.3 3.9+0.2 3.9+0.3 3.840.3 3.6+0.4 3.7+0.4
Chlore (mmol/L) 122+1 12142 123+2 12242 123+2 123+2 12442
CO, (mmol/L) 16+2 2142 19+2 18+1 17+1 17+2 16+1
Calcium (mmol/L) 2.36+0.07  2.45+0.07 2.40+0.07 2.41+0.05 2.37+0.06 2.39+0.04 2.41+0.02
Phosphate (mmol/L) ~ 1.22+0.05  1.29+0.12 1.32+0.19 1.41+0.19 1.46+0.19 1.47+0.16 1.42+0.12
Cholestérol (mmol/L)  3.53+0.57  3.61+0.63 3.49+0.56 3.57+0.56 3.48+0.57 3.58+0.61 3.52+0.53
Triglycérides (mmol/L)  0.28+0.04  0.59+0.17 0.61+0.19 0.61+0.26 0.62+0.19 0.47+0.11 0.50+0.15
Protéines (g/L) 62+3 64+3 62+3 63+2 62+4 63+3 62+3
Albumine (g/L) 29.6+1.7 30.9+1.7 29.6+2.4 30.7+1.9 29.7+1.9 30.3+1.6 29.9+1.3
ALAT (U/L) 62+17 6318 61+16 61+15 6014 62+14 62+15
PAL (U/L) 2445 28+5 26+6 2445 25+3 26+4 2745

Les valeurs surlignées sont celles présentant une différence significative avec la valeur de référence obtenue a la méme heure chez les chats a restés a
jeun.

Pour étudier I’effet de la prise de nourriture, les différences entre les valeurs 2, 4, 6, 8, 10 et
12 heures apres la prise du repas et celles obtenues a la méme heure chez les chats a jeun ont
été calculées (Tableau 24).
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Tableau 24 Analyse de la différence entre les concentratiolnez les chats nourris et les concentrations chez
les chats laissés a jeun, prélevés a 8 h, 10 i, 12 h, 16 h, 18 h et 20 h pour les variablesuigriicées par
I'interaction entre le statut (a jeun ou nourri) glehats et I'heure de prélévement

Glucose Urée Créatinine Sodium CO; Phosphate  Triglycérides
(mmol/L) (mmol/L) (umol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
8h 0.0 -0.3 -3 -1 -1 -0.02 -0.03
(-0.4;0.3) (-0.4 ;0.4) (-13;7) (-2;2) (-2;2) (-0.2;0.14) (-0.05;0.01)
10 h -0.5 1.4 -2 4 5 0.12 0.30
(-0.6 ; 0.0) (0.7 2) (-12; 13) 1;8) (4;7) (-0.01;0.32) (0.05;0.49)
12 h -0.2 2.3 -15 4 2 0.11 0.38
(-0.5;0.4) (2;3.2) (-29 ;1) -1;7) (-1;5) (-0.05;0.35) (0.11;0.63)
mé%'g?]rgr(‘;?n , 14h 0.26 2.6 -18 3 1 0.21 0.26
max) ’ (-0.3;1.0) (2.4 ;3.4) (-42 ; -7) (-1;5) (0;4) (-0.04;0.32) (-0.04;0.66)
16 h 0.1 2.8 -23 2 0 0.18 0.30
(-3.4;0.7) (2.2 ;3.4) (-60 ; -16) (-4;4) -2;7) (-0.01;0.6) (0.16;0.73)
18 h 0.4 2.2 -25 3 0 0.27 0.23
(0.0; 0.6) 1.4;2.9) (-49 ; -15) (-4;4) (-3;2) (-0.02;0.55) (0.05;0.3)
20 h 0.3 2.0 -29 3 -1 0.16 0.24
(-0.5;1.0) (0.9;2.5) (-48 ; -12) (-2;4) (-3;0) (-0.06 ; 0.5) (0.06 ; 0.52)
IR 4,1-8.2 6.6-11.3 89-207 153-161 15-21 1.1-2.1 0.2-1.8
8h -0.1 -1.3 -1.5 -0.2 -2.3 -1.1 -5.9
Pourcentage 10h -9.6 18.8 2.2 3.0 33.6 11.2 97.1
de \lfaria:ion de 12 h -3.2 324 -12.2 2.0 11.0 11.8 125.9
a valeur
moyenne par 14 h 6.6 37.1 -17.7 1.8 8.9 13.6 90.2
valeur de 18 h 8.4 27.7 -22.9 1.3 1.4 19.7 77.4
référence (%) 20 h 6.5 23.4 -22.1 1.1 51 14.4 91.9
8h 0.03 0.19 2.85 1.48 0.73 0.01 0.01
10 h 0.03 0.19 3.12 1.48 0.69 0.01 0.01
o 12 h 0.03 0.20 3.38 1.49 0.73 0.01 0.00
;’r‘;";&?gﬁ‘z 14 h 0.03 0.21 3.39 1.48 0.73 0.01 0.01
16 h 0.03 0.21 3.28 1.49 0.77 0.01 0.00
18 h 0.03 0.22 3.43 1.49 0.77 0.01 0.00
20 h 0.03 0.22 3.43 1.50 0.73 0.01 0.00

Les valeurs surlignées sont celles pour lesquelles la médiane des différences est supérieure a la variabilité analytique. La valeur de référence
utilisée pour calculer la variabilité analytique a chaque heure de prélévement, pour chaque variable, est la concentration moyenne a jeun.
IR= intervalle de référence

Les différences entre les concentrations d’uréepliesphate et de triglycérides chez les

chats nourris et chez les chats a jeun prélevés rmérmes heures ont toutes été

analytiquement significatives de 8 heures a 20dweur

La concentration de glucose a présenté des madilifisaanalytiquement significatives chez

les chats nourris par rapport aux chats a jeurley@#é aux mémes heures, a 10 heures et a

18 heures.

Les différences entre les concentrations de sodhma les chats nourris et chez les chats a

jeun prélevés aux mémes heures ont été analytiquesignificatives a 10 heures, 12

heures, 14 heures, et 18 heures.
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Les différences entre les concentrations de cii@atichez les chats nourris et chez les chats
a jeun prélevés aux mémes heures ont été analgtentesignificatives de 12 heures a
20 heures.

Les différences entre les concentrations de €@z les chats nourris et chez les chats a jeun
prélevés aux mémes heures ont été analytiquengmficatives a 8 heures, 10 heures, 12
heures, et 14 heures.

Les pourcentages de variation de la concentratiasnmatique moyenne des différents
analytes par rapport aux valeurs moyennes chezhbgs a jeun prélevés aux mémes heures
en fonction du moment de prélevement sont décaits de tableau 24.

La concentration de glucose dans le plasma héparié&, en moyenne, légéerement plus
élevée chez les chats nourris (4.3 mmol/L) que ¢bezhats laissés a jeun (4.2 mmol/L).
L’écart maximal entre les concentrations plasmatsgonoyennes de glucose chez les chats
nourris et chez les chats a jeun prélevés au méomeemt a été cependant seulement de
0.4 mmol/L ce qui semble peu important.

Pour l'urée, les valeurs chez les chats a jeunétiten moyenne, plus basses que celles
mesurées chez les chats ayant recu un repas. L'é@imal entre les concentrations
plasmatiques moyennes d'urée chez les chats nairibez les chats a jeun a un méme
moment de prélevement est apparu 8 heures appesdéade nourriture. Cet écart maximal
s’éleve a 2.9 mmol/L, soit 38.2 % de la valeur nmmea jeun a 16 heures (Figure 18).
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P-Urée (mmol/L)
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- - - = Intervalle de
6 - référence

0 2 4 6 8 10 12
Temps écoulé depuis le repas a 8h00 (heure)

Figure 18 Evolution de la concentration moyenne d'uréeamcfion du temps chez les chats a jeun depuis 12
heures et ceux nourris

En moyenne, la concentration de créatinine a &t @llevée chez les animaux maintenus a
jeun que chez les animaux ayant recu un repag.ésefiats obtenus a un méme moment de
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preléevement différaient au maximum de 28.4 umodhit 29.7 % de la valeur chez les
animaux nourris, 10 heures apres la prise de rnorer{Figure 19).
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Figure 19: Evolution de la concentration moyenne de créaéren fonction du temps chez les chats a jeunislepu
12 heures et ceux nourris

En ce qui concerne le sodium, la concentrationnmddisjue moyenne chez les chats restés a
jeun a été de 154 mmol/L tandis que chez ceux ayagu un repas, elle a été de
156 mmol/L. Lorsque ces concentrations moyennestintcomparées heure par heure, la
différence maximale était de 4.6 mmol/L soit 3.@eésla valeur a jeun. Cet écart maximal a
éte visualisé 2 heures apres la prise de nouriikigeire 20).

162 -

160 -
__ 158 -
—
= —— Animaux a jeun
9 156 -
E
~E— 154 - —— Animaux nourris
3
§ 152 - - - - - Intervalle de
a référence

150 -

148 T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12
Temps écoulé depuis le repas a 8h00 (heure)

Figure 20: Evolution de la concentration moyenne de sodimnfionction du temps chez les chats a jeun depuis
12 heures et ceux nourris
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La concentration plasmatique de £@ été influencée de maniere importante par
l'interaction entre le statut (& jeun ou nourri)letmoment du prélévement. En effet, la
concentration de COa globalement été plus élevée chez les chats imoavec une

concentration moyenne de 18 mmol/L alors qu'elitéte 17 mmol/L chez les animaux a
jeun. La difference maximale entre ces concentrationoyennes obtenues au méme
moment, était de 5.4 mmol/L soit 31.2 % de la vialeoyenne a jeun et elle a été observée

2 heures apres la prise de nourriture (Figure 21).
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Figure 21 Evolution de la concentration moyenne de,@® fonction du temps chez les chats a jeun ddguis
heures et ceux nourris

La concentration plasmatique moyenne de phospltatét plus élevée chez les chats
nourris, 0.53 mmol/L, que chez ceux restés a jel28 mmol/L. Lorsqu’il a été étudié heure
par heure, I'écart entre les concentrations plagimes moyennes de phosphate chez les
chats a jeun et chez les chats nourris a attemhs@au le plus élevé 8 heures apres le repas
et valait 0.26 mmol/L ce qui représente 21.7 %edealeur a jeun a 16 heures (Figure 22).
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Figure 22 Evolution de la concentration moyenne de phospkatfonction du temps chez les chats a jeun
depuis 12 heures et ceux nourris

En moyenne, la concentration plasmatique de tréglges a été plus élevée chez les chats
nourris, 1.37 mmol/L, que chez ceux restés a jeu@1l mmol/L. L'écart entre les
concentrations plasmatiques moyennes de triglyegiitiez les chats a jeun et chez les chats
nourris, étudié heure par heure, a atteint sonanile plus élevé 8 heures apres le repas et
valait 0.37 mmol/L ce qui représente 148 % de lawaa jeun a 16 heures (Figure 23).
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Figure 23 Evolution de la concentration moyenne de trighidg&s en fonction du temps chez les chats a jeun
depuis 12 heures et ceux nourris
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2.2.5. Etude 5 : Effet des cycles congélation/décongéiatio

Les concentrations d’'urée, de créatinine, de soduempotassium, de chlore, de £@e
calcium, de phosphate, et de PAL dans le plasmarim&n’ont pas été significativement
affectées par les cycles de congélation/décongélakn revanche, les concentrations de
glucose (p<0.001), de protéines totales (p<0.06HIpumine (p=0.025) et d’activité de
'ALAT (p<0.001) ont montré des variations signditves. Les concentrations des analytes
dans le plasma hépariné aprés un ou plusieurs(syae congélation/décongélation sont
inscrites dans le tableau 25.

Tableau 25 Concentration (moyenne+SD) des différents analgans le plasma hépariné aprés un nombre
variable de cycles de congélation/décongélation

Cycles de congélation/décongélation

Analyte . Ane}ly§e
immédiate Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3 Cycle 4
Glucose (mmol/L) 4.3+0.3 4.340.3 4.4+0.3 4.5+0.3 4.5+0.3
Urée (mmol/L) 7.1+0.7 7.2+0.7 7.210.7 7.1+0.6 7.0+0.7
Créatinine (umol/L) 106124 104422 106124 106423 106123
Sodium (mmol/L) 158+2 157+2 158+2 15742 15743
Potassium (mmol/L) 3.5+0.2 3.5+0.2 3.6+0.2 3.620.2 3.610.2
Chlore (mmol/L) 124+2 124+2 124+2 124+1 124+1
CO; (mmol/L) 18+1 18+1 17+1 17+1 1741
Calcium (mmol/L) 2.41+0.06 2.43+0.06 2.42+0.08 2.42+0.07 2.43+0.07
Phosphate (mmol/L) 1.28+0.11 1.28+0.11 1.28+0.11 1.27+0.11 1.28+0.11
Protéines (g/L) 6715 6515 6516 6516 6516
Albumine (g/L) 30.7+2.6 30.6+2.7 30.942.9 30.8+3.0 31.243.1
ALAT (U/L) 48+2 52+3 51+2 5043 48+3
PAL (U/L) 2749 2718 2649 2618 2618

Les valeurs surlignées sont celles présentant une différence significative avec la valeur de référence obtenue lors
de I'analyse immédiate du plasma hépariné

Pour étudier l'effet des cycles de congélation/dgétation successifs, la différence entre
les valeurs plasmatiques aprés 1, 2, 3 et 4 cyldesongélation/décongélation et la valeur
lors de I'analyse immédiate a été calculée pouvaeables significativement modifiées par
les cycles de congélation/décongélation dans Enmehépariné (Tableau 26).
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Tableau 26 Analyse de la différence entre les concentratiaprés 1, 2, 3 et 4 cycles de
congélation/décongélation et la valeur de référelace de I'analyse immédiate pour les variablesuahcées
par les cycles de congélation/décongélation danddema hépariné.

Glucose Protéines Albumine
(mmol/L) (/L) (/L) ALAT (UIL)
0.01 -2 0.0 .
Cyclel  (003:004) (2;00 (04;02 20
0.01 -2 0.4
Cycle 2 4(2:6
Différence médiane 4 (-0.03;0.12) (-2; 0) (-0.8;0.7) (2:6)
(min ; max) 0.2 2 03 .
Cycle 3 (0.1;0.4) (-3:0) (-1:0.7) 2(156)
0.2 -2 0.7 .
Cycle 4 (0.1:0.3) (3:0) (05:11 (134
IR 4.1-8.2 65-85 27-39 34-123
Pourcentage de Cycle 1 0.2 -1.9 -0.2 9.1
variation de la valeur\ Cycle 2 0.7 1.9 0.8 77
moyenne par rapport a
la valeur moyenne de Cycle 3 4.7 2.2 0.4 4.2
référence (%) Cycle 4 4.6 -2.6 16 1.1
Variabilité
analytiue 0.03 0.55 0.81 1.66

Les valeurs surlignées sont celles pour lesquelles la médiane des différences est supérieure a la variabilité
analytique
IR= intervalle de référence

La concentration dalbumine n'a présenté que desiatkans non analytiguement
significatives par rapport au spécimen de référence

La différence entre les concentrations de glucgsesal, 2, 3 ou 4 cycles de congélation/
décongélation et la valeur de référence est appammne analytiquement significative des
le troisieme cycle.

La différence entre les concentrations de protéapess 1, 2, 3 ou 4 cycles de congélation/
décongélation et la valeur de référence est appammene analytiquement significative des
le premier cycle.

L’activité de 'ALAT a présenté des variations aytemjuement significatives par rapport a la
valeur de référence apres 1, 2 ou 3 cycles de tatim@décongélation. Lors du quatrieme
cycle, cette variation n’était plus analytiquemsignificative.

Les pourcentages de variation de la concentratiopenme des différents analytes dans le
plasma hépariné par rapport au spécimen de réEmmdonction du nombre de cycles de
congélation/décongélation sont décrits dans letabP6.

Dans le sérum, le glucose, la créatinine, le patagsle chlore, le CQ et les protéines
totales n'ont pas été statistiquement modifiesl@arcycles congélation/décongélation. Les
concentrations d’'urée (p=0.040), de sodium (p=0,0d€ calcium (p=0.004), de phosphate
(p=0.0048), d’albumine (p=0.014), d’activité d’ALA{p<0.001) et de PAL (p=0.0042) ont
été significativement modifiées. Les concentratiales variables biochimiques dans le
sérum apres plusieurs cycles de congélation/détatigésont inscrites dans le tableau 27.
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Tableau 27 Concentration (moyenne+SD) des différents analg@ns le sérum aprés un nombre variable de

cycles de congélation/décongélation

Cycles de congélation/décongélation

Analyte . Ana’tly_se
immédiate Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3 Cycle 4
Glucose (mmol/L) 4.2+0.3 4.2+0.4 4.1+0.3 4.340.3 4.3+0.3
Urée (mmol/L) 7.2+0.6 7.1+0.6 7.1+0.7 7.2+0.7 7.1+0.7
Créatinine (umol/L) 106+23 105423 107424 106423 106423
Sodium (mmol/L) 158+2 158+2 15642 158+2 158+2
Potassium (mmol/L) 4.1+0.3 4.1+0.3 4.01£0.3 4.0£0.3 4.0+0.3
Chlore (mmol/L) 12442 124+1 124+2 12442 12442
CO; (mmol/L) 18+1 18+1 1741 18+1 18+1
Calcium (mmol/L) 2.43+0.08 2.45+0.08 2.46+0.09 2.42+0.08 2.44+0.09
Phosphate (mmol/L) 1.3540.11 1.35+0.11 1.36+0.11 1.35+0.11 1.36+0.11
Protéines (g/L) 6615 6515 6615 6615 6515
Albumine (g/L) 31.743.2 31.543.3 31.2+3.0 31.0+2.9 31.2+3.1
ALAT (U/L) 5642 5843 5843 5542 5442
PAL (U/L) 2848 2849 2749 2849 28+8

Les valeurs surlignées sont celles présentant une différence significative avec la valeur de référence obtenue
lors de I'analyse immédiate du sérum.

Pour étudier 'effet des cycles de congélation/déétation successifs, la différence entre
les concentrations plasmatiques apres 1, 2, 3cgtlkés de congélation/décongélation et la
concentration lors de I'analyse immédiate a étéutéé pour ces variables significativement
modifiées par les cycles de congélation/décongélatans le serum (Tableau 28).
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Tableau 28 : Analyse de la différence entre les concentrations aprés 1, 2, 3 et 4 cycles de
congélation/décongélation et la valeur de référence lors de I’analyse immédiate pour les variables influencées
par les cycles de congélation/décongélation dans le sérum.

