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RESUME

La thromboélastométrie (TEM) rotative est un examen évaluant les propriétés
viscoélastiques du sang dans des conditions de faible cisaillement. La TEM est capable
d’apprécier dynamiquement la fonction hémostatique globale d’un patient depuis la formation
du caillot a sa lyse. Le profil obtenu par cette technique peut étre classé en hypercoagulable,
normal ou hypocoagulable. Les études de ce travail révelent que le sexe et la stérilisation
n’affectent pas la valeur des différents parametres TEM. L’age est associé a 1’apparition de
profils hypercoagulables et a une diminution de ’activité fibrinolytique chez le beagle en
bonne santé. La présence d’une inflammation évoluant a bas bruit semble impliquée dans ce
processus. L’age devrait étre considéré comme un facteur de complications
thromboemboliques chez le Chien. Par ailleurs, la TEM semble peu sensible dans le
monitorage biologique des effets anticoagulants de I’énoxaparine sodique, une héparine a bas
poids moléculaire, chez le beagle en bonne santé. Enfin, la TEM s’avére utile dans la
description et la caractérisation des désordres de I’hémostase chez des chiens souffrant de
leptospirose. Un profil hypocoagulable est associ¢ a la présence de saignements et les
paramétres TEM sont significativement différents entre les chiens avec et sans coagulation
intravasculaire disséminée. Certains parametres et indices TEM ont une valence pronostique a
I’admission de ces chiens, un profil hypocoagulable étant associé a une augmentation du taux

de mortalité.
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SUMMARY

Rotational thromboelastometry (TEM) can be used to assess the viscoelastic properties
of clot formation in whole blood under low shear conditions, which provides information on
global hemostatic function from the beginning of clot formation through fibrinolysis. The
shape of the TEM profile defines a patient’s hemostatic condition as normal, hypercoagulable,
or hypocoagulable. First, the studies of this work emphasize that sex and neutered status does
not affect the values of TEM parameters. The second study demonstrated an age-related
hypercoagulable profile that was associated with decreased fibrinolysis ability in healthy
Beagles. Low-grade inflammation seemed to be involved in this process. The incidence of
thromboembolic diseases remains to be established in old dogs, but age should be considered
a primary risk factor. Third, TEM is insensitive to detect the biological activities of a
particular low molecular weight heparin, sodium enoxaparin, in healthy Beagles. Finally,
TEM is useful for the description of hemostatic disorders in dogs with naturally occurring
leptospirosis. A hypocoagulable profile is associated with bleeding diatheses and the
measured TEM parameters are significantly different between dogs with and without
disseminated intravascular coagulation. Some measured TEM parameters and calculated
indices are associated with outcomes: a hypocoagulable profile is correlated with a higher

mortality rate.
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GLOSSAIRE

» Contrainte de cisaillement : application d'une force de direction perpendiculaire a la

section transversale d'un matériau (ou force appliquée de manicre parallele ou tangentielle a

une face d'un matériau)

» Elasticité : capacité d'un matériau solide a revenir a sa forme initiale aprés avoir été

déformé.

> Etat d’hypercoagulabilité : condition médicale caractérisée par une tendance

anormalement accrue du sang a coaguler, consécutive a un déséquilibre entre les facteurs
procoagulants et anticoagulants de 1’organisme, et associée a des signes cliniques de

thrombose.

> Potentiel endogéne de la thrombine : quantité de thrombine générée aprés activation de

I’hémostase in vitro par le facteur tissulaire comme déclencheur et les phospholipides comme

substitut plaquettaire.

» Rhéologie : ¢tude de la déformation et de 1'écoulement de la matic¢re sous l'effet d'une

contrainte appliquée.

» Triade de Virchow : ensemble de paramétres traditionnellement évoqué pour expliquer

les mécanismes physiopathologiques conduisant a la formation de thrombi. Ces parametres
sont les Iésions ou un dysfonctionnement de 1’endothélium vasculaire, des modifications du

flux sanguin (stase ou turbulences) et un état d’hypercoagulabilité.