Urée Sodium Calcium Phosphate Albumine ALAT PAL

(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (g/L) (U/L) (U/L)
Cycle 1 -0.1 0 0.02 0.01 -0.2 3 0
(-0.2;0.1) (-2;1) (0.01;0.03) (-0.01;0.02) (-0.7;0.1) (0;4) (3;-2)
. -2 . -1
o Cvele 2 0.1 0.035 0.02 0.5 3
Différence &Y (02;00) (3:0) (-001;005 (0.01;0.03) (-12;0) (0;3) (4;0)
médiane (min ;
max) Cycle 3 -0.1 0 -0.015 0.01 -0.7 0 0
(0.2;00) (-1;0) (-0.02;0.02) (-0.01;0.03) (-1.6;0.1) (-3;1) (2;0)
Cycle 4 -0.1 -1 0.005 0.01 -0.3 -2 0
(-0.3;0.0) (1;1) (-0.02;0.05) (0;0.04) (1.4;0 (3;1 (1;1)
IR 41-82  153-161 2.4-2.9 1.1-2.1 27-39  34-123 32-147
Pourcentage de  cycle 1 1.2 0.2 0.8 0.6 -0.6 4.5 -0.6
variation de la
valeur moyenne  Cycle 2 -1.4 -1.1 1.2 1.4 -15 3.6 -5.9
par rapportala  cycle 3 -0.9 0.1 0.3 0.5 2.2 -0.9 -1.8
valeur moyenne
de référence (%)  Cycle4 -1.6 -0.2 0.5 11 -1.5 -3.6 0.0
Variabilité
; 0.20 1.53 0.04 0.01 0.83 1.94 1.20
analytique

Les valeurs surlignées sont celles pour lesquelles la médiane des différences est supérieure a la variabilité analytique
IR= intervalle de référence

Les concentrations d’urée, de calcium, d’albumine et d’activité de PAL n’ont présenté que
des variations non analytiquement significatives par rapport au spécimen de référence.

La différence entre les concentrations d’activité de I’ALAT aprés 1, 2, 3 ou 4 cycles de
congélation/ décongélation et la valeur de référence est apparue comme analytiqguement
significative des le premier cycle. Cependant cette différence n’est plus supérieure a la
variabilité analytique aprés 3 cycles de congélation/décongélation.

Le sodium et le phosphate n’ont montré des variations analytiquement significatives qu’a
partir du second cycle de congélation/décongélation.

Les pourcentages de variation de la concentration moyenne des différents analytes dans le
sérum par rapport au spécimen de référence en fonction du nombre de cycles de
congélation/décongélation sont décrits dans le tableau 28.

2.2.6. Etude 6 : Effet d’une hémolyse d’importance variable

Cette manipulation avait pour but d’étudier I’effet de 1’hémolyse, plus ou moins marquée,
sur le dosage d’analytes biochimiques plasmatiques.

La difficulté représentée par cette manipulation était le fait que le cycle de
congélation/décongélation du tube de sang total a engendré des concentrations
d’hémoglobine libre inférieures a celles théoriques. D’autre part, la concentration
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d’hémoglobine libre plasmatique dans le plasma Igseoa été difféerente chez chacun des
chats et par la suite, les mélanges effectués anteex aussi, une concentration
d’hémoglobine libre différente d’'un chat a l'autre.

Les concentrations plasmatiques d’hémoglobine néesudans chaque aliquot sont décrites
dans le tableau 29.

Tableau 29 Concentration plasmatique d‘hémoglobine libren{ol/L) de chacun des aliquots

Pourcentage de plasma hémolysé (%)

CHAT
0 2 5 9 16 29 100

A 0 0 0.0621 0.1242 0.1863 0.3105 0.9936
C 0 0.0621 0.0621 0.0621 0.1863 0.2484 0.9936
D 0 0.0621 0.1863 0.3105 0.8073 1.5525 3.3534
F 0 0.1242 0.1863 0.3105 0.5589 0.9936 3.105
G 0 0.1242 0.1863 0.3105 0.621 1.1799 3.5397
P 0.0621 0.1863 0.3105 0.621 1.0557 Non dosé 6.3963

Le spécimen de référence pour un chat (P) étagtrédgent hémolysé. Le spécimen avec
29 % de plasma hémolysé n’'a pas été dosé, parrepeur ce méme chat. Le spécimen
contenant 2 % de plasma hémolysé pour le chat Apaa été inclus dans l'analyse
statistique car le dosage n’a pas permis de détd¢ttémoglobine libre plasmatique. Enfin,
les résultats des analyses des spécimens aved 9 % ee plasma hémolysé pour le chat C
ont également été 6tés de I'analyse car leur caratém d’hémoglobine libre était similaire
a celle dans le spécimen contenant 2 % de plasmalyse.

Les concentrations d’hémoglobine libre dans legualis ont présenté une forte variation

inter-individuelle. Les valeurs obtenues pour |lsalge de chacun des analytes en fonction
de la concentration d’hémoglobine n'ont pas pu éomparées d’'un animal a l'autre, en

I'état.

raz P . XHb
Pour chaque chat, les valeurs ont donc été transfs par la formule suivante= log%

avec Xy, la concentration de l'analyte dans l'aliquot @rant un pourcentage donné de
plasma hémolysé et X la concentration de I'analyte obtenue dans lecisp@n non
hémolysé.

Le modéle linéaire suivant a ensuite eté appligeésadonnées transformées;; ¥ g +a
hémoglobing + chat + ¢ ; avec ¥ la valeur observée pour le chatj (j =1 & 8) daeit™
concentration d’hémoglobine, p la moyenne géenéeateprésentant 'augmentation de; Y
obtenue lorsque la concentration d’hémoglobinemptagjue augmente de 1 mmol/L, ghat
représentant I'effet du chag; représente I'erreur du modéle.

Puis, l'effet attendu d’'une concentration ‘croissatdtiémoglobine 'dans-le plasma sur les
concentrations d'analytes biochimiques a été mséédle la fagcon suivante : pour chacune
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des variables, le coefficient o dérivé du modéle précédent a été appliqué a des concentrations
plasmatiques en hémoglobine libre croissantes, sur un intervalle équivalent a celui observé

dans la manipulation (i.e. 0-1.6 mmol/L), avec un pas de 0.2 mmol/L. Une valeur estimée
Y = logXX—HOb a alors été obtenue pour chacune des variables, chaque chat, et chacune des

concentrations d’hémoglobine fixée.

Enfin, pour chaque concentration théorique d’hémoglobine, la variation de la concentration
de chaque analyte plasmatique a été exprimée comme un pourcentage de la valeur de
référence en utilisant la transformation mathématique suivante : Z = exp Y’-1 avec Z le
pourcentage de variation de la concentration de I’analyte par rapport a la valeur de référence
et Y’ la valeur estimée de la concentration déterminée précédemment. Ce sont ces valeurs Z
qui ont été analysées par la suite.

Les pourcentages de variation théoriques par rapport au spécimen de référence obtenus pour
les différents analytes, en fonction de la concentration d’hémoglobine libre ont été convertis

en unité biochimique. Ces variations sont présentées dans le tableau 30.
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Le sodium, le chlore et le calcium ont été affegt@sI’hémolyse de maniére négligeable et
ont trés légerement diminué. Les autres analytepréisenté des variations par rapport a la
valeur de référence qui ont une importance clinfgilde, modérée, ou haute. Ces variations
sont présentées dans le tableau 31. Elles ont mdé/sgées uniqguement de maniére

gualitative.
Tableau 31 Biais lié a 'hémolyse sur le dosage des analygmchimiques
Concentration Pourcentage
plasmatique Médiane des écarts de &
d’hémoglobine entre les , .
. . . . I'amplitude
Variation avec minimale concentrations )
Analyte ) A Importance " I de I'IR
"y 'augmentation L entrainant un dans les spécimens IR . .
(unité) T clinique ! , représenté
de I’hémolyse changement hémolysés et dans arla
d’intérét les spécimens de , p
. fex médiane des
clinique référence écarts (%)
(mmol/L) ?
Sodium -
(mmol/L) N2 négligeable 1.6 -2 153-161 25.0
Chlore s
(mmol/L) N négligeable 1.6 -2 120-127 28.6
Calcium L
(mmol/L) N négligeable 1.6 -0.21 2.4-2.9 40.0
Glucose A faible 16 1.1 4.1-8.2 26.8
(mmol/L)
Uree 0 faible 16 0.7 6.6-11.3 14.9
(mmol/L)
€02 (mmol/L) 3 faible 1.2 2 15-21 33.3
Créatinine ¢ modérée 1.4 28 89-207 23.7
(nmol/L)
Phosphate -
(mmol/L) ™ modérée 1.4 0.37 1.1-2.1 40.0
ALAT (U/L) T modérée 1.4 41 34-123 46.1
Potassium N modérée 1.0 0.4 3.34.2 44.4
(mmol/L)
PAL (U/L) Ng haute 0.8 -20 32-147 17.4
Proteines A haute 0.4 12 65-85 60.0
(s/L)
Albumine » haute 0.4 7.2 27-39 58.3
(s/L)
Aucune modification n'a été visualisée jusqu'a ceegla concentration plasmatique

d’hémoglobine ait atteint 0.4 mmol/L. Les concetitras plasmatiques de protéines totales
et d’albumine ont ensuite été les plus affectéed’lp@molyse. Elles ont été augmentées par
une hémolyse encore faible. La concentration plagoe moyenne d’activité de la PAL a
diminué de 20 U/L lorsque la concentration d’hémbgie a atteint une valeur de
0.8 mmol/L. L’ALAT est une enzyme moins affectéie en’a présenté qu’une variation
modérée de 41 U/L, soit 46.1 % de I'IR lorsquedaaentration plasmatique d’hémoglobine
a atteint 1.4 mmol/L.

Parmi les ions analysés, la kaliémie est la vagiddlplus influencée par 'hémolyse. Sa
concentration a augmenté de 0.4 mmol/L quand laertnation plasmatique d’hémoglobine
a atteint 1.0 mmol/L. La phosphatémie a subi ungmeantation similaire pour une
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concentration d’hémoglobine de 1.4 mmol/L. Les emi@tions plasmatiques des autres
ions, sodium, chlore, calcium, ont été peu modifigar la présence d’hémolyse.

Enfin la concentration plasmatique de créatinindiminué de maniere modérée, de 28
pmol/L soit 23.7 % de I'IR lorsque la concentratiihémoglobine a atteint 1.4 mmol/L.

2.3.Discussion

L’étude présente a donc permis de mettre en évedeinfluence de différents facteurs preé-
analytiques sur les principales variables biochiragy

Une difficulté conséquente dans l'interprétatiors désultats de ce travail consiste dans le
choix d’un critere objectif afin de déterminer sieudifférence statistiquement significative
est cliniquement importante.

L'utilisation des différences critiques prenant @mpte les variabilités analytique, inter-
individuelle et intra-individuelle a été proposénd ce but chez le chien (Jensen et Aaes,
1993). Mais, a notre connaissance, aucune différamitique n'a été définie pour les
variables biochimiques chez le chat.

Il a également été proposé de comparer la variatimerveée a la variabilité analytique. Si
elle est moins grande que la variabilité analytjqaoe importance clinique sera négligeable
(Jensen et coll., 1994 ; Jones, 2006 ; Reynoldslet 2012). Enfin, une autre méthode a éte
mentionnée dans plusieurs articles (Jacobsen etederi998 ; Jensen et coll., 1994 ;
Reynolds et coll.,, 2008b ; Reynolds et coll., 20)e consiste a comparer la différence
observée entre les méthodes de traitement destélcmsnavec l'intervalle de référence de

'analyte concerné. Ces deux dernieres méthodesténttilisées ici.

Une autre limite de cette étude est que le nomlamr@rdaux utilisés est relativement faible
(6 a11).

Par ailleurs, les modifications que cette étudesesnen évidence ne sont valables que chez
le chat sain avec des valeurs de base des corteamtrd’analytes biochimiques comprises
dans l'intervalle de référence utilisé ici. Ellee peuvent étre étendues a des animaux
malades ou des chats dont les valeurs sont sitwgsgle cet intervalle.

Dans les paragraphes suivants, limportance clamigies modifications des variables

biochimiques décrites précédemment est discutéesetésultats obtenus dans cette étude
sont comparés avec ceux décrits par des artictésieurs.
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2.3.1. Effet du spécimen

L'effet des anticoagulants les plus courammentisésl a été décrit dans cette étude
expérimentale. L’héparinate de lithium a été wilkdmme anticoagulant de référence car il
est le plus souvent recommandé en biologie clinique

Lorsque les dosages des parametres biochimiquegténeffectués dans le sérum, une
augmentation légere mais significative des coneénfrs de potassium, de phosphate,
d’albumine et de l'activité de 'ALAT a été obseevéDans cette étude, ces différences ont
été considérées comme n'ayant aucune importanggudi. Le sérum est donc un spécimen
qui peut étre substitué au plasma hépariné poulosage d’analytes biochimiques sans
risque important d’erreur d’interprétation.

L’augmentation de la concentration de potassiumsdansérum par rapport au plasma
hépariné a déja été notée chez 'homme (Naraya@@0d(), chez le chat et chez le chien
(Aktas et coll., 1994 ; Gilor et Gilor, 2011 ; Lanet coll., 1994) avec une différence du
méme ordre de grandeur que dans cette étude $60.%.mmol/L. Elle pourrait étre
expliquée par une libération de potassium par laguettes au cours de la formation du
caillot dans le tube sec (Gilor et Gilor, 2011 ;n@tMoore et coll., 2006).

Par ailleurs, une légére augmentation de la coratéort d’albumine de 0.5 g/L dans le
sérum par rapport au plasma hépariné a été obsavé@hez le chat. Cependant, ces
différences sont restées négligeables et n'onueuraimpact sur I'interprétation clinique de
ces deux variables. Chez le chien, cette concemtratdiminué de 0.6 g/L (Ceron et coll.,
2004).

L’EDTA-K 3 employé dans cette étude étant un sel potasslcuéduit une augmentation
marquée de la concentration plasmatique de potasdiua par ailleurs entrainé une
diminution de la concentration de calcium car iélelbe ce cation. Chez le chien, la
concentration plasmatique de potassium a égaleaugmenté lors de I'utilisation ’EDTA
comme anticoagulant. Elle est passée de 4.4 mndalfis le sérum a 22.3 mmol/L dans le
plasma EDTA (Ceron et coll.,, 2004). Ces deux iorspeuvent donc pas étre évalués
convenablement a partir de ce type de spécimero(Csrcoll., 2004 ; Gilor et Gilor, 2011 ;
Kroll et Elin, 1994).

Chez le chat, I'activité de la PAL a baissé de 2 dhns le plasma hépariné a 11 U/L dans
le plasma EDTA. Cette diminution entraine un risquaéré dans I'analyse de l'activité de
la PAL. Une diminution de 67 U/L a aussi été rapg®ichez le chien (Ceron et coll., 2004 ;
Kroll et Elin, 1994). La réduction de I'activité d@ PAL pourrait étre due a la chélation du
calcium, cation divalent qui est une co-enzyme ssaiee au fonctionnement de nombreuses
enzymes (Gilor et Gilor, 2011 ; Kaneko et coll.9T%
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Ces mémes effets de 'EDTA sur les concentratiansalcium, de potassium, d’activité de
la PAL ont aussi été rapportés chez ’lhomme (Cetaoll., 2004).

Les différences notées sur les autres analyteshibigues ont un intérét clinique
négligeable.

Enfin, le citrate, lui aussi, chélate le calciunminepacte donc la concentration de cet ion chez
le chat.

La molécule utilisée étant du citrate de sodiungdacentration de sodium a augmenté de
maniére significative dans notre étude, chez l¢ @i est passée de 157.1 mmol/L dans le
plasma hépariné a 177.3 mmol/L dans le plasmat&jirde risque d’erreur lors de
l'interprétation des concentrations de calcium etsbdium est donc inacceptable. Une
augmentation similaire de la concentration de sodauété observée chez le chien (de 146.1
mmol/L dans le plasma hépariné a 161.7 mmol/L danglasma citraté) (Ceron et coll.,
2004).

Dans notre étude, chez le chat, la concentratiolowale les analytes était inférieure dans le
plasma citraté par rapport au plasma hépariné, kmufconcentrations d’albumine, de
sodium et d'activité de 'ALAT qui étaient plus gkes dans le plasma citraté. Le risque
d’'une mauvaise interprétation clinique est jugé m@mnmnégligeable pour l'albumine,
'ALAT et la PAL lorsque le plasma citraté est eyt a la place du plasma hépariné. Ce
risqueest important pour la concentration de créatinmeselle de protéines totales. Enfin,
la possibilité d’'une mauvaise interprétation dealygses est considérée comme inacceptable
pour le potassium et le GO

Une diminution globale de la concentration des ynalbiochimiques a déja été observée
chez le chat comme chez le chien dans I'étude denGst coll. (2004) lorsque le sérum a
été remplacé par du plasma citraté. Mais dans dett@ére étude, les activités de 'ALAT
et de la PAL n’ont pas été modifiées et la coneiain d’albumine a été diminuée (Ceron et
coll., 2004). La diminution de la concentrationmEnbreuses variables pourrait étre due a
un effet de dilution (Ceron et coll., 2004).

Le citrate de sodium ne constitue donc pas uneanalige correcte lors du choix de
I'anticoagulant pour effectuer des analyses bioaies.

La signification clinique des variations des corncaions plasmatiques des différents

analytes dosés a partir d’'un spécimen de sangdoteervé avec différents anticoagulants
chez le chat est récapitulée dans le tableau 32.
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Tableau 32 Biais lié au choix de I'anticoagulant sur le &g des analytes biochimiques

Spécimen
Analyte Citrate EDTA-K3 Sérum
Glucose
Urée
Créatinine
Sodium
Potassium
Chlore
CO,
Calcium
Phosphates
Protéines °
Albumine
ALAT
PAL

= biais négligeable ou absence de biais ; = biais modéré

® = hiais important ; ® = biais inacceptable ou spécimen inadapté

2.3.2. Effet de la congélation sur une longue durée

Pour la plupart des variables, les variations @ukesdurée de stockage ont montré un intérét
clinigue négligeable. Seules les concentration<@e total et d’activité de I'ALAT ont
montré une différence cliniquement significativesld’'un stockage a -20°C.

Entre 'analyse immeédiate et 1 mois de stockag#aGC dans le sérum, ou entre 1 et 3 mois
de stockage a -20°C dans le plasma hépariné, zentmtion de Coa diminué de maniere
cliniguement significative. Le risque d'une maueaimterprétation est alors considéré
comme important. Cette diminution de la concerdratiérique et plasmatique de £est
accentuée lorsque le stockage a -20°C a été p@lenkg risque de mauvaise interprétation
est devenu inacceptable a partir de 6 mois de ateckp<0.001) du sérum ou du plasma
hépariné a -20°C. La concentration sérique de €diminué de 29.0 % par rapport a la
valeur de référence aprés 12 mois de stockage sAf&énois de stockage, la concentration
plasmatique de C{a diminué de 28.3 % de la valeur de référence.

Jusqu’a 6 mois de stockage, la concentration mayetectivité de 'ALAT a montré une
diminution ayant un impact négligeable sur lintétation clinique du résultat. Cette
concentration a montré une diminution cliniquem&ghificative a partir d’'un stockage de
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12 mois a -20°C, que ce soit dans le plasma hépdgns lequel la concentration d’ALAT a
diminué de 54.1 % de la valeur de référence (p<4).0Q dans le sérum dans lequel la
concentration d’ALAT a diminué de 49.2 % de la valde référence (p<0.001). Dans les
deux spécimens, le risque d’'une erreur d’'interpigtiades résultats de dosage de l'activité
de 'ALAT est alors modére.

Cependant, compte tenu du fait que, dans cettaierpé, les résultats obtenus 6 mois apres
le prélévement sanguin étaient peu interprétabtesigae du faible nombre de résultats, il est
possible que I'activité de '’ALAT soit modifiée désmois de stockage.

Le tableau 33 résume I'importance clinique des fications des différentes variables au
cours d’'un stockage a -20°C du sérum et du plagparmé.

Tableau 33 Biais lié a la durée de congélation a -20°C seidiosage des analytes biochimiques dans le
sérum (S) et le plasma hépariné (H)

Durée de congélation du spécimen
1 mois 3 mois 6 mois 12 mois

Analyte H S H S H S H S

Glucose
Urée
Créatinine
Sodium
Potassium
Chlore

CO, ° ° ° ° ° ° °
Calcium
Phosphates
Protéines
Albumine
ALAT
PAL

= biais négligeable ou absence de biais ; = biais modéré

® = biais important ; ® = biais inacceptable ou spécimen inadapté

Onze des treize analytes biochimiques étudiés datre expérimentation présentent une
bonne stabilité lors de la congélation d’'un spécairde plasma hépariné ou de sérum. Cette
stabilité des analytes biochimiques a -20°C a d&aobservée chez le chien pendant une
durée de 8 mois dans le sérum et le plasma hép@muresen et coll., 1995). Dans cette
derniere étude, seule la PAL a présenté une vamide 18 U/L dans le sérum et de 19.2 U/L
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dans le plasma hépariné aprés 240 jours de stockate variation de la concentration
moyenne d’activité de la PAL pourrait étre consé@gecomme ayant un intérét clinique
modére.

La congélation est donc un bon moyen de conservafien spécimen de plasma hépariné
ou de sérum pendant une longue durée, sauf p&@mie

2.3.3. Effet du délai de centrifugation, de la durée etaltempérature de stockage
des échantillons de plasma/sang total hépariné

La conservation des spécimens sous forme de stadgatonodifié un nombre de variables
plus important que lorsque les spécimens ont étéetwés sous forme de plasma.

Les résultats d’analyses sur des spécimens de tsamlgou de plasma ont également
présenté moins de modifications lorsque ceux-ci &t réfrigérés que lorsqu’ils ont été
laissés a température ambiante.

L'intérét de la réfrigération des spécimens a d#g rapporté chez les chiens, les chats
(Burkhard et Meyer, 1995) ou chez I’'homme (Onoadit ,c1981).

La conservation d’'un spécimen de sang sous formsadg total a température ambiante
(20°C) entraine des modifications cliniquement iigatives de nombreux analytes : le
glucose, le potassium, le chlore, le £S€ le phosphate. Les concentrations de glucode et
CO, sont modifiées dés 6 heures de stockage, cellpstdssium, de chlore et de phosphate
des 48 heures de stockage.

La diminution de la concentration de glucose a a&né& un risque modéré d'erreur
d’interprétation a partir de 6 heures de stock@gerisque a ensuite augmente.

La concentration de CQquant a elle, a diminué significativement dés6érbs de stockage.
L’amplitude de cette diminution a évolué de maniak&atoire. Le C@est donc instable
dans un spécimen de sang total conservé a 20°C.

Cette étude n’a donc pas permis de déterminerlé o@ximal de centrifugation du sang

total conservé a température ambiante pour éviapparition de modifications des
concentrations de glucose et de,CO

L’amplitude des variations des différents analytesés a partir d’'un spécimen de sang total
hépariné conservé a température ambiante est résisné le tableau 34.
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Tableau 34 Biais lié a la durée de stockage du sang totaDa sur le dosage des analytes biochimiques

Durée du stockage du sang total a 20°C

Analyte 6 heures 24 heures 48 heures 168 heures
Glucose ° ° °
Urée
Créatinine
Sodium
Potassium ° °
Chlore °
CO2 ° ° °
Calcium
Phosphates °
Protéines
Albumine
ALAT
PAL
= biais négligeable ou absence de biais ; = biais modéré
® = biais important ; ® = biais inacceptable ou spécimen inadapté

Lorsque le sang total a été réfrigéré, le nombenalytes biochimiques influencés par la
durée du stockage est moins important. Si un éitlbantde sang total a été réfrigéré

immédiatement aprés son prélevement, toutes lesbles biochimiques peuvent étre

dosées et interprétées pendant au moins 7 joufr$esglucose qui n’est stable que 24 heures
et le potassium dont la concentration varie desusds de stockage.

Le tableau 35 résume l'importance clinique des at@ms présentées par les variables
biochimiques lors du stockage de sang total hé@ari°C.
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Tableau 35 Biais lié a la durée de stockage du sang totdf@ sur le dosage des analytes biochimiques

Durée du stockage du sang total a 4°C

Analyte 6 heures 24 heures 48 heures 168 heures

Glucose °
Urée
Créatinine
Sodium
Potassium ° ° ° °
Chlore
CO-
Calcium
Phosphates
Protéines
Albumine
ALAT
PAL

= biais négligeable ou absence de biais ; = biais modéré

® = biais important ; ® = biais inacceptable ou spécimen inadapté

Un spécimen de plasma hépariné réfrigéré peut @tiesé sans risque d’erreur
d’interprétation jusqu'a 48 heures. Il reste arabys pour la plupart des variables
biochimiques pour une durée d’au moins 7 jours! fesodium présente un risque modére
d’erreur d’interprétation a partir de 7 jours deckige. C’est le plasma réfrigéré qui offre la
meilleure stabilité des analytes. Si le plasma hBgast conservé a température ambiante,
la concentration plasmatique des analytes est pmdifiée apres 7 jours de stockage. Le
spécimen de plasma reste analysable sans risqueewt’al’interprétation pour les 13
variables biochimiques étudiées pendant 6 heuras.laPsuite la majorité des analytes
restent stables a I'exception du sodium pour lequal risque modéré d'erreur
d’interprétation apparait.

La concentration de glucose, dans cette études pagticulierement modifiée par la durée
de stockage du sang total a température ambiaet@.d0rrespond a ce qui avait déja été
mis en évidence pour le chien (Burkhard et Mey8851; Fontaine et coll., 1986) et pour le
chat (Burkhard et Meyer, 1995 ; Fontaine et c@®87). Chez 'homme, ces variations ont
été observées dans le sérum dés 4 heures de stodlagang sur tube sec a température
ambiante (Ono et coll., 1981). Ces modificationsurpment étre expliquées par une
consommation du glucose par les cellules sangléiEstes en contact avec le plasma ou le
sérum.
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Le potassium est lui aussi un analyte dont la cainggon a été augmentée par le stockage
de sang total a température ambiante. Sa condentratprésenté une augmentation des
48 heures de stockage dans cette étude. Ces natidifis ont été précédemment rapportées
chez le chat (Fontaine et coll., 1987), ou enctvezde chien (Fontaine et coll., 1986) et
chez 'homme (Ono et coll., 1981). Lorsque le sengl a été stocké a 4°C, la concentration
de potassium a augmenté plus précocement, et de fdigs importante. C’est également le
cas chez 'homme pour du sang collecté sur tube &&ohibition de la pompe
sodium/potassium ATPase dépendante provoquant omie slu potassium des cellules
pourrait expliquer ces modifications (Narayanarg@pOno et coll., 1981).

Deés 48 heures de stockage du sang total a 20°C, augenentation cliniguement
significative de la concentration de phosphateéanétée. La variation de la phosphatémie
dans le sang conservé a 20°C avait déja été nbezel'ttomme (Narayanan, 2000 ; Ono et
coll., 1981), chez le chien (Fontaine et coll., @p&t chez le chat (Fontaine et coll., 1987).
Une diminution de la concentration de chlore adtgervée chez le chat dés 48 heures de
stockage du sang total a 20°C. Cet électrolytedadétrit comme relativement stable dans
les études précédentes chez le chat et chez la (fromtaine et coll., 1986 ; Fontaine et
coll.,, 1987). Chez 'homme, une diminution de lancentration sérique de chlore a été
montrée apres 1 jour de stockage du sang totahpéieture ambiante. Cette diminution a
atteint 10% de la concentration initiale aprésutgale stockage (Heins et coll., 1995).

En résumé, dans notre étude, chez le chat, letstaigconservé a température ambiante est
le spécimen présentant le plus de modifications #sagmentation de la durée du stockage.
Les premiéres modifications cliniquement importantkans cette étude, sont apparues deés 6
heures de stockage pour le glucose et lg, @0dés 48 heures pour le potassium, le chlore et
le phosphate.

Lorsque le sang total est réfrigéré a 4°C, la cottagon de potassium est modifiée entre la
collecte et 6 heures de stockage. La concentratoglucose, quant a elle, n'est modifiée
gu’'entre 24 et 48 heures de stockage. Tous lessaparametres biochimiques peuvent étre
dosés dans ce type de spécimen jusqu’a 7 jours kEpollecte.

Un spécimen de plasma conservé a température ammlmara 4°C permet de doser tous les
analytes jusqu’a 7 jours apres la collecte sadodium. La concentration plasmatique de
sodium est modifice des 6 a 24 heures apres l&ctelldans le plasma conservé a
température ambiante et dés 48 heures a 7 jougs &prollecte dans le plasma conservé a
4°C.
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2.3.4. Variations circadiennes et effet du repas

Au cours du protocole mis en place pour cette eéxyggrtation, les échantillons de plasma
ont été refrigérés puis ont subi un cycle de catg@i/décongélation avant d’étre analyseés.
Mais les résultats des expérimentations précédeamtesette étude (effet du délai de
centrifugation, de la température et de la duréestbekage, et effet des cycles de
congélation/décongélation) montrent que les déaise la congélation et I'analyse des
spécimens lors de cette expérimentation et lappbao dun cycle de
congélation/décongélation n’ont qu’une influencgligieable sur les résultats de dosage des
analytes biochimiques étudiés ici.

Parmi les 9 variables présentant des variatiortadiennes chez les chats a jeun, seules 3
ont montré des variations ayant une importanceqeia: l'urée, le CQet la créatinine. Les

6 autres variables n'ont présenté que des modditatayant une influence négligeable sur
'analyse des résultats.

Le risque d’erreur lors de l'interprétation de ésis de dosage de I'urée reste modéré. Pour
le CO, le risque de mauvaise interprétation égalemedrdagsidéré comme moderé.

Enfin, le risque est plus important pour la créagn

Pour ces analytes biochimiques, il peut donc émgortant de tenir compte de I'heure de
preélévement pour interpréter les résultats obtenus.

Chez I'homme, le glucose et le potassium présentdgs variations circadiennes
(Narayanan, 2000 ; Young et Bermes, 1986).

La consommation d’'un repas peut également ind@gendodifications dans les résultats de
'analyse. Ici, 7 (le glucose, l'urée, la créatimirie sodium, le Cg@ le phosphate, et les
triglycérides) des 15 analytes étudiés ont ét@emites par la prise du repas.

Les variations de la concentration de glucose saite prise d’'un repas n'ont qu'une
importance clinique négligeable.

La concentration d’'urée est plus importante chezcleats nourris que chez ceux laissés a
jeun. Cette différence augmente avec le temps,sdarérise du repas. Au contraire, la
concentration de créatinine est plus basse chezhkgs ayant recu un repas que chez ceux
laissés a jeun, et ce méme si la concentratioméigicine augmente apres la prise du repas.
Les variations de la concentration d’'urée suit@ @rise d’'un repas ont une signification
clinique et notamment, 8 heures apres le repasarté@ntre les valeurs moyennes chez les
chats nourris et les chats a jeun engendre uneisgportant d’erreur d’interprétation. Ce
risque est également important pour les conceotratide créatinine et de sodium
respectivement 10 heures et 2 heures aprés le repas
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L’écart maximal entre les concentrations moyenme€@ chez les chats nourris et chez les
chats a jeun a lieu 2 heures aprés la prise dwsrepa entrainé un risque inacceptable
d’erreur d’interprétation.

Enfin, I'écart maximal entre les concentrations Brayes de phosphate et triglycérides chez
les chats nourris et chez les chats a jeun a lieeuBes apres la prise du repas et a entrainé
un risque modéré d’erreur d’interprétation.

Les modifications de la concentration de créatirahservées different de celles rapportées
dans les études précédentes. Ces études avaiemé moe augmentation des concentrations
de creéatinine chez le chien pendant une durée da 1@ heures suivant le repas, et
notamment si le repas est riche en viande (Brawolet 2003 ; Braun et Lefebvre, 2005 ;
Gilor et Gilor, 2011 ; Watson et coll., 1981). @ethugmentation de la concentration
sanguine de créatinine chez le chien, suite adstign d’un repas, est due a I'absorption de
la créatinine d’origine alimentaire. Cependant, zcHe chien, lors de lingestion de
nourriture commerciale, dont le contenu en créadiret créatine était inconnu, selon les
études, une augmentation, une diminution ou urgliséade la concentration plasmatique
de créatinine ont été observées (Braun et coll32®atson et coll., 1981).

La diminution de la concentration plasmatique d&atinine chez les chats ayant recu un
repas par rapport a ceux maintenus a jeun poutr@texpliquée par une augmentation de
'excrétion urinaire de la créatinine (O’'Connor 8ummerill, 1976a). En effet, la
consommation d'un repas riche en protéines engendee vasodilatation des artérioles
rénales et une augmentation de 30 a 60 % du DF&I'tioenme et chez le chien (O’Connor
et Summerill, 1976a ; Simon et coll., 1998 ; Wootl893). Les acides aminés sont filtrés
puis réabsorbés au niveau du tubule proximal. Gétibsorption a lieu conjointement aux
ions sodium et chlore. Par conséquent, 'augmeamtatie la filtration d’'acides aminés
entrainerait une diminution de la concentratiorsdéium et de chlore au niveau du tubule
distal et serait & I'origine d’'un « rétrocontrolébtiloglomérulaire » et d’'une vasodilatation
de I'artériole rénale afférente (Woods, 1993).

Une augmentation de 38 % de la concentration d'arédé observée dans cette étude,
8 heures apres la consommation d’un repas.

D’aprés O’Connor et Summerill (1976b), chez le nhi€excrétion d'urée augmente
d’environ 200 % aprés un repas de viande, avedad' @xcrétion apparaissant 4 a 6 heures
apres le repas. Malgré cette augmentation de Etwer, la concentration plasmatique
d’'urée augmente de 60 % suite au repas. Ceci pbétra du au fait que I'urée est produite
en quantité plus importante apres le repas de giahdue 'augmentation de I'excrétion ne
compense pas cette hausse de la production (O’CeniSummerill, 1976b).

Notre étude n’a rapporté aucune influence sigrtiffeade la prise de nourriture sur la
glycémie, et ce malgré un taux de glucides reptasemplus de 30 % de I'énergie
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métabolisable apportée par I'aliment et une durégedne similaire a celles couramment
utilisées. Dans une autre étude, la concentratogue de glucose a augmenté 2 a 4 heures
apres le repas chez le chien et le chat (Bartg&skbrne, 1995). Un pic post-prandial de
glycémie apparaissant 2 a 6 heures apres la puisemghs a également été observé dans
d’autres études chez le chat (Hewson-Hughes et, @flll1 ; Farrow et coll., 2012). En
revanche, I'étude menée par Martin et Rand (19%0)montré aucune modification
significative de la glycémie chez le chat au cales 2 heures suivant le repas. L'absence de
variation de la glycémie observée par Martin etdR@r®99) et dans notre étude pourrait étre
due a un taux de protéines plus important dansdeas utilisé lors de ces expérimentations
(35 % de la matiere seche et 38.8 % de I'énergimlmoésable apportée par I'aliment) par
rapport & celui employé par Farrow et coll. (2003 % de la matiere seche et 29 % de
I'énergie métabolisable de I'aliment). En effetnégime plus riche en protéine stimulerait la
sécrétion d'insuline et ferait ainsi diminuer layg@mie (Bartges et Osborne, 1995;
Burkhard et Meyer, 1995 ; Martin et Rand, 1999)elditre explication avancée par Martin
et Rand (1999) est la faible capacité d’absorpties glucides dans l'intestin gréle chez les
chats car l'intestin gréle est court. D’autre pkatdigestibilité des glucides semble diminuer
chez le chat lorsque la quantité de protéines éeyéu cours du repas augmente (Martin et
Rand, 1999).

Chez le chat, la concentration plasmatique dewalci’a pas été influencée par I'interaction
entre le repas et le moment de prélevement. Emceea la prise de nourriture a entrainé
une augmentation de la concentration plasmatiquehdsphate. Chez I’'homme, le calcium
ionisé, le calcium total, et le phosphate ont mimtes variations au cours de la journée
(Markowitz et coll.,, 1984) et la concentration saing de phosphate augmente lors de
l'ingestion d’'un repas riche en protéines (Youn@etmes, 1986). La concentration sérique
de calcium a montré un pic au cours de la jourrtéez des adolescents masculins vers
11 heures et un minimum vers 15h30. La concentratécalcium total a atteint deux pics a
1 heure et 11 heures et deux minima a 5 heure® le¢dres (Markowitz et coll., 1984) et la
concentration de phosphate dans le sérum a ateut maxima a 3h30 et 16 heures
(Markowitz et coll., 1984). Dans I'étude menée, jegients ont cependant recu 3 repas a
8h30, 12h30 et 17h30. Il est donc difficile de d@tieer précisément I'effet d’'un repas.

Dans notre étude, les activités des enzymes PAALAIT n'ont pas été modifiées par la
prise de nourriture. Chez 'lhomme, en revancheatgwités de la PAL et de 'ALAT ont
été impactées par le repas. L'activité sérique’ AT augmente 2 heures apres le repas
(Young et Bermes, 1986). L'activité¢ de la PAL estle aussi, augmentée suite a la
circulation d’'isoenzymes intestinales (Young etrBes, 1986). Mais chez le chien et le
chat, la demi-vie de cette isoenzyme étant trestepelle n’influencerait pas I'activité
globale de la PAL (Bartges et Osborne, 1995).
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Dans notre étude, la concentration de triglycéraesigmenté suite a la prise d'un repas.
Ces modifications sont a l'origine d’'un biais mao&dors de linterprétation de cette
concentration. Le cholestérol, en revanche, n'atmoaucune modification cliniquement
significative suite a la prise d’'un repas.

Il a été montré que I'effet de la prise de nouratdépend de la composition du repas.