» Viscoélasticité : terme utilisé pour décrire des matériaux ayant des propriétés d’¢élasticité

et de viscosité. Lorsqu'une contrainte est appliquée a un matériau viscoélastique, un

réarrangement moléculaire, également dénommé fluage, se produit.

» Viscosité : capacit¢ d’un matériau a résister a la déformation progressive induite par des

contraintes de cisaillement et/ou de traction.




INTRODUCTION

La thromboélastométrie (TEM) rotative est un examen évaluant les propriétés
rhéologiques et viscoélastiques du sang, dans des conditions de faible cisaillement. La TEM
est capable d’apprécier dynamiquement la fonction hémostatique globale d’un patient,
incluant la contribution des cellules et des facteurs protéiques plasmatiques, depuis la
formation du caillot a sa lyse (Kol et Borjesson, 2010 ; McMichael et Smith, 2011). La TEM
est une technique améliorée du thromboélastographe, appareil inventé a la fin de la premicre
moitié du XX™ siécle (Hartert, 1960). Depuis 20 ans, elle a ét¢ couramment utilisée en
médecine humaine pour le monitorage de la fonction hémostatique des patients
(transplantations, chirurgies cardiaques ou orthopédiques...) ou la détection de coagulopathies
(coagulation intravasculaire disséminée (CIVD), coagulopathie traumatique, surdosage
d’anticoagulants...). Depuis 10 ans, son utilisation augmente exponentiellement en médecine
vétérinaire et a surtout été appliquée a la description des anomalies hémostatiques de diverses
maladies et conditions médicales.

Dans une premicre partie, nous rappellerons les principes techniques de cette méthode et
les clefs de son interprétation, et nous recenserons les apports de la thromboélastométrie
rotative en médecine vétérinaire dans la description des désordres hémostatiques de
nombreuses maladies et conditions médicales chez le Chien et dans la détermination des effets
de différents médicaments et fluides sur les propriétés viscoélastiques sanguines.

Ensuite, dans une seconde partie, nous présenterons les valeurs usuelles définies dans
notre institution et étudierons les effets du sexe, de 1’age et des constituants cellulaires et
plasmatiques sur ces valeurs.

Enfin, dans une troisiéme partie, nous présenterons deux applications pratiques de la
thromboélastométrie rotative au travers de deux études : le monitorage de I’héparinothérapie a
bas poids moléculaire (énoxaparine sodique) chez le beagle en bonne santé et la

caractérisation des désordres hémostatiques chez des chiens souffrant de leptospirose.




PARTIE 1.

PRESENTATION DE LA TECHNIQUE
DE THROMBOELASTOMETRIE
ROTATIVE. REVUE
BIBLIOGRAPHIQUE DE SES
APPORTS EN MEDECINE
VETERINAIRE.




I TECHNIQUE THROMBOELASTOGRAPHIQUE

A. PRINCIPE HISTORIQUE

Le principe de la thromboélastographie (TEG) a été inventé par Hartert en 1948 et avait
pour but d’enregistrer les modifications de viscosité du sang total ou du plasma pendant la
formation d’un caillot (Hartert, 1960).

Historiquement, le thromboélastographe était composé de deux éléments principaux, une
cuve et un axe. La rotation de la cuve (mouvement oscillatoire de 4,45°) entrainait la rotation
de I’axe, initialement immobile, induisant des turbulences sanguines au sein de la cuve
permettant la formation progressive du caillot (mise en ceuvre des parametres physiologiques
de la triade de Virchow (Wolberg et al., 2012)). Le test était réalis¢ a 37°C grace au maintien
de la cuve dans un bain-marie. Les mouvements de la goupille fixée a I’axe étaient enregistrés
de facon mécanique sur un moniteur sous forme d’un tracé de thromboélastographie (Hartert,
1960 ; Rugeri et al., 2006 ; Kol et Borjesson, 2010 ; McMichael et Smith, 2011).

Le principal intérét de cette technique était alors une approche globale qualitative de la
coagulation (Hartert, 1960). Cependant, outre une approche insuffisamment discriminante des
désordres de 1’hémostase et en raison de trés nombreuses contraintes techniques dont la
sensibilité tres importante du thromboélastographe aux chocs et vibrations, cette technique n’a
¢été utilisée, pendant plusieurs décennies, que dans le domaine de la recherche (Rugeri et al.,

2000).