S'’il s’agit d’'un repas tres riche en graisse, cleezhat ou le chien, les concentrations de
triglycérides et de cholestérol augmentent dansékem tandis que celle d’'urée diminue
(Bartges et Osborne, 1995). Chez I'homme, la canaton de triglycérides augmente
€également et cette élévation peut persister jusguiaures aprés un repas riche en graisses
(Narayanan, 1996). Le cholestérol en revanche sep#l affecté par ce type de repas chez
’homme (Narayanan, 1996). Un repas riche en geaiss d’autre part, faire augmenter la
lipémie. Celle-ci peut perdurer 12 heures aprgsite de nourriture chez le chien ou le chat
(Allen et Toll, 1995). En augmentant la turbidité sérum ou du plasma, la lipémie peut
interférer avec des techniques de dosage (exéflactométrie pour la détermination de la
concentration de protéines totales, la méthode ricodtrique enzymatique avec
I’hexokinase pour la détermination de la glycén(i&pll et Elin, 1994).

Un repas riche en glucides induit une augmentadmta concentration sérique de glucose
chez le chat et le chien (Bartges et Osborne, 1%@8row et coll., 2012 ; Gilor et Gilor,
2011 ; Hewson-Hughes et coll.,, 2011) mais fait duer celle de phosphore (Bartges et
Osborne, 1995; Gilor et Gilor, 2011) car celuiest utlisé par la cellule pour la
phosphorylation des enzymes glycolytiques. ChezHat et le chien, le repas stimule
egalement la sécrétion d’insuline et fait entrept#assium dans les cellules et sortir le
sodium. La concentration de sodium augmente taqdes celle de potassium diminue
(Bartges et Osborne, 1995 ; Gilor et Gilor, 20108.type de repas diminue la concentration
de triglycérides et cholestérol dans le sérum (aret Osborne, 1995).

Enfin, un repas riche en protéines engendre unsskades concentrations d’'urée et de
phosphore dans le sérum et dammoniaque dans &mplaCe méme repas stimule la
sécrétion d’insuline et fait alors diminuer la centration sérique en glucose. La
consommation de grandes quantités de viande indeitaugmentation de la créatinine dans
le sérum des chats et des chiens (Bartges et Gsbd®95 ; Burkhard et Meyer, 1995 ;
Watson et coll., 1981). A l'inverse, un régime pauen protéines, pendant une période
prolongée, peut entrainer une baisse de la coatiemrsérique d’'albumine et d’'urée et une
hausse des activités sériques de PAL et d’ALAT kBard et Meyer, 1995).

L’effet rapporté ici résulte d’'un repas représentldD % des besoins journaliers des chats
consommeé en une seule fois ce qui nest pas taijewas. Dans I'étude menée par Farrow
et coll. (2012), par exemple, les chats ne recaj\amtant que repas, que la quantité ingérée
habituellement pendant 12 heures. Dans cette dermtude, une augmentation de la
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glycémie au dessus de la valeur de base pendaft Helires a été montrée. Cette
augmentation vaut jusqu’'a 44 % de la valeur de.blasevariation de la composition du

repas et de son mode de distribution peut constitne limite lors de la comparaison des
résultats entre les études.

2.3.5. Effet des cycles de congélation/décongélation

Chez le chat, les concentrations plasmatiques (im&)ade protéines totales, de glucose et
d’albumine et les concentrations sériques d’albenibiurée, de phosphate et d’ALAT sont
significativement modifiées par les cycles de ctetgin/décongélation. Cependant, ces
modifications n’ont pas de pertinence clinique. @suiltats sont similaires a ceux obtenus
chez le chien dans le plasma hépariné (Reynola®let 2006) avec des variations dont
'importance clinique a été considérée comme néglide. La température de stockage et la
durée du stockage sont donc des facteurs qui semhbimir plus d’influence que la
réalisation de cycles congélation/décongélatioruserpériode courte.

2.3.6. Effet d'une hémolyse plus ou moins marquée

L’hémolyse est une des sources d’erreurs pré-agabg les plus fréquentes. Elle est a
I'origine du rejet de 60 % des échantillons chdwime (Koseoglu et coll., 2011). Une
difficulté supplémentaire représentée par ce fagbeéranalytique est que I’hémolyse d’'un
spécimen ne sera visible que lorsque le sang saraifagé donc parfois seulement a
I'arrivée au laboratoire. En cas de refus de I'é@tilan de sang, il ne sera alors pas toujours
possible de réaliser un nouveau prélevement.
L’hémolyse se produit le plus souventvitro (Koseoglu et coll., 2011) et interagit avec les
variables selon 3 mécanismes (Burkhard et Mey&5 1%ilor et Gilor, 2011 ; Médalille et
coll., 2005) :

- Influence directe sur I'absorbance déterminée pactsophotométrie

- Altération du pH des réactions enzymatiques

- Si elle est importante, effet de dilution pour temstituants moins concentrés dans

les érythrocytes que dans le plasma.

L’hémolyse modifie de fagon différente le résuliat dosage des analytes en fonction de la
meéthode de dosage utilisée.

Dans cette étude, les concentrations de protéatakes et d’albumine ont été les variables
les plus influencées par ’lhémolyse. Leur conceiatngplasmatique a augmenté de maniere
cliniguement significative dés que la concentratibhémoglobine a atteint 0.4 mmol/L.
Cette augmentation a une signification clinique om@nte. Une augmentation de la

80



concentration de protéines totales avait déja éfgpartée chez I'homme pour une
concentration d’hémoglobine équivalente (Sonnt886) Elle est passée de 71.0 g/L a 76.0
g/L, cette variation est donc plus faible que celbservée ici avec une médiane des écarts
de 12 g/L. Chez le chien également, une augmentd#s protéines totales a eté notée, mais
elle variait en fonction de la méthode de dosagkség (O’neill et coll., 1989). Cette
différence est allée de 6 g/L a 23 g/L avec uneentration d’hémoglobine de 0.5 mmol/L
et a augmenté ensuite jusqu’a une valeur compmsee €9 g/L et 52 g/L lorsque la
concentration d’hémoglobine était de 1 mmol/L. @asgations pourraient étre expliquées
par le fait que des protéines sont contenues dangtbplasme des érythrocytes. D’autres
études chez 'homme, en revanche, ont montré qumnaentration de protéines totales
n'était pas modifiée par I'hémolyse. Cependant, temcentrations en hémoglobine
employées étaient beaucoup plus faibles (Kosedglalle, 2011 ; Yicel et Dalva, 1992).
Chez ’lhomme, I'albumine n’a pas présenté de vianagignificative avec I'augmentation de
’hémolyse. Mais, 'hémoglobinémie la plus impoitmpparaissant dans ces études est de
0.4 mmol/L (Koseoglu et coll., 2011 ; Sonntag, 19&ticel et Dalva, 1992). Chez le chien,
lorsque I'hémoglobinémie était de 0.5 mmol/L, l'atbine a montré un accroissement
compris entre 3 g/L et 6 g/L. Cette augmentatiotaival2 g/L a 17 g/L lorsque la
concentration d’hémoglobine a atteint 1.6 mmd{neill et coll., 1989).

L’activité de la PAL a également diminué de manigoe négligeable lors d’hémolyse dans
cette étude : une baisse de l'activité de la PAdnayine signification biologique importante
a été notée a partir d'une concentration d’hémagie 0.8 mmol/L. Cette diminution a
été rapportée auparavant chez 'hnomme (Sonntad 198icel et Dalva, 1992) pour des
valeurs d’hémoglobinémie plus faible, de I'ordre @4 mmol/L. Cependant, certaines
études ont montré que I'activité de la PAL ne vapas de maniere significative (Koseoglu
et coll.,, 2011). Chez I'homme, la diminution decli@ité de la PAL résulterait d’'une
chélation par le zinc contenu en grande quantités des globules rouges et libéré lors de
I’'hémolyse (Sonntag, 1986).

Au cours de cette étude, l'activité de 'ALAT a awgnté pour une hémoglobinémie
atteignant 1.4 mmol/L. Cette augmentation a uneifsigtion clinique modérée. Une hausse
similaire a déja été notée chez 'homme (Gilor dbiGG2011 ; Koseoglu et coll.,, 2011 ;
Sonntag, 1986) pour des valeurs d’hémoglobinémied.@ mmol/L. Elle pourrait étre
expliquée par une concentration importante de egizgme dans les érythrocytes. Dans une
autre étude, l'activité de 'ALAT n’a pas été madéd par I'hémolyse (Yicel et Dalva,
1992), mais I'hnémoglobinémie était alors beaucadup faible.

Le potassium a présenté ici une augmentation ayamimportance clinique modérée avec
’hémolyse. Si, chez ’lhomme, cette hausse est wer(frank et coll., 1978 ; Koseoglu et
coll., 2011 ; Kroll et Elin, 1994 ; Sonntag, 1988qung et Bermes, 1986 ; Yicel et Dalva,
1992), chez la plupart des races de chien et @sechats, il est habituellement rapporté que
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’hémolyse n’affecte pas la concentration de pat@sscar sa concentration est identique
dans les érythrocytes et dans le plasma (Bernaedicpll., 2009 ; Gilor et Gilor, 2011 ;
O'neill et coll.,, 1989). Seuls les chiens de raepopaise (Akita Inu, ...) ont une
concentration intracellulaire en potassium pluséde et chez ces animaux 'hémolyse peut
avoir une influence sur la concentration de potasgBernardini et coll., 2009).

La phosphatémie est également influencée par umediébinémie de 1.4 mmol/L chez le
chat et cette hausse de la phosphatémie entrairisque modéré d’erreur d’interprétation.
Cet effet a été décrit chez 'homme (Koseoglu dL,c2011 ; Sonntag, 1986 ; Young et
Bermes, 1986 ; Ylcel et Dalva, 1992) a partir d’'um&molyse jugée alors comme
importante. Cette augmentation pourrait étre exgkg chez 'homme, par une hydrolyse
des esters de phosphate contenus dans les glofmuges par la phosphatase sérique
(Young et Bermes, 1986 ; Yicel et Dalva, 1992).t€eiplication a été reprise chez le
chien (O'neill et coll., 1989) pour expliquer, lassi, 'augmentation observée (Gilor et
Gilor, 2011). Une autre explication serait la ld@on de phosphate a partir des
phospholipides membranaires des globules rougédsr(&iGilor, 2011).

Enfin, la concentration de créatinine tend a diremavec I'hémolyse chez le chat. Cette
baisse provoque un risque modéré derreur dinégton lors de l'analyse de la
concentration de créatinine. A l'inverse, chez ittroe ou le chien, une augmentation de la
concentration de créatinine avait été précédemnimrite (Payriere et coll., 1991 ; Yicel et
Dalva, 1992). Cependant, I'interférence de I'hémselavec le dosage de la créatinine varie
selon la méthode de dosage employée : la méthodaffieest plus sensible a I'interaction
avec I'hémoglobine que la méthode enzymatique (Bedicoll., 2003).

Les autres variables n'ont pas été modifiées denfapajeure par 'hémolyse, comme

rapporté précédemment chez 'homme et le chiendé&gls et coll., 2011 ; O'neill et coll.,
1989 ; Sonntag, 1986 ; Yucel et Dalva, 1992).
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CONCLUSION

Notre étude expérimentale avait pour but d’évalliefluence de différents facteurs pre-
analytiques sur le résultat d'analyses biochimiqure=z le chat.

Nous avons démontré dans cette étude que le choiyp de spécimen utilisé (plasma
citraté, plasma hépariné, plasma EDTA-Eérum), de I'heure de prélévement chez le chat &
jeun ou du délai écoulé depuis le dernier repasum& influence sur de nombreuses
variables biochimiques.

L’hémolyse perturbe également le dosage de nomlpatametres.

Le temps écoulé entre la collecte du spécimen g ®dal et sa centrifugation, ainsi que la
température de stockage du sang total ou du plasmna également a l'origine de
modifications majeures des résultats d'analyseschimoiques. Les concentrations
plasmatiques de nombreuses variables biochimigae&xception du potassium et du
glucose, sont stables lorsque le sang total aééti§éré pendant un laps de temps pouvant
atteindre 7 jours. La centrifugation rapide d'u@men de sang total et la séparation du
plasma, suivies ou non de la réfrigération de caidepermettent également une meilleure
stabilité des concentrations des variables bioaues : dans ces conditions, les
concentrations de tous les analytes sont stabledapé au moins 7 jours sauf celle du
sodium.

D’autres facteurs tels que l'application de cyclds congélation/décongélation a un
spécimen de plasma hépariné ou de sérum sur ume chuée, ou la conservation a long
terme d’'un spécimen de plasma ou de sérum a -20Re@&mncent peu les résultats de dosage
des analytes biochimiques.

Cette étude a permis d'améliorer les connaissascesl’influence des facteurs pré-
analytiques chez le chat.

Dans le milieu de la recherche, le contrdle et tandardisation des conditions preé-
analytiques sont un objectif difficile a atteindrecertains aléas peuvent persister. Ceci est
d’autant plus vrai en pratique clinique libéral@r® ce contexte, interviennent, en effet, des
contraintes d’horaires de rendez-vous, et la peisecharge d’'urgences ne permet pas le
contrble complet des facteurs pré-analytiques.

Cette étude doit permettre d’améliorer l'interptiétia des résultats d’analyses biochimiques
obtenus chez le chat, et de déterminer si lesti@gade concentrations observées peuvent
étre dues a l'influence d’'un ou plusieurs facteupi®-analytique(s) ou si elles présentent
une signification clinique.
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D’autre part, en pratique clinique, cette étudeerd a décider si des analyses
complémentaires peuvent étre réalisées a partin djpecimen déja existant dont les
conditions de collecte et de conservation sont gesn

Néanmoins, I'étude menée ici porte sur des aninsains dont les valeurs biochimiques de
base sont situées dans les intervalles de référ€erésultats ne peuvent donc pas étre
étendus a des animaux dont les valeurs de basersgeem dehors des valeurs usuelles.
D’autres expérimentations portant sur une populgpiois importante de chats incluant, par
exemple, des chats malades seraient nécessaineagmofondir I'influence de ces facteurs
pré-analytiques.

Enfin, actuellement, si le pourcentage d’analysesnant a une erreur en médecine
vétérinaire diminue, le taux d’erreurs pré-analytis, lui, augmente. La prise en compte de
linfluence des facteurs pré-analytiques dans diiptétation des résultats d'analyse
biochimiques doit donc rester une préoccupatiorearaj afin d’améliorer encore la fiabilité
de ces analyses.
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ANNEXE 1 : Participation des chats aux différenteséances de manipulation et volume de

sang prélevé

Identification

Volume de sang

Séances auxquelles le

o Date de naissance Sexe  Code o rélevé a chaque
réduite chat a participé P > 9
séance
Séance 1 (15/9/2011) 10,8mL
Séance 5 (8/3/2012) 7mL
. Séance 6 (20/3/2012) 7mL
25459 Princesse 07/09/2007 (4 ans) Séance 7 (23/4/2012) 19mL
Séance 9 (25/6/2012) 12mL
Séance 10 (19/6/13) 7 mL
25479 Craintive 03/09/2007 (4 ans) Séance 1 (15/9/2011) 10,8mL
Séance 1 (15/9/2011) 10,8mL
Séance 3 (4/12/2011) 12mL
36622 Blacky 28/11/2006 (5 ans) Séance 7 (23/4/2012) 12mL
Séance 9 (25/6/2012) 12mL
Séance 1 (15/9/2011) 10,8mL
36713 Taguada 04/12/2006 (5ans) Séance 7 (23/4/2012) 12mL
Séance 9 (25/6/2012) 12mL
Séance 1 (15/9/2011) 10,8mL
Séance 3 (4/12/2011) 12mL
36722 Baguera Il 04/12/2006 (5 ans) Séance 5 (8/3/2012) 7mL
Séance 6 (20/3/2012) 7mL
Séance 10 (19/6/13) 7 mL
Séance 1 (15/9/2011) 10,8mL
Séance 4 (5/12/2011) 12mL
Séance 5 (8/3/2012) 7mL
36837 Blue Blue 07/12/2006 (5 ans) Séance 6 (20/3/2012) 7mL
Séance 7 (23/4/2012) 12mL
Séance 9 (25/6/2012) 12mL
Séance 10 (19/6/13) 7 mL
Séance 1 (15/9/2011) 10,8mL
36874 Calin 11/12/2006 (5 ans) Séance 7 (23/4/2012) 12mL
Séance 9 (25/6/2012) 12mL
Séance 1 (15/9/2011) 10,8mL
36876 Panpan 15/12/2006 (5 ans) Séance 7 (23/4/2012) 12mL
Séance 9 (25/6/2012) 12mL
36878 Blackynette 13/12/2006 (5 ans) Séance 1 (15/9/2011) 10,8mL
Séance 1 (15/9/2011) 10,8mL
63975 Fada 05/06/2008 (3 ans) Séance 7 (23/4/2012) 12mL
Séance 9 (25/6/2012) 12mL
77678 Minus 02/06/2008 (3 ans) Séance 1 (15/9/2011) 10,8ml
Séance 2 (22/11/2011) 12mL
o Séance 5 (8/3/2012) 7mL
25491 Nefertiti 03/09/2007 (4 ans) Séance 6 (20/3/2012) 7l
Séance 10 (19/6/13) 7 mL
Séance 4 (5/12/2011) 12mL
L Séance 5 (8/3/2012) 7mL
36710 Ouistiti 04/12/2006 (5ans) séance 6 (20/3/2012) 7L
Séance 10 (19/6/13) 7 mL
36719 Gribouille 06/12/2006 (5 ans) Séance 4 (5/12/2011) Ll
Séance 3 (4/12/2011) 12mL
Séance 5 (8/3/2012) 7mL
36723 Joueur 04/12/2006 (5 ans) Séance 6 (20/3/2012) 2mi
Séance 10 (19/6/13) 7 mL
Séance 3 (4/12/2011) 12mL
Séance 5 (8/3/2012) 7mL
Séance 6 (20/3/2012) 7mL
36890 Bouboule 11/12/2006 (5 ans) Séance 7 (23/4/2012) 19mL
Séance 9 (25/6/2012) 12mL
Séance 10 (19/6/13) 7 mL
Séance 4 (5/12/2011) 12mL
. Séance 5 (8/3/2012) 7mL
36893 Brownie 11/12/2006 (5 ans) Séance 6 (20/3/2012) 7mL
Séance 10 (19/6/13) 7 mL
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ANNEXE 2 : Liste des chats participant a chaque sé&e de prélévement

Objet de I'étude

1 Effet de I'anticoagulant

Chats utilisés

A,B,CD,EF G H,IJetK

Effet de la congélation a -20°C sur une
longue durée

A,B,CD,EF G H,IJetK

Effet de la conservation du plasma
3 hépariné, du sérum ou du sang total a
température ambiante ou a 4°C

C,E F,MN,O,PetQ

Effet du moment de prélevement et du

4 A E,F, LM, O, PetQ
repas
5 Effet de cycles congeIat{on/decongelatlon A CDF G H,Jetp
successifs
6 Effet de I’lhémolyse a un degré variable A CD,F JetP

NPy

[ gyt
&
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ANNEXE 3 : Résultats de I'étude de I'effet de I'antoagulant (S= sérum ; H=plasma hépariné ;
E=plasma EDTA ; C=plasma citraté)

CHAT SPECIMEN GLUCOSE UREE CREATININE  SODIUM POTASSIUM  CHLORE

(mmol/L) (mmol/L) (umol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)

A S 4.16 7.2 104.7 155 3.8 126
A H 4.18 7.2 105.6 155 35 125
A E 4.09 7.1 101.5 153 124
A C 3.63 5.9 87.3 174 2.7 104
B S 4.33 7.7 133.1 157 4 124
B H 4.45 7.7 131 156 3.6 124
B E 4.37 7.6 127 154 123
B C 3.79 6.3 109.6 176 2.7

C S 4.49 6.9 1245 157 3.6 125
C H 4.56 7 1245 157 34 125
C E 4.54 7 120.2 154 124
C C 3.84 5.6 102.1 177 2.6 99
D S 4.15 7.1 104.2 159 3.9 125
D H 4.43 7 105.2 160 3.3 125
D E 4.21 7.1 100.4 157 124
D C 341 5.2 78.1 183 2.3 93
E S 4.47 7.4 96.8 157 35 125
E H 4.46 7.4 98.2 157 34 126
E E 4.38 7.4 94.6 155 124
E C 3.83 6 80.2 176 2.7 103
F S 4.27 6.8 124 157 4 126
F H 4.38 7 124.1 156 3.6 126
F E 4.36 7 119.9 155 125
F C 3.7 57 104 175 2.7 104
G S 4.19 6.9 92.6 156 4.1 126
G H 4.41 7 91.9 156 3.5 127
G E 4.23 6.8 88.3 152 124
G C 3.69 5.6 76.6 176 2.7 101
H S 4.31 6.4 123.7 157 3.7 126
H H 4.56 6.4 123.9 157 3.3 127
H E 4.42 6.4 119.6 154 126
H C 3.82 51 102.3 175 25 102
| S 4.27 7 119.2 157 4.1 126
| H 4.33 7 118.6 156 3.4 126
| E 4.24 7.1 115.2 154 124
| C 3.79 57 100.7 176 2.5 104
J S 6.61 6.8 124.9 161 4 127
J H 6.53 6.7 124.3 160 3.8 128
J E 6.08 6.8 117.5 154 124
J C 5.53 5.5 101.3 183 3 99
K S 6.08 7.4 125.7 158 3.5 126
K H 5.92 7.3 124.8 158 3.2 125
K E 5.61 7.2 119.9 153 123
K C 4.81 5.9 101 179 2.5 98
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CHAT SPECIMEN CO2 CALCIUM PHOSPHATE PROTEINES ALBUMINE  ALAT PAL

(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (g/L) (g/L) (UL) (UlL)
A S 18 24 1.29 61.8 31.5 40 31
A H 18 2.39 1.25 62.2 31 32 30
A E 16 1.23 60.1 33.3 40 10
A C 13 1.19 1.05 54.1 32.1 41 23
B S 16 2.52 1.41 69.1 35 48 43
B H 17 2.51 1.35 68.8 34 39 41
B E 17 1.32 66.9 36.4 48 12
B C 14 1.2 1.12 58.6 35.5 45 30
C S 17 241 1.29 70.4 331 34 23
C H 18 244 1.28 71.8 33.2 22 24
C E 16 1.26 70.6 36 32 10
C C 13 1.11 1.03 60.4 35.1 30 18
D S 18 2.42 13 70.3 32.2 60 27
D H 19 24 1.21 70.2 32.3 51 25
D E 17 1.19 68.4 34.2 61 11
D C 11 0.86 0.92 56.3 34 52 17
E S 17 2.4 1.34 63.3 31.6 73 24
E H 16 2.4 1.34 63.4 31.2 66 23
E E 15 1.32 62.1 33.4 73 10
E C 13 1.16 1.11 54.3 32.5 67 18
F S 17 2.52 1.16 64.9 32.8 55 22
F H 17 25 1.11 65.5 32.6 47 21
F E 16 1.11 63.7 35 57 12
F C 13 1.22 0.93 55.8 34 51 18
G S 17 2.43 1.39 62.4 30.7 47 20
G H 16 2.43 13 63.4 30.3 39 20
G E 15 1.26 62.3 33 47 12
G C 12 1.11 1.07 54.6 324 43 17
H S 18 24 1.1 62.5 29.3 44 34
H H 18 2.39 1.07 63.4 29.1 37 34
H E 17 1.05 62.6 30.9 45 12
H C 15 1.1 0.88 54.1 31 42 25
I S 17 2.48 1.19 65.8 31.3 74 16
I H 17 2.44 1.13 65.4 30.4 65 15
I E 17 1.11 64.1 32.6 74 10
I C 13 1.22 0.96 57.1 32.3 68 13
J S 12 2.58 1.31 74.9 39.7 69 31
J H 12 2.58 1.28 74.6 38.6 58 25
J E 11 1.23 68 41.6 64 13
J C 9 1.11 1.03 60.1 40.2 58 21
K S 12 2.53 1.33 70.5 34.5 55 41
K H 13 2.52 1.28 69.4 33.3 52 34
K E 12 1.23 66.1 37.3 56 14
K C 11 1.13 1.03 60.2 35.9 55 24
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ANNEXE 4 : Résultats de I'étude de I'effet de la amgélation du plasma hépariné a -20°C

TEMPS CHAT GLUCOSE UREE CREATININE SODIUM POTASSIUM  CHLORE
(mois) (mmol/L) (mmol/L) (umol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
0 A 4.18 7.2 105.6 155 3.5 125
0 B 4.45 7.7 131 156 3.6 124
0 Cc 4.56 7 124.5 157 3.4 125
0 D 4.43 7 105.2 160 3.3 125
0 E 4.46 7.4 98.2 157 3.4 126
0 F 4.38 7 124.1 156 3.6 126
0 G 4.41 7 91.9 156 3.5 127
0 H 4.56 6.4 123.9 157 3.3 127
0 | 4.33 7 118.6 156 3.4 126
0 K 5.92 7.3 124.8 158 3.2 125
0 J 6.53 6.7 124.3 160 3.8 128
1 A 4.31 7 104.6 153 3.5 126
1 B 4.58 7.6 131.8 153 3.6 124
1 Cc 4.67 6.8 125.8 155 3.5 126
1 D 4.53 7.2 105.5 157 3.3 126
1 E 4.62 7.3 99.4 153 3.4 126
1 F 4.32 6.9 123.6 155 3.6 126
1 G 4.56 6.9 92.2 154 3.5 128
1 H 4.58 6.6 124.7 155 3.3 128
1 | 4.36 7.4 119.8 155 3.3 127
1 K 6.08 7.5 126.4 152 3.2 126
1 J 6.54 6.7 122.5 153 3.7 129
3 A 4.23 7.3 104.7 151 3.4 124
3 B 4.41 7.7 129.6 150 3.6 122
3 Cc 4.57 7 122.6 153 3.4 125
3 D 4.43 7.3 102.8 154 3.3 125
3 E 4.46 7.5 95.9 152 3.4 123
3 F 4.25 7.2 123 150 3.5 126
3 G 4.37 7 88.5 148 3.3 125
3 H 4.5 6.7 122.5 152 3.3 125
3 | 4.26 7.4 116.9 149 3.2 126
3 K 5.89 7.5 125.7 150 3.1 125
3 J 6.33 6.9 121.3 154 3.7 126
6 A 4.19 7.3 107.6 155 3.5 126
6 B 4.13 7.7 137.5 157 3.7 126
6 C . . . . . .
6 D 4.36 7.2 105.7 157 3.3 125
6 E 4.46 7.5 99.9 156 3.5 127
6 F 4.24 7.1 128.3 158 3.7 127
6 G 4.46 7 94 . . 129
6 H . . . . . .
6 | 4.22 7.3 121.4 156 3.4 127

6 K

6 J . . . . . .
12 A 4.27 7.1 106.5 154 3.4 125
12 B 4.46 7.4 133.8 154 3.6 122
12 Cc 4.7 6.8 127.3 157 3.5 127
12 D 4.23 6.8 99.7 148 3.2 120
12 E 4.57 7.2 100 155 3.4 127
12 F 4.12 6.7 122.9 154 3.5 124
12 G 4.48 6.8 93.3 157 3.4 128
12 H 4.24 6.4 119.8 149 3.2 124
12 | 4.25 7.3 119.9 156 3.4 128
12 K 5.64 7.4 125 156 3.2 126
12 J
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TEMPS 1 CO» CALCIUM PHOSPHATE PROTEINES ALBUMINE ALAT  PAL

(mois) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (g/L) (g/L) (U/L) (U/L)
0 A 18 2.39 1.25 62.2 31 32 30
0 B 17 2.51 1.35 68.8 34 39 41
0 C 18 2.44 1.28 71.8 33.2 22 24
0 D 19 2.4 1.21 70.2 32.3 51 25
0 E 16 2.4 1.34 63.4 31.2 66 23
0 F 17 2.5 1.11 65.5 32.6 47 21
0 G 16 2.43 1.3 63.4 30.3 39 20
0 H 18 2.39 1.07 63.4 29.1 37 34
0 | 17 2.44 1.13 65.4 30.4 65 15
0 K 13 2.52 1.28 69.4 33.3 52 34
0 J 12 2.58 1.28 74.6 38.6 58 25
1 A 17 2.38 1.22 61.2 30.1 33 30
1 B 16 2.51 1.31 67.7 33.1 41 41
1 C 17 2.48 1.25 71.4 32.8 24 24
1 D 17 2.45 1.19 68 31.6 51 25
1 E 15 2.44 1.3 64.1 30.7 58 23
1 F 16 2.52 1.08 63.8 32.3 43 20
1 G 15 2.47 1.27 63.3 30.4 42 18
1 H 15 2.42 1.05 63.6 29.7 39 33
1 | 16 2.51 1.11 65.8 30.5 62 14
1 K 12 2.47 1.23 70.5 33.2 53 30
1 J 12 2.48 1.24 77.1 37.9 64 20
3 A 16 2.35 1.24 61.8 30.3 32 29
3 B 14 2.42 1.31 67 33.7 37 40
3 Cc 15 2.36 1.24 74 31.9 25 22
3 D 16 2.35 1.19 68.4 31.3 41 24
3 E 14 2.32 1.29 63.6 29.8 53 22
3 F 15 2.38 1.08 66.3 32 36 20
3 G 14 2.3 1.26 65.9 28.7 35 17
3 H 15 2.35 1.07 63.2 29 33 32
3 | 15 2.34 1.1 68.9 29.6 51 13
3 K 11 2.35 1.24 71.8 33.3 46 30
3 J 10 2.42 1.27 73.9 36.4 57 19
6 A 15 2.43 1.27 62.3 30.8 34 28
6 B 14 2.52 1.39 69.2 34 38 39
6 C . . . . . . .
6 D 15 2.42 1.22 67.7 31 41 23
6 E 13 2.42 1.37 64.2 31 54 22
6 F 15 2.47 1.13 65.2 32.9 39 20
6 G 11 2.47 1.33 64 31 37
6 H . . . . . . .
6 | 15 2.45 1.16 65.9 30.6 51 14
6 K
6 J . . . . . . .
12 A 13 2.33 1.2 61.6 28.7 18 26
12 B 12 2.42 1.36 66.2 31.7 19 36
12 C 13 2.44 1.32 71.8 32.4 10 22
12 D 12 2.13 1.15 62.3 26.9 19 20
12 E 11 2.3 1.35 62.6 29.9 32 22
12 F 13 2.34 1.11 66.1 30.2 21 19
12 G 11 2.36 1.34 63.7 29.7 21 18
12 H 12 2.18 1.05 60.7 26.7 17 26
12 | 13 2.38 1.16 65.7 28.8 32 13
12 K 8 2.39 1.29 67.9 31 23 28
12 J
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ANNEXE 5 : Résultats de I'étude de I'effet de la amyélation du sérum a -20°C

TEM.PS CHAT GLUCOSE UREE CREATININE SODIUM POTASSIUM CHLORE
(mois) (mmol/L) (mmol/L) (umol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
0 A 4.16 7.2 104.7 155 3.8 126
0 B 4.33 7.7 133.1 157 4 124
0 C 4.49 6.9 124.5 157 3.6 125
0 D 4.15 7.1 104.2 159 3.9 125
0 E 4.47 7.4 96.8 157 3.5 125
0 F 4.27 6.8 124 157 4 126
0 G 4.19 6.9 92.6 156 4.1 126
0 H 4.31 6.4 123.7 157 3.7 126
0 | 4.27 7 119.2 157 4.1 126
0 K 6.08 7.4 125.7 158 3.5 126
0 J 6.61 6.8 124.9 161 4 127
1 A 4.32 7.3 106.3 153 3.8 126
1 B 4.41 7.6 133.4 155 4 125
1 C 4.6 6.8 126.5 156 3.7 126
1 D 4.26 7.2 105.4 156 3.9 125
1 E 4.64 7.4 99 154 3.5 126
1 F 4.28 7.1 123.5 152 3.9 127
1 G 4.29 6.9 93.1 155 4.1 127
1 H 4.33 6.6 126.4 152 3.6 128
1 | 4.29 7.3 120.6 155 4.1 127
1 K 6.19 7.5 126.4 156 3.6 126
1 J 6.79 6.9 127 . . 129
3 A 4.28 7.6 105.2 145 3.6 126
3 B 4.38 7.8 134.1 154 4 124
3 Cc 4.66 7.3 128 158 3.7 128
3 D 4.25 7.4 105 156 3.9 125
3 E 4.6 7.6 99.1 154 3.5 125
3 F 4.27 7.2 125.9 154 3.9 126
3 G 4.28 7.1 92.4 153 4 126
3 H 4.32 6.8 125.5 155 3.7 126
3 | 4.3 7.3 120.7 156 4.1 127
3 K 6.09 7.5 127.8 156 3.6 124
3 J . . . . . .
6 A 4.19 7.4 109 157 3.9 127

6 B

6 C

6 D

6 E . . . . . .
6 F 4.14 7.1 130.6 157 4 127
6 G

6 H . . . . . .
6 | 4.02 7.2 116.8 152 4 124
6 K

6 J . . . . . .
12 A 4.31 7.1 110 156 3.8 126
12 B 4.3 7.4 131.8 152 3.9 121
12 C 4.56 6.7 126.6 . . 127
12 D 4.3 7.1 108.2 158 3.9 126
12 E 4.57 7.3 102.7 157 3.5 127
12 F 4.21 6.8 128.5 156 4 128
12 G 4.21 6.8 94.6 156 4.1 128
12 H 4.29 6.8 129 157 3.7 129
12 | 4.22 7.3 120.9 157 4.1 129
12 K
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12

J

CALCIUM PHOSPHATE PROTEINES ALBUMINE

PAL

TEMPS CHAT CO: ALAT

(mois) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (g/L) (g/L) (U/L) (U/L)
0 A 18 2.4 1.29 61.8 31.5 40 31
0 B 16 2.52 1.41 69.1 35 48 43
0 C 17 2.41 1.29 70.4 33.1 34 23
0 D 18 2.42 1.3 70.3 32.2 60 27
0 E 17 2.4 1.34 63.3 31.6 73 24
0 F 17 2.52 1.16 64.9 32.8 55 22
0 G 17 2.43 1.39 62.4 30.7 47 20
0 H 18 2.4 1.1 62.5 29.3 44 34
0 | 17 2.48 1.19 65.8 31.3 74 16
0 K 12 2.53 1.33 70.5 34.5 55 41
0 J 12 2.58 1.31 74.9 39.7 69 31
1 A 17 2.44 1.26 64.9 31.3 40 30
1 B 16 2.58 1.39 70.1 34.7 49 43
1 C 16 2.51 1.27 72.7 33.8 37 23
1 D 15 2.46 1.27 68.9 31.9 58 26
1 E 15 2.44 1.31 65.5 31.2 67 23
1 F 15 2.48 1.11 67.2 33 53 22
1 G 15 2.52 1.37 63.8 31 49 19
1 H 16 2.4 1.07 65.2 29.3 45 33
1 | 15 2.52 1.17 68.1 31.5 71 16
1 K 12 2.51 1.29 72.3 34.2 62 33
1 J 10 2.65 1.28 75.1 38.8 72 .
3 A 16 2.33 1.24 67.5 31 41 29
3 B 14 2.52 1.42 69.6 34.8 49 42
3 C 15 2.53 1.33 74.2 34.7 33 24
3 D 15 2.47 1.31 70.1 32.4 53 27
3 E 15 2.4 1.34 65.1 32 61 23
3 F 15 2.49 1.17 66.5 33.7 51 22
3 G 14 2.43 1.39 65.1 31.3 48 18
3 H 15 2.43 1.14 64.7 29.8 43 34
3 | 15 2.49 1.21 68 31.7 66 16
3 K 10 2.53 1.36 71.7 34 57 34
3 J . . . . . . .
6 A 14 2.43 1.32 63 31.3 37 29
6 B
6 C . .
6 D 12 69
6 E . . . . . . .
6 F 14 2.53 1.2 67.1 33.5 44 21
6 G
6 H . . . . . . .
6 | 14 2.43 1.19 65.6 30.3 57 14
6 K
6 J . . . . . . .
12 A 12 2.43 1.32 63.1 31 23 28
12 B 12 2.42 1.41 68.1 32 28 37
12 C 11 2.42 1.32 71.9 32.6 16 .
12 D 12 2.42 1.35 69.4 31.7 29 25
12 E 11 2.4 1.4 65.8 31.1 38 22
12 F 12 2.44 1.2 66.3 31.7 27 21
12 G 10 2.37 1.42 65.1 29.9 27 18
12 H 13 2.4 1.17 65 29.4 24 31
12 | 11 2.47 1.24 67.4 30.2 37 15
12 K
12 J
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ANNEXE 6 : Résultats de I'étude de I'effet du stockge du sang total a 20°C

CHAT TEMPS GLUCOSE UREE CREATININE  SODIUM  POTASSIUM CHLORE

(h) (mmol/L) (mmol/L) (umol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)