B. MODIFICATIONS APPORTEES PAR LA THROMBOELASTOMETRIE
ROTATIVE

1. Modifications techniques

Depuis les années 1980, des modifications techniques (affranchissement des vibrations,
miniaturisation du systéme, ...) ont permis de remettre au golt du jour cette technique.
Depuis 1996, deux automates et techniques brevetés sont en concurrence: la
thromboélastographie (TEG"™, Haemoscope Corporation, Niles, Etats-Unis) et la TEM rotative
(ROTEM®, Pentapharm GMbH, Munich, Allemagne) (Kol et Borjesson, 2010).

Le ROTEM utilise le méme principe de base que le thromboélastographe historique en

permettant 1’obtention d’un graphique représentant la formation du caillot et sa lyse.




L’échantillon de sang citrat¢ (300 pL) est incubé a une température déterminée par
I’opérateur, le plus souvent 37 °C, dans une cuvette au-dessus de laquelle se trouve un axe
relié¢ a un systéme de détection optique. L’angle de rotation est de 4,75°. Le mouvement initié
par la goupille fixée a I’axe entraine des contraintes de faible cisaillement, et, a mesure que se
forme la fibrine, le mouvement de 1’axe est entravé [Figure 1] (Savry et al., 2005 ; Rugeri et

al., 2006 ; Jackson et al., 2009 ; Kol et Borjesson, 2010 ; McMichael et Smith, 2011).
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Figure 1. Principe schématique du ROTEM
(d’apres https://www.rotem.de/fr/)

Tant que le sang reste liquide, le mouvement de 1’axe est libre. Lorsque le sang commence
a coaguler, le caillot qui se forme progressivement limite la rotation de cet axe. Plus le caillot
devient ferme (augmentation de ses propriétés viscoélastiques), plus les résistances
augmentent, et plus I’axe est entravé (Whiting et al., 2015). Les mouvements rotatifs
alternatifs de I’axe sont détectés par un systeéme optique et leurs variations sont numérisées et

traduites en un diagramme [Figure 2] (Savry et al., 2005).




Figure 2. Conversion par détection optique des mouvements de I'axe du ROTEM en tracé

2. Avantages et inconvénients techniques du ROTEM par rapport a la TEG

L'utilisation d'un systéme de roulement a billes pour la transduction fait que le ROTEM
est moins sensible aux mouvements et aux vibrations artéfactuelles (Savry et al., 2005 ;
Jackson et al., 2009 ; McMichael et Smith, 2011), rendant la variabilit¢ moins importante que
pour la TEG (Anderson et al., 2014).

La présence de 4 canaux permet 1’analyse simultanée de 4 échantillons.

Le ROTEM a également été congu pour étre robuste et facilement transportable au chevet
du patient.

La présence d’une pipette électronique permet de diminuer la variabilité inter-opérateurs
et rend I’utilisation de 1'appareil plus facile pour le personnel non spécialisé¢ (Anderson et al.,
2014).

Cependant, le ROTEM est plus cotiteux que la TEG, et les résultats de ces deux automates
ne peuvent étre comparés directement (Jackson et al., 2009 ; McMichael et Smith, 2011 ;
McMichael et al., 2014b).

Le tableau 1 compare les différences techniques et le prix entre la TEG et le ROTEM.




Caractéristique TEG ROTEM
Pipetage Manuel Automatisé
Cuvette En mouvement Fixe

Axe Fixe En mouvement
Angle de rotation 4,45° / 5 secondes 4,75° / 6 secondes
Détection Transduction de 1’axe Impédance de rotation
Température 24 2 40°C 30 a40°C
Régulation de la Cuvette réchauffée Bloc métallique de soutien
température réchauffeé
Intérieur de la cuvette Lisse Rigide

(épaisseur de 0,6 a 0,9 mm)

Matériau de la cuvette Cryolithe Polyméthylméthacrylate
(polymeére acrylique)
Prix de I’automate 18 000 a 26 000€ 28 000 a 32 000 €