C 0 5.57 6.7 145.5 155 3.8 125
F 0 4.84 7 136.1 155 3.7 127
M 0 5.05 7.4 93.4 155 4.1 126
N 0 4.8 8.2 96.2 155 3.8 129
(0] 0 541 7.9 118 155 3.9 126
P 0 4.64 6.5 89.9 155 3.5 124
Q 0 4.48 8.6 109 155 3.7 126
E 0 5.04 7.7 107.9 155 3.6 127
C 6 4.69 6.6 150.6 154 3.7 126
F 6 3.71 6.8 140 155 3.6 126
M 6 4.05 7.2 97 154 3.9 125
N 6 3.6 8 98.2 156 3.7 127
(0] 6 4 7.8 122.1 154 3.8 126
P 6 3.67 6.4 89 155 3.4 124
Q 6 3.89 8.4 112.3 154 3.8 125
E 6 4.18 7.6 111.3 154 3.6 128
C 24 1.94 6.5 151.1 157 4.1 124
F 24 1.43 6.7 139.3 156 3.9 125
M 24 1.29 7 97.4 155 4 124
N 24 0.9 7.9 102.7 158 3.8 126
(0] 24 0.55 7.6 122.6 157 3.9 125
P 24 0.93 6.3 90.9 157 3.5 123
Q 24 1.83 8.3 112.3 156 4 126
E 24 1.24 7.4 112 156 3.6 127
C 48 0.55 6.4 152.1 157 4.2 123
F 48 0.55 6.6 140.1 155 4 125
M 48 0.55 7.1 96.2 154 4.4 124
N 48 0.55 8 101.2 157 4.1 127
(0] 48 0.55 7.7 123.3 156 4.5 124
P 48 0.55 6.3 90.1 156 3.9 122
Q 48 1 8.3 112.4 155 4 124
E 48 0.55 7.4 111.4 158 3.9 125
C 168 0.55 6.6 146.7 155 4.5 122
F 168 0.55 6.8 137.7 155 4.3 125
M 168 0.55 7.2 93.6 154 4.7 123
N 168 0.55 8 97.8 154 4.5 125
(0] 168 0.55 7.9 119.1 154 4.8 122
P 168 0.55 6.6 87.3 156 4.1 121
Q 168 0.55 8.5 111.8 154 4.3 124
E 168
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CHAT TEMPS CO; CALCIUM  PHOSPHATE PROTEINES ALBUMINE ALAT PAL
(h) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (g/L) (g/L) (U/L) (U/L)
C 0 17 2.47 1.01 76.2 33.7 34 32
F 0 17 2.47 0.97 66.4 31.8 57 24
M 0 17 2.46 1.27 69.5 31.8 43 27
N 0 16 251 1.13 66.5 33.3 48 28
O 0 17 2.45 1.27 72 32.6 64 29
P 0 21 2.43 131 66.9 32.8 40 41
Q 0 17 2.39 1.41 68.5 33.2 36 24
E 0 17 2.37 0.97 67 31.3 63 25
C 6 15 2.53 1.06 77.4 34.6 39 31
F 6 17 2.49 1.03 68.3 32.6 69 24
M 6 17 2.47 1.28 71.5 32.1 48 28
N 6 16 2.49 1.16 66.4 33.4 55 29
O 6 15 251 1.28 72.8 325 73 27
P 6 19 2.49 1.33 66.7 33.2 45 41
Q 6 16 2.37 1.44 69.9 33.9 42 23
E 6 15 2.46 0.99 68.1 31.9 71 24
C 24 15 2.55 1.15 79.6 35.9 31 49
F 24 17 25 1.11 69.6 33 69 25
M 24 17 2.47 1.33 71.8 32.8 53 27
N 24 14 2.54 1.19 68.7 34.5 57 27
(0] 24 14 25 1.37 74.5 33.5 70 27
P 24 18 2.48 1.42 68.2 335 47 39
Q 24 16 2.46 1.54 70.2 354 44 21
E 24 13 2.46 1 68.5 32.6 74 22
C 48 14 2.55 1.31 79.6 36.3 42 30
F 48 15 2.47 1.25 67.3 33.3 69 25
M 48 15 2.44 1.49 71.3 335 49 28
N 48 13 2.53 1.35 68.1 35.2 56 28
O 48 14 2.52 1.59 73.8 33.4 73 27
P 48 17 2.49 1.59 68.5 335 53 40
Q 48 15 2.43 1.64 71.1 355 45 25
E 48 14 2.47 1.19 70.2 334 76 20
C 168 17 2.52 2.09 81.1 37.3 53 25
F 168 16 2.48 1.79 68.8 34.1 70 25
M 168 17 2.45 2.16 72.7 34.3 60 24
N 168 16 2.47 1.99 69 35.6 62 27
o] 168 16 2.47 2.43 75.4 34.3 78 24
P 168 19 2.45 2.32 68.3 35.2 63 35
Q 168 15 2.42 2.27 72.2 36 52 21
E 168

101



ANNEXE 7 : Résultats de I'étude de I'effet du stocige du sang total a 4°C

TEMPS GLUCOSE UREE CREATININE SODIUM  POTASSIUM CHLORE

CHAT ") (mmolll)  (mmolll)  (umolL)  (mmolL)  (mmolL)  (mmol/L)
C 0 5.57 6.7 1455 155 3.8 125
F 0 4.84 7 136.1 155 3.7 127
M 0 5.05 7.4 93.4 155 41 126
N 0 48 8.2 96.2 155 3.8 129
0 0 5.41 7.9 118 155 3.9 126
P 0 4.64 6.5 89.9 155 35 124
Q 0 4.48 8.6 109 155 3.7 126
E 0 5.04 7.7 107.9 155 3.6 127
C 6 5.54 6.7 148.7 154 41 125
F 6 474 6.8 138.9 155 4 126
M 6 4.92 7.3 94.7 154 43 125
N 6 473 8.2 98.5 155 42 127
0 6 5.17 7.8 1195 154 42 126
P 6 457 6.5 91.8 154 3.9 124
Q 6 453 8.4 111.8 154 41 125
E 6 4.95 7.7 110.4 154 3.7 128
C 24 5.08 6.5 148.9 154 44 124
F 24 4.41 6.9 137.3 155 42 127
M 24 472 7.3 95.9 154 46 125
N 24 4.39 8.1 08 156 44 128
0 24 457 7.9 119.5 153 46 125
P 24 4.16 6.4 90.5 155 42 124
Q 24 421 8.5 111.4 154 42 126
E 24 4.56 7.6 109.6 155 41 127
C 48 474 6.6 148.2 155 45 125
F 48 4.09 6.8 139.4 153 42 126
M 48 4.41 7.1 95.5 153 47 124
N 48 4.04 8.1 97.8 155 44 126
0 48 3.97 7.8 121 155 48 127
P 48 3.56 6.4 91.2 155 42 124
Q 48 3.9 8.4 110.9 154 43 125
E 48 417 7.7 110.1 157 42 128
C 168 3.19 6.6 1451 154 46 124
F 168 2.45 6.8 137.7 155 44 126
M 168 3.03 7.1 95.9 153 47 126
N 168 2.15 8.2 08 157 45 127
0 168 1.41 7.7 1217 155 49 125
p 168 1.87 6.5 89.5 155 43 124
Q 168 2.62 8.3 111.9 155 45 126
E 168
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CHAT TEMPS CO; CALCIUM PHOSPHATE PROTEINES ALBUMINE ALAT PAL
(h) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (g/L) (g/L) (U/L) (U/L)
C 0 17 2.47 1.01 76.2 33.7 34 32
F 0 17 2.47 0.97 66.4 31.8 57 24
M 0 17 2.46 1.27 69.5 318 43 27
N 0 16 251 1.13 66.5 33.3 48 28
O 0 17 2.45 1.27 72 32.6 64 29
P 0 21 2.43 131 66.9 32.8 40 41
Q 0 17 2.39 1.41 68.5 33.2 36 24
E 0 17 2.37 0.97 67 313 63 25
C 6 16 2.47 1.04 74.9 33.6 35 31
F 6 18 2.46 0.97 66.4 32 58 24
M 6 18 2.43 1.25 69.8 31.9 39 28
N 6 17 2.48 1.13 66.8 33.7 49 29
O 6 17 2.48 1.28 71.7 31.8 66 27
P 6 19 2.47 1.33 65.3 32.2 41 41
Q 6 16 2.36 1.38 68.6 34 39 23
E 6 16 2.46 0.99 66.5 317 64 22
C 24 16 2.49 1.05 75.6 33.9 35 29
F 24 18 2.47 1.01 68.5 32.2 61 25
M 24 19 2.43 1.28 70.9 32.9 44 28
N 24 17 2.48 1.16 67.7 33.6 51 29
(0] 24 16 2.45 131 71.3 31.9 68 28
P 24 19 2.47 1.35 65.2 323 43 41
Q 24 16 241 1.42 68.7 34 38 24
E 24 16 2.43 1.01 66.7 315 65 22
C 48 16 2.47 1.07 76.5 345 38 31
F 48 18 2.45 1.01 66.1 325 57 25
M 48 18 2.44 131 69.5 32.2 44 29
N 48 16 2.49 1.17 66.9 33.4 52 29
(0] 48 15 2.45 1.33 71.9 32.1 70 28
P 48 18 2.44 1.38 66.9 321 46 39
Q 48 16 2.36 1.43 69 34.2 39 23
E 48 15 2.45 1.02 69 32.6 71 16
C 168 15 2.43 1.14 76.2 34.6 40 26
F 168 18 2.45 1.06 68.7 32.4 63 22
M 168 18 2.43 1.36 70.3 33.4 46 26
N 168 17 2.46 1.22 66.5 34.6 54 27
(0] 168 14 2.45 1.43 73.2 33.2 75 25
P 168 18 241 1.48 68 34.3 53 31
Q 168 16 2.39 1.53 70 34.8 43 22
E 168
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ANNEXE 8 : Résultats de I'étude de I'effet du stockge du plasma hépariné a 20°C

TEMPS GLUCOSE UREE CREATININE  SODIUM  POTASSIUM  CHLORE

CHAT ")~ (mmoll)  (mmol)  (umoll)  (mmoll)  (mmol)  (mmoliL)
C 0 557 6.7 1455 155 3.8 125
F 0 4.84 7 136.1 155 3.7 127
M 0 5.05 7.4 93.4 155 41 126
N 0 48 8.2 96.2 155 3.8 129
o 0 5.41 7.9 118 155 3.9 126
p 0 4.64 6.5 89.9 155 35 124
Q 0 4.48 8.6 109 155 3.7 126
E 0 5.04 7.7 107.9 155 3.6 127
C 6 5.31 6.8 150.3 154 3.8 124
F 6 4.87 6.8 138.9 154 3.6 125
M 6 5.18 7.3 95.8 154 4 124
N 6 4.86 8.2 97.9 156 3.8 127
o 6 5.43 7.9 118.8 154 3.9 127
p 6 47 6.5 90.1 155 35 124
Q 6 4.67 8.4 111.2 156 3.7 125
E 6 5.01 7.8 108.3 154 3.6 127
C 24 5.32 6.6 147 155 3.8 124
F 24 4.88 6.8 138.4 153 3.6 126
M 24 5.06 7.2 95.6 153 4 125
N 24 49 8.1 98.9 154 3.8 127
o 24 5.34 7.8 119.6 154 3.9 127
p 24 474 6.5 88.3 153 3.4 124
Q 24 4.47 8.5 111.9 153 3.9 127
E 24 5.02 7.8 110.3 153 35 128
C 48 5.04 6.6 146.3 153 3.8 124
F 48 481 6.8 137.4 153 3.6 126
M 48 5.06 7.2 94.1 152 4 125
N 48 479 8.2 99.1 155 3.8 127
o 48 5.38 7.9 1205 154 3.9 126
p 48 472 6.5 88.4 154 3.4 124
Q 48 4.48 8.6 110.8 154 3.9 126
E 48 5.12 7.6 109.8 153 35 127
C 168 5.37 6.6 145.9 153 3.8 125
F 168 48 6.9 134.9 153 3.6 128
M 168 4.94 7.2 95.4 151 4 126
N 168 471 8.2 97.1 154 3.8 129
o 168 49 7.8 118.8 153 3.9 128
p 168 4.56 6.4 88.5 153 3.4 124
Q 168 451 8.6 1125 152 3.8 127
E 168 5.03 7.7 108.7 154 3.6 128

104



CHAT TEMPS CO; CALCIUM  PHOSPHATE PROTEINES ALBUMINE  ALAT PAL
(h) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (g/L) (g/L) (U/L) (U/L)

C 0 17 2.47 1.01 76.2 33.7 34 32
F 0 17 2.47 0.97 66.4 31.8 57 24
M 0 17 2.46 1.27 69.5 31.8 43 27
N 0 16 251 1.13 66.5 33.3 48 28
@) 0 17 2.45 1.27 72 32.6 64 29
P 0 21 2.43 1.31 66.9 32.8 40 41
Q 0 17 2.39 141 68.5 33.2 36 24
E 0 17 2.37 0.97 67 313 63 25
C 6 17 251 1.02 76 34.3 38 28
F 6 17 2.47 0.97 66.5 31.8 68 25
M 6 17 2.46 1.26 69.6 31.7 47 28
N 6 16 25 1.13 66.5 335 55 28
@) 6 16 2,52 1.27 71.5 31.4 75 27
P 6 20 2.46 131 65.2 32.3 47 40
Q 6 17 2.39 141 67.4 33.7 41 25
E 6 16 2.48 0.98 66.3 315 73 26
C 24 17 2.53 1.04 76.4 33.9 39 27
F 24 17 2.49 0.98 68 31.7 67 24
M 24 17 2.49 1.27 69.9 31.7 53 27
N 24 16 25 1.13 66.9 33.4 57 28
o 24 16 2.53 1.28 70.8 31 72 28
P 24 19 2.44 1.32 66.4 32.7 49 40
Q 24 17 2.44 1.46 68.2 335 46 26
E 24 17 2.44 0.99 67.2 31.6 78 23
C 48 16 25 1.05 76.5 33.9 44 26
F 48 16 251 1 68.1 32 69 25
M 48 17 2.47 1.28 69.8 32.2 53 28
N 48 16 252 1.16 67.2 33.2 57 28
o 48 15 2.49 1.29 71.5 315 76 28
P 48 19 25 1.34 67 325 50 40
Q 48 15 2.42 1.45 68.5 34.2 46 26
E 48 16 2.44 1 68.7 315 73 22
C 168 15 25 1.26 77.1 34.1 45 26
F 168 16 2.48 1.15 66.7 32.3 66 24
M 168 16 252 1.45 70.6 31.8 58 27
N 168 15 25 1.33 66.4 33.4 59 28
o 168 14 2.47 1.46 72 314 77 26
P 168 18 2.47 1.53 65.5 323 49 39
Q 168 15 2.42 1.56 68.5 33.6 46 26
E 168 16 2.44 1.18 66.9 313 71 22
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ANNEXE 9 : Résultats de I'étude de I'effet du stocige du plasma hépariné a 4°C

TEMPS GLUCOSE UREE CREATININE SODIUM  POTASSIUM  CHLORE

CHAT ) (mmolll)  (mmoll)  (umollL)  (mmoll)  (mmoll)  (mmoliL)
C 0 557 6.7 1455 155 3.8 125
F 0 4.84 7 136.1 155 3.7 127
M 0 5.05 7.4 93.4 155 41 126
N 0 48 8.2 96.2 155 3.8 129
o 0 5.41 7.9 118 155 3.9 126
p 0 4.64 6.5 89.9 155 35 124
Q 0 4.48 8.6 109 155 3.7 126
E 0 5.04 7.7 107.9 155 3.6 127
C 6 5.28 6.7 148.1 154 3.7 123
F 6 4.84 6.8 136.3 155 3.7 126
M 6 5.17 7.2 96.2 155 4 125
N 6 4.85 8.1 97.9 156 3.8 127
o 6 5.56 8 120.9 154 3.9 126
p 6 471 6.5 89.9 155 3.6 123
Q 6 458 8.5 112.1 155 3.8 125
E 6 5.09 7.7 109.8 155 3.6 126
C 24 5.04 6.6 147.2 154 37 123
F 24 4.88 6.8 138.4 155 3.6 126
M 24 5.12 7.3 95.9 153 41 126
N 24 49 8.1 99.4 156 3.8 128
o 24 5.54 7.8 121 154 3.9 127
p 24 47 6.6 90.4 155 3.6 124
Q 24 4.46 8.4 110.9 155 3.8 127
E 24 5.1 7.7 109.7 154 3.6 127
C 48 5.26 6.6 1483 154 37 124
F 48 491 6.8 138.4 155 3.6 126
M 48 5.08 7.2 94.1 152 4 125
N 48 4.87 8.1 97.9 156 3.8 127
o 48 5.58 7.8 121 156 3.9 126
p 48 4.69 6.5 90 156 3.6 124
Q 48 4.48 8.5 111 154 3.8 125
E 48 5.1 75 110.3 155 3.6 127
C 168 5.25 6.6 146.8 153 37 124
F 168 479 6.9 133.8 153 3.6 127
M 168 5.03 7.1 93 150 4 125
N 168 479 8.1 95.4 153 3.8 128
0 168 5.6 7.9 119.3 154 3.9 127
p 168 4.63 6.4 89 153 3.4 123
Q 168 4.56 8.5 112.3 155 3.7 127
E 168 5.1 7.7 108.8 154 3.6 127
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CHAT TEMPS CO; CALCIUM PHOSPHATE PROTEINES ALBUMINE  ALAT PAL
(h) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (g/L) (g/L) (U/L) (U/L)

C 0 17 2.47 1.01 76.2 33.7 34 32
F 0 17 2.47 0.97 66.4 31.8 57 24
M 0 17 2.46 1.27 69.5 31.8 43 27
N 0 16 251 1.13 66.5 33.3 48 28
O 0 17 2.45 1.27 72 32.6 64 29
P 0 21 2.43 1.31 66.9 32.8 40 41
Q 0 17 2.39 141 68.5 33.2 36 24
E 0 17 2.37 0.97 67 313 63 25
C 6 17 2.48 1.01 76.1 335 32 27
F 6 19 2.49 0.95 66.8 31.6 59 25
M 6 18 2.42 1.25 69.9 31.3 45 28
N 6 16 2.49 1.12 66.9 33.2 50 29
O 6 17 2.48 1.26 71 311 65 28
P 6 21 2.47 131 65.2 32 44 40
Q 6 18 2.38 1.43 68.7 33.6 38 26
E 6 17 2.44 0.97 66.6 311 62 24
C 24 17 2.48 1.02 75.6 33.4 32 25
F 24 18 251 0.96 67.2 31.8 56 24
M 24 19 2.47 1.25 69.3 315 44 27
N 24 18 25 1.12 66.4 32.6 50 28
O 24 17 2.49 1.27 71 31.4 66 28
P 24 21 2.46 131 65.8 315 45 40
Q 24 17 2.39 1.43 67.7 33.9 41 26
E 24 18 241 0.98 66.3 30.7 67 26
C 48 17 2.48 1.02 76 33.2 33 25
F 48 18 2.49 0.97 67.2 31.3 58 25
M 48 18 2.42 1.24 67.9 31.3 43 28
N 48 17 2.49 1.12 67.2 32.7 49 29
O 48 17 2.47 1.26 71.6 31.4 68 27
P 48 20 2.47 131 66 31 50 39
Q 48 18 241 1.43 68.5 335 40 27
E 48 17 2.45 0.98 67.9 311 67 25
C 168 19 2.47 1.05 78.3 33.3 36 24
F 168 17 2.49 0.97 65.7 31.2 61 25
M 168 18 241 1.25 68.8 30.9 46 27
N 168 18 2.43 1.13 64.2 31.8 51 28
(0] 168 16 2.47 1.28 70.1 311 70 28
P 168 20 24 131 63.9 31 47 39
Q 168 16 241 141 68.2 33.7 41 26
E 168 18 2.42 1 67.4 30.8 70 25
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ANNEXE 10 : Résultats de I'étude des variations caadiennes chez les chats a jefRériode 1=
1°®séance de prélévement ; Période®¥2@éance de prélévement)

TEMPS

GLUCOSE UREE  CREATININE SODIUM  POTASSIUM
CHAT  APRES '('f) PERIODE ol (mmol/L) (umol/L) (mmol/L) (mmol/L)
A 0 1 39 6.6 1005 154 38
A 2 1 4.01 6.5 108.3 153 3.7
A 4 1 3.84 6.9 118.1 151 36
A 6 1 3.93 71 122.9 151 41
A 8 1 4.03 7.7 128.7 152 36
A 10 1 38 8 131.6 152 3.7
A 12 1 38 8.2 134.6 153 3.7
M 0 1 415 6.3 96.1 153 35
M 2 1 42 6.6 99.8 150 31
M 4 1 412 6.8 108.1 153 3.2
M 6 1 4.19 6.6 100.8 151 3.4
M 8 1 431 6.7 100.9 153 33
M 10 1 4.19 6.7 99.8 153 3.1
M 12 1 4.09 6.8 99.9 151 36
E 0 1 431 65 102.7 152 34
E 2 1 4.38 6.7 110.7 149 3.4
E 4 1 4.49 7.3 118.2 153 33
E 6 1 4.41 7.2 113.6 152 3.9
E 8 1 413 7.3 109.1 154 34
E 10 1 4.22 7.4 108.8 154 3.4
E 12 1 4.43 71 105.5 154 3
L 0 1 4.05 6.9 118.6 153 36
L 2 1 4.06 6.8 129.5 153 35
L 4 1 4.05 7.4 135.7 152 35
L 6 1 4.18 7.4 136.1 153 3.6
L 8 1 4.09 7.8 136.7 153 34
L 10 1 412 7.6 131 152 3.8
L 12 1 4.06 7.8 1285 153 35
F 0 2 416 6.4 114.6 154 38
F 2 2 4.38 6.8 128 154 3.6
F 4 2 411 7.3 137.2 155 34
F 6 2 451 7.4 140.4 154 3.7
F 8 2 4.23 7.7 143.4 155 36
F 10 2 4.25 7.8 143.9 153 36
F 12 2 48 7.9 153.8 158 4
o 0 2 4.76 8.2 945 152 42
0 2 2 4.94 7.7 99.9 153 41
o 4 2 4.96 7.7 1135 154 41
0 6 2 4.81 7.9 120.2 155 4
o 8 2 457 8.3 126.7 155 4
o 10 2 4.79 8.6 131.4 155 38
0 12 2 48 8.7 131.2 156 3.9
P 0 2 421 58 718 154 34
P 2 2 431 6.3 81.1 155 3.2
P 4 2 3.95 6.9 85.1 156 35
P 6 2 4 71 84.4 156 38
P 8 2 3.87 7.4 83.8 156 3.4
P 10 2 3.97 7.4 80.9 157 33
P 12 2 4.07 7.4 79.6 156 2.9
0 0 2 4.41 77 124.1 154 38
Q 2 2 4.36 8 143.9 154 3.8
Q 4 2 4.07 8.4 158.9 154 3.8
Q 6 2 431 8.9 161.6 154 35

Q 8 2 . . . . .
Q 10 2 4.06 9.3 162.2 155 31
Q 12 2 4.2 9.4 158.4 155 33
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TEMPS

CHLORE  CO, CALCIUM  PHOSPHATE CHOLESTEROL
CHAT - APRES '(-5 PERIODE  (1molil)  (mmol)  (mmoliL) (mmol/L) (mmol/L)
A 0 1 123 18 228 1.29 337
A 2 1 123 17 231 114 3.25
A 4 1 123 18 2.25 114 3.05
A 6 1 122 17 2.36 1.24 3.4
A 8 1 122 17 2.29 1.18 3.17
A 10 1 123 18 2.29 117 3.05
A 12 1 122 17 2.34 1.19 3.2
M 0 1 122 18 235 119 321
M 2 1 121 16 2.28 114 3.07
M 4 1 123 18 2.29 112 2.9
M 6 1 121 18 2.32 1.12 3.05
M 8 1 122 18 23 1.04 2.96
M 10 1 123 17 231 1.06 2.91
M 12 1 123 18 2.25 1.04 28
E 0 1 122 16 232 112 2.89
E 2 1 121 15 2.34 1.08 2.79
E 4 1 123 16 2.38 113 2.82
E 6 1 122 16 237 1.23 2.84
E 8 1 123 17 2.35 114 2.74
E 10 1 123 18 2.41 1.25 2.79
E 12 1 123 17 2.33 1.15 2.74
L 0 1 122 17 243 124 4.09
L 2 1 124 17 2.45 1.16 4.09
L 4 1 123 17 2.42 1.26 3.94
L 6 1 122 16 252 131 4.34
L 8 1 124 18 2.43 1.37 3.93
L 10 1 122 16 25 1.43 411
L 12 1 122 18 2.42 1.32 3.76
F 0 2 123 16 2.44 0.97 351
F 2 2 123 16 2.46 1.01 3.4
F 4 2 123 17 2.46 1 3.36
F 6 2 123 17 2.47 1.04 35
F 8 2 122 17 2.47 1.07 3.33
F 10 2 122 17 2.48 113 3.38
F 12 2 123 16 254 1.19 3.62
0o 0 2 123 13 2.39 141 4.06
0 2 2 122 13 2.38 1.22 4.01
0 4 2 124 16 2.45 1.24 4.01
0 6 2 124 15 2.48 131 3.94
0 8 2 124 17 2.46 1.27 3.88
0 10 2 123 18 2.47 1.33 3.96
0 12 2 123 16 25 131 4.03
P 0 2 120 19 2.41 131 2.75
P 2 2 120 18 2.48 1.26 2.77
P 4 2 120 18 2.47 13 2.68
P 6 2 121 19 2.48 14 2.74
P 8 2 122 19 2.43 1.33 2.49
P 10 2 121 18 2.45 14 2.65
P 12 2 121 19 2.42 1.49 252
Q 0 2 121 16 237 132 4.29
Q 2 2 122 16 2.42 1.28 4.09
Q 4 2 122 16 2.46 1.7 4.05
Q 6 2 123 17 2.48 1.27 4.03

Q 8 2 . . . . .
Q 10 2 122 18 254 1.08 3.98
Q 12 2 121 17 253 1.23 4.04
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TEMPS

TRIGLYCERIDES ~PROTEINES ALBUMINE ALAT  PAL
CHAT APRES (LS PERIODE (mmol/L) (/L) (/L) UL (UL

A 0 1 03 603 303 50 21
A 2 1 0.34 55.9 28.4 52 28
A 4 1 0.27 54.5 27 50 23
A 6 1 0.34 61.5 30.8 55 27
A 8 1 0.28 55.8 27.9 57 29
A 10 1 0.26 54.8 272 56 26
A 12 1 0.27 56.6 28.3 57 30
M 0 1 0.24 614 27 81 26
M 2 1 0.27 59.5 26.3 78 27
M 4 1 0.22 58.4 26 80 26
M 6 1 0.24 61.8 275 81 24
M 8 1 0.23 59.5 26.8 7 2
M 10 1 0.21 58.4 26.7 75 28
M 12 1 0.2 57 255 76 25
E 0 1 0.26 62.3 29 73 20
E 2 1 0.32 60.8 28.1 69 23
E 4 1 0.28 61.7 28.9 7 2
E 6 1 0.29 62.1 295 75 23
E 8 1 0.24 60.1 28.1 75 23
E 10 1 0.24 62.6 20.6 76 24
E 12 1 0.26 61.8 28.8 75 24
L 0 1 025 62.4 28.9 91 18
L 2 1 0.28 60 272 86 27
L 4 1 0.21 5.2 275 83 26
L 6 1 0.32 65.3 30.7 92 2
L 8 1 0.24 59.6 277 86 26
L 10 1 0.32 64.5 30.1 90 24
L 12 1 0.23 59 276 85 24
F 0 2 0.35 62.7 306 63 23
F 2 2 0.29 61.9 30.3 64 22
F 4 2 0.25 60.4 30.1 64 22
F 6 2 0.31 63.6 313 69 21
F 8 2 0.23 61.9 30.2 64 21
F 10 2 0.26 62.2 30.9 6 21
F 12 2 0.29 66.9 335 70 19
o 0 2 037 67.9 30.2 64 23
0 2 2 0.3 66.9 30.6 65 26
0 4 2 0.33 68.3 31 68 23
o 6 2 0.32 66.3 30 63 22
o 8 2 0.29 65.9 305 69 26
0 10 2 0.27 67.8 311 70 28
o 12 2 0.31 69 316 67 25
P 0 2 028 60.4 304 50 36
P 2 2 0.33 61.5 313 48 36
P 4 2 0.33 60.9 31 52 32
P 6 2 0.32 62.2 318 52 33
P 8 2 0.26 59.8 30.3 56 29
P 10 2 0.26 61.3 314 55 35
P 12 2 0.25 58.2 29.7 53 35
Q 0 2 033 64.1 32 37 22
Q 2 2 0.27 62.9 316 38 21
Q 4 2 0.27 63.6 32.1 4 23
Q 6 2 0.42 63.1 322 0 2
Q 8 2 . . . . .

Q 10 2 0.3 64.9 336 50 22
Q 12 2 0.29 65.8 33.9 55 24
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ANNEXE 11 : Résultats de I'étude de I'effet du repa au cours de la journégPériode 1= ¥°
séance de prélévement ; Période*2£géance de prélévement)

TEMPS
coaT  APRESIE pemooe GLUCOSE | UREE . CREATNG - sopi - porassun
REPAS (h)
A 0 2 4.15 6.9 94.7 152 3.8
A 2 2 3.55 8.5 107 157 3.5
A 4 2 4.26 10.1 104.6 154 3.7
A 6 2 4.32 10.3 103.9 154 3.9
A 8 2 4.17 10.4 99.3 154 4
A 10 2 4.32 9.4 98.8 156 3.9
A 12 2 4.42 9.1 99.5 157 4.3
M 0 2 4.44 6 83.6 152 3.7
M 2 2 3.59 7.3 98.2 158 3.3
M 4 2 4.17 8.9 97.3 157 3.6
M 6 2 4.29 9.6 87 156 3.7
M 8 2 4.2 10.1 83 155 3.7
M 10 2 4.78 9.6 78.2 156 3.2
M 12 2 5.13 9.3 77.2 154 3.4
E 0 2 4.05 6.9 99.9 154 3.5
E 2 2 4.34 8.2 105 157 3.1
E 4 2 4.08 9.7 101.3 160 3.6
E 6 2 4.55 9.8 97.2 157 3.6
E 8 2 4.8 9.6 92 157 3.5
E 10 2 4.61 9.7 91.8 157 3.5
E 12 2 4.88 9.3 93.3 157 3.5
L 0 2 4.15 6.5 113.9 154 3.7
L 2 2 3.69 8.3 117.5 160 3.3
L 4 2 4.12 9.8 106.7 157 4
L 6 2 3.91 10.8 94.4 157 3.8
L 8 2 4.21 10.9 89.6 155 3.9
L 10 2 4.29 10.2 87.8 156 3.5
L 12 2 4.17 9.9 89.8 157 3.2
F 0 1 4.24 6.1 111.9 153 3.8
F 2 1 4.16 7.9 125.7 157 3.7
F 4 1 3.78 9.4 120.8 155 4.1
F 6 1 5.48 9.8 114.6 156 3.8
F 8 1 4.4 10.6 115.8 156 3.5
F 10 1 4.27 10.5 116.6 155 34
F 12 1 4.3 10.2 118.2 156 3.4
(0] 0 1 4.4 7.9 99.8 152 4
(0] 2 1 4.46 9.1 112.5 157 3.9
(0] 4 1 4.5 10.4 114 158 4.1
(0] 6 1 5.56 10.5 110.4 158 3.9
(6] 8 1 4.57 10.8 109.2 159 4.3
(0] 10 1 4.8 10.5 110.1 158 4.4
(0] 12 1 4.76 10.5 116 159 4.3
P 0 1 4.17 5.9 75.7 152 34
P 2 1 3.81 7.6 82.1 156 34
P 4 1 3.83 8.9 79.4 155 3.8
P 6 1 4.37 9.6 77 155 4.7
P 8 1 4.38 9.6 67.9 155 3.4
P 10 1 4.43 8.9 66 153 3.2
P 12 1 4.17 8.6 68 155 3.5
Q 0 1 4.33 7.5 130.9 154 3.9
Q 2 1 3.72 8.9 133 156 3.7
Q 4 1 3.77 10.5 131.6 157 3.9
Q 6 1 4,11 11.3 122.4 155 3.9
Q 8 1 4.47 11.6 115.6 156 4
Q 10 1 4.69 11.4 113.5 156 3.7
Q 12 1 4.66 11.2 110 155 3.8
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TEMPS

CHLORE co CALCIUM  PHOSPHATE CHOLESTEROL
CHAT ’QEE/ES (LS PERIODE 0 0/l)  (mmoll)  (mmoliL) (mmoliL) (mmol/L)
A 0 2 122 7 228 125 331
A 2 2 121 22 2.43 1.28 3.44
A 4 2 120 20 2.39 1.21 3.36
A 6 2 121 19 2.4 1.39 3.46
A 8 2 123 17 232 13 3.31
A 10 2 122 19 2.4 1.42 3.54
A 12 2 124 16 2.42 1.41 3.41
M 0 2 122 16 232 122 34
M 2 2 121 22 2.38 1.39 3.38
M 4 2 124 19 231 1.39 3.19
M 6 2 121 19 2.44 1.44 3.54
M 8 2 121 17 2.36 164 3.33
M 10 2 121 19 2.39 1.61 3.48
M 12 2 122 18 2.39 1.54 3.36
E 0 2 123 16 232 121 282
E 2 2 119 22 2.49 1.23 2.94
E 4 2 124 21 2.4 1.4 2.87
E 6 2 124 18 231 1.46 272
E 8 2 124 17 233 1.47 2.74
E 10 2 125 16 2.36 1.62 2.79
E 12 2 124 16 2.39 1.52 2.79
L 0 2 122 19 2.49 124 413
L 2 2 120 24 258 1.48 439
L 4 2 124 19 2.41 1.61 4
L 6 2 122 20 2.4 1.58 4.0
L 8 2 122 18 2.34 1.71 3.94
L 10 2 123 17 2.39 1.72 4.28
L 12 2 125 17 2.4 1.59 421
F 0 1 125 12 231 111 3.45
F 2 1 124 20 2.39 11 3.51
F 4 1 125 16 2.34 0.99 3.41
F 6 1 123 18 2.4 1 3.6
F 8 1 124 17 2.43 114 3.47
F 10 1 125 16 2.4 1.26 35
F 12 1 124 16 2.4 1.27 3.43
o 0 1 124 12 236 121 402
0 2 1 123 18 2.43 1.21 3.96
0 4 1 125 18 2.45 1.19 3.88
0 6 1 125 16 2.44 1.32 3.93
0 8 1 127 15 2.44 1.32 411
0 10 1 127 15 2.43 1.31 413
0 12 1 127 16 2.43 1.27 4.03
3 0 1 121 7 236 125 282
P 2 1 120 22 2.38 1.28 2.76
P 4 1 121 18 2.39 14 2.82
P 6 1 121 19 2.44 1.59 2.9
P 8 1 121 19 231 1.57 2.76
P 10 1 121 19 233 143 272
P 12 1 121 16 2.43 1.43 2.9
o) 0 1 122 7 243 125 431
Q 2 1 119 21 25 1.36 452
Q 4 1 119 20 253 1.39 44
0 6 1 119 18 2.45 1.49 433
Q 8 1 121 19 2.46 1.51 421
0 10 1 121 17 2.45 1.42 421
Q 12 1 122 16 2.41 1.32 4.03
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TEMPS

CHAT  APRESLE  pemiope  TRIGLYCERDES PROTEIES ALBUMINE  ALAT oy ()
REPAS (h)
A 0 2 0.27 57.3 28.1 52 28
A 2 2 0.73 60.1 30.1 56 30
A 4 2 0.9 57.6 29 52 32
A 6 2 0.75 60.1 29.9 54 31
A 8 2 0.59 58.5 29.2 54 26
A 10 2 0.47 61.6 314 56 27
A 12 2 0.63 58.8 29.1 55 30
M 0 2 0.25 61.9 27.9 61 26
M 2 2 0.32 63.4 28.1 60 26
M 4 2 0.33 58.5 26 55 25
M 6 2 0.29 66.5 30.1 59 20
M 8 2 0.45 63.8 28.6 61 23
M 10 2 0.36 63.6 28.5 61 25
M 12 2 0.37 61.9 27.8 64 24
E 0 2 0.23 61.6 28.3 82 25
E 2 2 0.47 66 314 86 29
E 4 2 0.44 63.7 29.9 81 26
E 6 2 0.25 61.8 28.6 78 23
E 8 2 0.4 61.7 28.6 75 21
E 10 2 0.38 62.2 29.2 77 27
E 12 2 0.32 63.9 29.7 73 23
L 0 2 0.26 62.5 28.9 90 25
L 2 2 0.53 65.8 311 93 26
L 4 2 0.6 59 27.7 86 22
L 6 2 0.98 61.7 29 85 25
L 8 2 0.97 58.8 27.4 83 22
L 10 2 0.62 61.9 29.3 85 24
L 12 2 0.48 63.4 29.3 89 24
F 0 1 0.31 61.2 29.6 50 18
F 2 1 0.78 62.4 311 51 24
F 4 1 0.61 60.9 29.4 50 23
F 6 1 0.63 62.1 31.3 53 22
F 8 1 0.51 60.5 29.5 50 23
F 10 1 0.55 61.1 30.3 54 23
F 12 1 0.52 59 29.3 48 24
0] 0 1 0.35 67.5 30.5 68 22
(6] 2 1 0.47 66.6 30.7 66 27
0] 4 1 0.5 65.7 30 69 24
(6] 6 1 0.51 65.3 29.9 64 24
0] 8 1 0.61 68.9 32 67 30
(6] 10 1 0.32 68.3 315 68 25
(6] 12 1 0.41 66.7 311 69 27
P 0 1 0.29 60.3 30.1 50 32
P 2 1 0.82 59.3 30.4 51 39
P 4 1 0.77 59.9 30.3 50 38
P 6 1 0.9 62.5 31.9 51 30
P 8 1 0.8 57.6 29.5 51 30
P 10 1 0.51 57.5 29.1 53 33
P 12 1 0.77 61.7 31.9 56 37
Q 0 1 0.28 64.2 33.2 42 18
Q 2 1 0.61 66.8 34.3 39 26
Q 4 1 0.73 66.6 34.5 43 20
Q 6 1 0.56 66.4 34.6 41 18
Q 8 1 0.65 62.8 331 41 24
Q 10 1 0.55 63.5 33.2 44 21
Q 12 1 0.53 60 31 43 26
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ANNEXE 12 : Résultats de la confirmation de I'étudede I'effet du repas sur la concentration
de créatinine et d'urée dans le plasma hépariné