Tableau 1. Comparaison des caractéristiques techniques et du prix de la TEG et du ROTEM
(adapté de McMichael et al., 2014b ; Whiting et DiNardo, 2014)

C. APPORTS ET LIMITES DES EXAMENS VISCOELASTIQUES

1. Apports

Le plus grand avantage offert par les tests viscoélastiques est 1’évaluation globale de
I’hémostase sur sang total et, par conséquent, I’évaluation des cellules et des protéines
plasmatiques a la fonction hémostatique (Hartert, 1960). Ces tests fournissent une image
globale du processus hémostatique qui est un processus extrémement complexe in vivo. Ces
tests explorent ainsi la vitesse de génération de la thrombine, le processus d’activation puis
d’agrégation plaquettaire en présence de fibrinogéne et d’hématies, ainsi que les interactions
fibrinoplaquettaires (Kawasaki et al., 2004). Les résultats de ces tests apparaissent
cliniquement plus pertinents que ceux des tests réalisés seulement sur du plasma (Savry et al.,
2005 ; McMichael et Smith, 2011).

Le second avantage est la relative rapidité d’obtention des résultats. Les informations les
plus pertinentes sont disponibles dans les 30 minutes suivant I’initiation du test, et elles
peuvent étre disponibles au chevet du patient (Savry et al., 2005 ; Rugeri et al., 2006 ; Jackson
et al., 2009 ; McMichael et Smith, 2011). Plusieurs études en médecine humaine ont mis en
évidence que les modifications des parametres TEG ou TEM ¢étaient les plus prédictives de
pertes sanguines anormales, notamment en période postopératoire de chirurgie cardiaque

(Spies et al., 1987 ; Cammerer et al., 2003).




Ces tests permettent de mettre en évidence un profil hypercoagulable ce qui constitue, a
I’heure actuelle, le premier objectif de réalisation de ces tests en médecine vétérinaire (cf IV.

B).

2. Limites

Malgré leurs apports décrits précédemment, la limite majeure de ces examens reste,
paradoxalement, I’interprétation de leurs résultats. Cette interprétation est complexe car ces
tests qui évaluent I’hémostase dans sa globalité imposent un nouveau mode de réflexion quant
aux modifications hémostatiques mises en évidence. L’interprétation repose avant tout sur une
analyse qualitative d’un tracé défini par des parametres quantitatifs. Bien que ces examens
viscoélastiques offrent une approche dynamique multifactorielle de I’hémostase et un
complément intéressant aux tests analytiques usuels, ils ne semblent pas pouvoir actuellement
les remplacer (McMichael et Smith, 2011).

En médecine vétérinaire, la seconde limite est le prix de ces automates qui rendent leur
rentabilité financiére difficile, expliquant que seuls quelques centres universitaires

vétérinaires ou tres grosses cliniques privées disposent de ces analyseurs.

I1. LE TRACE, LES PARAMETRES ET LES INDICES THROMBO-
ELASTOMETRIQUES

A. LE TRACE

Au cours de [I’analyse, I’enregistrement des forces de cisaillement se traduit
graphiquement par un diagramme, en temps réel, de I’amplitude (ou fermeté) du caillot
(ordonnée, exprimée en mm) en fonction du temps (abscisse, exprimée en minutes) (Savry et
al, 2005). Historiquement, ce diagramme en forme de diapason est constitué¢ de deux courbes
symétriques I’'une de 1’autre par rapport a I’axe du temps [Figure 3] (Hartert, 1960).

Ce tracé, ¢également appelé thromboélastometre pour le ROTEM ou
thrombo¢lastogramme pour la TEG, permet I’évaluation compléte de la fonction hémostatique
sur sang total ou plasma et se caractérise par trois phases distinctes [Figure 3] (Donahue et

Otto, 2005) :




- la premiére phase appelée initiation (ou précoagulation) correspond au temps entre le
début de I’analyse et la formation des premiers brins de fibrine ; la fin de cette phase se
caractérise par la divergence du tracé en deux courbes ;

- la seconde phase appelée stabilisation correspond au temps entre la fin de I’initiation et

la séparation maximale des deux courbes ; cette phase représente la formation du caillot ;

- et enfin, la troisitme phase appelée lyse correspond au temps de convergence
progressive des deux courbes jusqu’a la fin du test ou la convergence complete des deux
courbes ; cette phase décrit la fibrinolyse.