TEMPS

CHAT APRESLE  PERIODE (nf]Jn'?c')‘:"'IE_) C'?EQZ:}T‘_')NE
REPAS (h)

A 0 1 6.4 777
A 2 1 7.6 97.5
A 4 1 9.9 103

A 6 1 10.3 105.5
A 8 1 10.4 97.1
A 10 1 9.8 94.3
A 12 1 9.4 97.3
E 0 1 6.2 79.3
E 2 1 7.6 95.6
E 4 1 9 97.1
E 6 1 9.4 91.9
E 8 1 9.7 88.1
E 10 1 9.8 95.4
E 12 1 9.3 95.7
F 0 1 6.8 101.9
F 2 1 8.2 134.7
F 4 1 10.3 135

F 6 1 11.3 128.4
F 8 1 11.4 1275
F 10 1 11.2 126.3
F 12 1 105 119.6
L 0 1 6.9 125.8
L 2 1 7.8 1416
L 4 1 8.9 1215
L 6 1 10.2 115.7
L 8 1 10.2 105.5
L 10 1 10.1 99.1
L 12 1 9.8 100

M 0 1 6.8 81.2
M 2 1 75 925
M 4 1 9.6 102.2
M 6 1 10.4 925
M 8 1 10.7 94.9
M 10 1 10.3 82.8
M 12 1 10 83.7
) 0 1 8.2 101.2
0 2 1 9.3 129.8
0 4 1 10.8 123.2
0 6 1 11.8 117.2
0 8 1 12.2 115

0 10 1 12.2 112

0 12 1 11.8 118.4
P 0 1 5 479
p 2 1 6.4 58.4
p 4 1 8.5 66

p 6 1 9.4 57.1
p 8 1 8.8 60.6
p 10 1 8.6 50

p 12 1 8.4 485
Q 0 1 8.2 103.3
Q 2 1 9.5 121.2
Q 4 1 11.2 127.1
Q 6 1 12,5 124

Q 8 1 12,6 125

Q 10 1 11.7 111.2
Q 12 1 11.9 1525

114



ANNEXE 13 : Résultats de I'étude de I'effet des cyes de congélation/décongélation dans le
plasma hépariné(Cycles= nombres de cycles de congélation/décotigélsubis par I'échantillon de
plasma hépariné)

CHAT CYCLES GLUCOSE UREE CREATININE SODIUM POTASSIUM CHLORE CO,
(mmol/L)  (mmol/L) (umol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
A 0 3.97 7.4 106.4 156 34 122 19
C 0 4.84 6.4 110.9 157 34 122 18
D 0 4.37 6.7 101.2 160 3.2 124 17
F 0 4.24 8.3 148.5 157 3.6 125 18
G 0 4.13 7.1 93.6 156 3.7 126 17
P 0 4.37 6.8 75.4 160 3.5 123 18
A 1 3.94 7.2 106 155 3.4 123 19
C 1 4.86 6.4 108.2 155 34 122 19
D 1 4.41 6.9 100.3 159 3.2 125 16
F 1 4.25 8.4 143.3 158 3.7 125 17
G 1 4.14 7.2 92.8 156 3.7 126 17
P 1 4.37 6.9 75.5 159 3.6 122 18
A 2 3.94 7.3 105.8 155 34 124 18
C 2 4.93 6.5 113.7 156 3.7 123 18
D 2 4.34 6.8 101.2 160 3.2 125 16
F 2 4.25 8.4 149 158 3.7 126 17
G 2 4.25 7.1 92.5 156 3.7 126 17
P 2 4.39 6.8 76.4 160 3.6 122 17
A 3 4.05 7.1 106.5 156 34 124 18
C 3 5.08 6.3 111.3 155 3.8 123 18
D 3 456 6.8 101.4 160 3.2 125 16
F 3 4.4 8.2 145.7 157 3.8 125 18
G 3 4.49 7.2 92.8 154 3.7 126 17
P 3 4.55 6.9 77 159 3.5 123 17
A 4 4.07 7.2 105.3 155 34 124 19
C 4 5.07 6.2 111.6 154 3.8 123 17
D 4 4.56 6.7 101 161 3.2 123 17
F 4 4.43 8.3 144.9 156 3.7 125 17
G 4 4.43 7.1 93.2 155 3.7 126 16
P 4 454 6.7 77 159 3.5 122 17
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CALCIUM PHOSPHATE PROTEINES ALBUMINE ALAT  PAL
CHAT  CYCLES  hmol) (mmoliL) (@/L) (g/L) UL (UL
A 0 233 13 61.4 283 50 33
c 0 2.41 1.21 71.7 32 50 22
D 0 2.46 1.41 70.5 31.9 46 23
F 0 2.44 1.11 65.9 302 48 21
G 0 2.36 1.29 60.5 273 46 19
p 0 2.47 1.35 69.7 34.4 46 41
A 1 235 13 60 283 56 31
c 1 2.42 1.21 71.1 32 55 23
D 1 2.48 1.41 69 32.1 52 24
F 1 2.45 1.1 64.3 30.1 52 22
G 1 2.39 1.29 58.5 26.9 50 19
p 1 25 1.35 69.4 343 47 40
A 2 231 13 59.6 288 54 31
c 2 2.43 1.23 71.7 327 52 23
D 2 2.48 1.41 69.2 323 52 22
F 2 2.46 1.1 63.8 306 51 21
G 2 235 1.29 58.3 26.5 48 18
p 2 251 1.36 69.6 347 51 42
A 3 2.32 1.29 60 286 51 30
c 3 2.44 1.22 71.9 327 52 24
D 3 2.49 1.41 69 321 52 23
F 3 2.47 1.1 63.7 30.4 50 21
G 3 2.34 1.27 57.9 26.3 48 18
p 3 2.48 1.35 68.4 34.7 45 40
A 4 235 1.29 58.9 29 49 30
c 4 2.44 1.23 71.9 33.1 54 22
D 4 252 1.41 67.6 326 48 24
F 4 2.43 1.1 63.8 303 47 22
G 4 2.36 1.28 58.4 26.8 45 19
p 4 25 1.36 68.8 353 46 41
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ANNEXE 14 : Résultats de I'étude de I'effet des cyes dg congélation/décongélation dans le
sérum

GLUCOSE UREE CREATININE SODIUM POTASSIUM CHLORE CO»

CHAT CYCLES "(mmoll) (mmoll)  (umoll)  (mmolL)  (mmoll)  (mmolL) (mmollL)

A 0 3.8 7.3 107.2 156 3.8 123 20
C 0 4.67 6.6 110 156 3.8 122 19
D 0 4.28 6.9 103.7 161 3.9 125 17
F 0 3.97 8.4 1455 158 4.4 125 18
G 0 3.87 7.2 94.7 157 4.2 126 17
P 0 4.42 6.9 75.7 159 4.4 123 17
A 1 3.79 7.4 104.4 156 3.8 123 19
Cc 1 4.69 6.4 110.1 156 3.8 122 19
D 1 4.27 6.8 101.8 160 3.9 124 17
F 1 4.02 8.2 145.7 158 4.4 124 17
G 1 3.85 7.2 91.9 155 4.2 125 17
P 1 452 6.8 77 160 45 124 16
A 2 3.75 7.3 106.7 154 3.8 124 18
Cc 2 4.71 6.4 111.3 154 3.8 122 18
D 2 4.24 6.9 102 158 3.8 125 15
F 2 4.04 8.3 147.7 156 4.4 125 17
G 2 3.86 7.1 94.9 157 4.2 126 17
P 2 4.21 6.7 76.4 158 4.2 122 17
A 3 3.9 7.3 107.6 156 3.9 123 19
Cc 3 4.81 6.4 110.7 156 3.7 121 18
D 3 4.35 6.8 101 161 3.7 124 17
F 3 4.13 8.4 146.6 157 45 125 17
G 3 4.07 7.2 94 157 4.1 126 16
P 3 4.25 6.8 76.1 159 4.1 122 19
A 4 3.93 7.3 106.7 156 3.9 123 20
Cc 4 4.82 6.3 113.2 156 3.7 122 17
D 4 4.43 6.8 101.6 162 3.7 125 16
F 4 411 8.3 145 157 45 124 18
G 4 4.08 7.1 93 156 41 126 17
P 4 4.26 6.8 76 158 41 121 18
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CALCIUM  PHOSPHATE PROTEINES ALBUMINE ALAT PAL
CHAT CYCLES moii) (mmol/L) (Q/L) QL) (UL (U)
A 0 2.34 135 60.5 29.2 56 33
c 0 2.43 1.28 70.4 325 56 25
D 0 25 1.51 69.6 33.4 55 25
F 0 2.44 1.18 65.2 30.7 53 25
G 0 2.34 1.36 59.9 27.8 54 19
P 0 252 1.39 70.1 36.6 60 43
A 1 2.35 1.34 60.1 28.9 60 33
c 1 2.46 1.28 69.5 32.6 59 24
D 1 252 152 69.1 33 59 27
F 1 2.45 1.19 64 30.8 56 22
G 1 2.36 1.38 58.6 27.1 54 20
p 1 255 1.41 69.7 36.6 61 43
A 2 233 1.36 60.3 28.7 56 32
c 2 2.48 1.29 71.4 325 59 22
D 2 254 153 69.7 32.9 58 25
F 2 2.47 1.2 64.4 30.6 56 21
G 2 2.36 1.38 59.4 27.3 55 18
p 2 2,56 1.42 69.2 35.4 62 42
A 3 2.32 1.34 60.8 28.7 56 33
c 3 2.45 1.28 71.3 326 57 24
D 3 2.48 15 69.1 325 55 25
F 3 2.44 1.2 64.8 30.3 53 23
G 3 2.33 1.37 58.5 26.9 53 19
P 3 25 1.42 68.7 35 57 43
A 4 2.35 1.35 59.7 28.9 54 33
c 4 2.47 1.29 71 325 54 25
D 4 255 1.52 69.6 33.4 54 26
F 4 2.44 1.2 64.6 30.5 51 24
G 4 2.32 1.37 58.5 26.8 52 19
P 4 251 1.43 68.7 35.2 57 43
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ANNEXE 15 : Résultats de I'étude de I'effet de I'hénolyse

HEMOGLOBINE GLUCOSE UREE CREATININE SODIUM  POTASSIUM

CHAT (mmol/L) (mmolll)  (mmollL)  (umol/L) (mmolll)  (mmoaliL)
A 0 4.38 7.1 115.3 155 3.6
A 0.0621 4.4 7.2 113.2 156 3.6
A 0.1242 4.38 7.3 111.4 155 3.6
A 0.1863 4.42 7.1 109.7 154 3.7
A 0.3105 4,55 7.2 104.6 156 3.8
A 0.9936 5.64 7.8 96.4 154 4.4
C 0 4.88 6.2 1105 156 36
c 0.0621 4.87 6.2 109.1 155 3.7
c 0.1863 4.82 6.3 102.9 154 3.8
C 0.2484 4,95 6.3 99.4 155
C 0.9936 6 6.7 92.3 154 5
D 0 4.3 6.8 109.7 158 3.3
D 0.0621 4.22 6.9 106.7 160 3.4
D 0.1863 4.8 6.8 102.8 158 33
D 0.3105 431 7 99.2 159 34
D 0.8073 4.56 7.2 85.9 157 3.5
D 1.5525 4.64 7.1 86 157 3.6
F 0 4.72 7.8 144.3 158 4
F 0.1242 4.66 7.8 143 157 4
F 0.1863 4.65 7.9 138.8 157 4
F 0.3105 4.82 8 131.7 157 4
F 0.5589 5.11 8.2 120.6 158 4.1
: 0.9936 5.48 8.2 115.9 156 42
G 0 437 73 978 157 36
G 0.1242 433 73 % 156 3.7
G 0.1863 4.33 7.5 94 157 3.7
G 0.3105 4.47 7.5 89.4 156 3.7
G 0.621 491 7.9 80.1 157 3.8
G 1.1799 5.21 7.8 75.7 156 3.9
p 0.0621 474 6.4 85.6 160 33
p 0.1863 464 6.3 80.5 158 3.2
P 0.3105 4.82 6.7 74.8 159 3.4
p 0.621 5.17 6.7 70.9 158 3.2
P 1.0557 5.64 6.8 73.1 158 3.6
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HEMOGLOBINE CHLORE CO2 CALCIUM PHOSPHATE PROTEINES

CHAT (mmol/L) (mmolll)  (mmolll)  (mmoll)  (mmoliL) (Q/L)
A 0 125 19 2.32 1.18 60.5
A 0.0621 126 18 2.3 1.21 63.4
A 0.1242 125 20 2.29 1.21 63.6
A 0.1863 124 19 2.27 1.24 66.2
A 0.3105 124 19 2.23 1.27 70.7
A 0.9936 123 18 2.11 1.52 100.6
C 0 124 18 2.36 1.06 72.2
C 0.0621 124 16 2.35 1.07 72.9
C 0.1863 123 17 2.32 1.13 77.6
C 0.2484 123 17 2.28 1.17 82.4
C 0.9936 123 13 2.15 1.49 115.7
D 0 125 19 2.36 1.22 65.6
D 0.0621 125 20 2.37 1.22 68.2
D 0.1863 125 20 2.34 1.24 70.3
D 0.3105 126 17 2.35 1.3 77
D 0.8073 124 20 2.25 1.37 86.3
D 1.5525 124 20 2.26 1.38 92.1
F 0 127 17 2.41 1.05 64.6
F 0.1242 126 17 2.42 1.07 67.2
F 0.1863 127 17 2.39 1.1 70.5
F 0.3105 125 17 2.37 1.13 76.2
F 0.5589 126 16 2.33 1.2 86.7
F 0.9936 125 16 2.27 1.28 98.5
G 0 127 17 2.31 1.35 60.4
G 0.1242 127 18 2.29 1.36 62.7
G 0.1863 127 18 2.29 1.39 67.6
G 0.3105 127 18 2.26 1.43 72.6
G 0.621 127 16 2.26 1.53 85.6
G 1.1799 126 17 2.2 1.61 97.7
P 0.0621 124 17 2.41 1.41 64.6
P 0.1863 123 18 2.42 1.44 69
P 0.3105 123 16 2.38 1.5 76.5
P 0.621 124 15 2.35 1.58 88.8
P 1.0557 122 14 2.26 1.72 106.4

120



char ~ HEMOGLOBINE ALBUMINE — ALAT PAL
(mmoliL) (g/L) (UIL) (UIL)
A 0 28.6 49 34
A 0.0621 29.9 51 24
A 0.1242 30.3 53 19
A 0.1863 31.9 54 12
A 0.3105 35.3 58 9
A 0.9936 56.6 59 9
C 0 31.7 52 29
C 0.0621 324 49 27
C 0.1863 354 51 12
C 0.2484 38.7 54 9
C 0.9936 61.7 64 9
D 0 28.5 41 30
D 0.0621 29.1 46 15
D 0.1863 30.8 50 9
D 0.3105 35 67 9
D 0.8073 41.8 82 9
D 1.5525 42.5 81 9
F 0 30.6 52 23
F 0.1242 31.6 54 11
F 0.1863 33.6 55 9
F 0.3105 37.3 55 9
F 0.5589 45.1 55 9
F 0.9936 54 55 9
G 0 26.4 40 20
G 0.1242 27.6 41 9
G 0.1863 30.3 43 9
G 0.3105 33.9 46 9
G 0.621 42.8 56 9
G 1.1799 50.7 59 9
P 0.0621 32 45 41
P 0.1863 349 58 24
P 0.3105 39.2 74 15
P 0.621 48.2 94 9
P 1.0557 61.2 130 9
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NOM: BROSSE PrénonClaire

TITRE: Variables plasmatiques chez le chat sain: effes conditions de stockage du spécimen, de
I'anticoagulant, de I’hémolyse, du moment de préfaent et du repas.

RESUME Les principaux facteurs de variation préanalytidas variables biochimiques plasmatiques ont étés
évalués chez plusieurs chats cliniquement sairnte @ude a comporté 7 expérimentations distinéebsée
chacune sur 6 a 11 chats. Les résultats biochimigb&enus sur sérum et plasma hépariné sont giesildie
plasma prélevé sur EDTA convient pour doser tous dealytes sauf le calcium, le potassium et les
phosphatases alcalines (PAL). Le plasma citratétnapproprié que pour doser l'albumine, l'alanine
aminotransferase (ALAT) et les PAL. L’hémolyse afteles concentrations des variables plasmatiquiss a
degrés divers (glucose, urée, sodium, chlore; €&@alcium sont peu affectés). Les concentratitenglucose,

de potassium, de chlore, de phosphate et de €@t instables dans le sang total hépariné coésarv
température ambiante. Sa réfrigération permet wmmnd conservation de tous les analytes jusqu’auis ja
I'exception du glucose dont la concentration plasiue est modifiée aprés 24 a 48 heures. La corat@nt

de toutes les variables testées est stable pedfmirs dans le plasma hépariné conservé a températ
ambiante ou a 4°C. Aucune variable biochimique trédfectée par 4 cycles de congélation-décongdlatio
sérum ou du plasma hépariné. Seules les concemsate C@et d’ALAT sont sensiblement modifiées par un
stockage du sérum ou du plasma hépariné a -20°@aped2 mois. L'urée, la créatinine et le O@ontrent
des variations circadiennes diurnes notables. pewfil plasmatique, ainsi que celui du sodium, estoutre
particulierement modifié par la prise d'un repas.
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ENGLISH TITLE: Plasma variables in healthy cats: effect of ggeranticoagulant, hemolysis, collection time

and meal.

ABSTRACT: The main preanalytical factors of variation ofagha analytes were evaluated in several
clinically healthy cats. This study consisted ofligtinct experiments, each performed in 6 to 1k.cahe
biochemical results obtained on serum and hepadnjdasma are similar. Plasma collected with EDSA i
suitable for all analytes except calcium, potassiamd alkaline phosphatase (ALP). Citrated plasma i
appropriate for measuring only albumin, alanineratitansferase (ALT) and the ALP. Hemolysis affabts
concentrations of plasma variables to various extglucose, urea, sodium, chloride, £&nd calcium are
little affected). The concentrations of glucosetagsium, chloride, phosphate and Cfde unstable in total
heparinized blood stored at room temperature eftsgeration allows conservation of all analytestofy days
with the exception of glucose whose plasma conagatr is altered after 24 to 48 hours of storagkee T
concentration of all tested variables is stable7falays in heparinized plasma stored at room tesbyner or at
4°C. There is no biochemical variables affectechwitcycles of freezing and thawing of serum or hiepzed
plasma. Only concentrations of g&nd ALT are significantly affected by storage efiam or plasma at -20°C
for 12 months. Urea, creatinine and £8Dow significant diurnal circadian variations. irh@asma profile, as
well as that of sodiumris, also particularly altet®y the meal intake.
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