Ce tracé est composé de temps et points remarquables [Figure 3] dont la description se

trouve ci-dessous.
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Figure 3. Tracé théorique et parametres obtenus par la thromboélastométrie rotative

(adapté de https.://www.rotem.de/fr/)

B. LES PARAMETRES THROMBOELASTOMETRIQUES

1. Le temps de coagulation

Le temps de coagulation (CT, coagulation time) représente le temps nécessaire pour
atteindre une fermeté de caillot de 2 mm. Il est exprimé en secondes. Il correspond a la phase
d’initiation de la coagulation jusqu’a 1’apparition des premiers filaments de fibrine et de

plaquettes activées (Kawasaki et al., 2004).
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Le parametre TEG équivalent est R (reaction time).
Chez le chien, les facteurs contribuant le plus a la valeur du CT sont le taux d’hématocrite

et les concentrations plasmatiques en facteurs V, VII, IX et X (Smith et al, 2012).

2. Le temps de formation du caillot

Le temps de formation du caillot (CFT, clot formation time) représente le temps entre la
fin du CT et I’obtention d’une amplitude de 20 mm. Il est exprimé en secondes. Il correspond
a la rapidité d’apparition de la fibrine et des liaisons des filaments de fibrine au sein du caillot
(Kawasaki et al., 2004). Ce seuil d’amplitude de 20 mm (définissant la borne supérieure du
CFT) correspond a la divergence maximale obtenue dans un plasma pauvre en plaquettes d’un
individu en bonne santé (Donahue et Otto, 2005).

Le parametre TEG équivalent est K.

Chez le chien, les facteurs contribuant le plus a la valeur du CFT sont le taux
d’hématocrite, la numération plaquettaire et les concentrations plasmatiques en fibrinogéne et

en facteur V (Smith et al, 2012).

3. L’angle a

L’angle a est défini comme I’angle formé par la tangente a la courbe de coagulation au
point 2 mm et la ligne de base. Il est exprimé en degré. Il décrit la cinétique de formation du
caillot.

I1 est défini par le méme nom sur la technique TEG.

Chez le chien, les facteurs contribuant le plus a la valeur de I’angle a sont le taux
d’hématocrite, la numération plaquettaire et les concentrations plasmatiques en fibrinogeéne et

en facteurs V et IX (Smith et al, 2012).

4. La fermeté maximale du caillot et les amplitudes

La fermeté maximale du caillot (MCF, maximum clot firmness) représente 1’amplitude
maximale du caillot. Elle est exprimée en mm. Elle mesure la solidité finale du caillot et est
I’expression de ses propriétés viscoélastiques ultimes. Elle dépend principalement du
fibrinogeéne et des plaquettes (Solomon et al., 2015a). A ce stade, les hématies sont
étroitement liées entre elles par les filaments de fibrine (Kawasaki et al., 2004).

Le parametre TEG équivalent est MA (maximum amplitude).




Chez le chien, les facteurs contribuant le plus a la valeur du MCF sont le taux
d’hématocrite, la numération plaquettaire et la concentration plasmatique en fibrinogeéne
(Smith et al., 2012).

Les amplitudes a 5, 10, 15 et 20 minutes (A5, A10, A15, A20) représentent la fermeté du
caillot 5, 10, 15 et 20 minutes apres le CT. Elles sont utilisées pour prédire le MCF a un stade
antérieur pour permettre des décisions thérapeutiques anticipées (Whiting et al., 2015). Elles

ne sont malheureusement que trés peu rapportées en médecine vétérinaire.

5. Les index de lyse

Les index de lyse a 30, 45 et 60 minutes (Li30, Li45, Li60) représentent le rapport entre la
valeur de I’amplitude du caillot mesurée a 30, 45 et 60 minutes apres le CT a celle du MCF.
I1s sont exprimés en %. Ils décrivent la progression de la fibrinolyse a ces temps précis.

Les parameétres TEG équivalents sont Ly30, Ly45 et Ly60 (lysis index).

6. La lyse maximale
La lyse maximale (ML, maximum lysis) représente la fibrinolyse maximale détectée
pendant 1’analyse. Elle est définie comme le rapport entre la plus faible amplitude apres

I’atteinte du MCF et le MCF. Elle est exprimée en %.

C. LES INDICES THROMBOELASTOMETRIQUES

1. Les indices de mesure de I’élasticité du caillot

a. Calcul de I’élasticité du caillot

Il est généralement admis que l'amplitude du caillot (A) a un temps donné peut donner
I’¢lasticité du caillot (CE, clot elasticity) selon la formule (Hochleitner et al., 2015 ; Solomon

et al., 2015b) :

CE = (100 x A)/ (100 - A)

Le CE s’exprime sans unité.
Hartert affirmait que la contribution de la viscosité du sang a l'amplitude du caillot était
négligeable, et ainsi, la transformation de I’amplitude du caillot comme mesure du CE pouvait

étre valide (Hartert, 1960).




Cependant, des études plus récentes suggerent que la viscosité du sang et le CE
contribuent tous deux a I'amplitude du caillot (Evans et al., 2008). En raison de ces nouvelles
données, la mesure du CE ne peut étre assurée avec précision par les tests viscoélastiques
(Hochleitner et al., 2015) car I'amplitude des contraintes de faible cisaillement appliquées par

le dispositif change au cours de la formation du caillot (Evans et al., 2008).

b. Elasticité maximale du caillot et application
L’¢lasticité maximale du caillot (MCE, maximum clot elasticity) est définie par le CE
quand I’amplitude de ce dernier est maximale et correspond au MCF. Elle se calcule par la

formule suivante :

MCE = (100 x MCF) / (100 - MCF)

La figure 4 décrit la courbe théorique du CE en fonction de I’amplitude de ce dernier.
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Figure 4. Courbe théorique de 1'¢lasticité du caillot en fonction de son amplitude
(adapté de Salomon et al., 2015b)

La courbe pointillée rouge correspond a l’élasticité du caillot au cours du temps.

Elasticité du caillot



Le MCE peut étre calculé sur tous les profils TEM (c¢f IIl). Une de ces principales
applications consiste a « estimer » la contribution des plaquettes a I’¢lasticité du caillot en
comparant le MCE des profils exTEM et fibTEM selon la formule suivante (Hochleitner et
al., 2015) :

MCE piaquettes = MCEextEm — MCEfipTEM

¢. Le module de résistance élastique aux contraintes de cisaillement
Le module de résistance élastique aux contraintes de cisaillement (shear elastic modulus

strength) ou G est calcul¢ a partir du MCE selon la formule (Hartert et Schaeder, 1962) :

G =50 x MCE = (5000 x MCF) / (100 - MCF)

En toute rigueur, le G devrait s’exprimer sans unité. Cependant, il est le plus souvent
exprimé en dynes/cm? (1 dyne/cm2 = 0,1 N/m? = 0,1 Pa). Alors qu’il n’appartient pas aux
unités du Systeme International, le dyne est fréquemment utilisé dans la littérature scientifique
pour I'évaluation viscoélastique du caillot (Solomon et al., 2015b).

Cet indice a été proposé initialement par Hartert et Schaeder (Hartert et Schaeder, 1962).
Ces derniers ont identifié une valeur de G égale a 5000 dynes/cm? pour un caillot formé dans
un plasma riche en plaquettes et ayant une amplitude de 50 mm (Hartert et Schaeder, 1962).
Une étude humaine récente suggere de remplacer cette valeur de 5000 par 4466 (Hochleitner
etal., 2015).

En médecine vétérinaire, ce module est fréquemment utilisé pour caractériser les profils
TEG et TEM en profil normal, hypercoagulable ou hypocoagulable (Goggs et al., 2014a ;
Hanel et al., 2014). Cependant, aucune ¢tude n’a validé ['utilisation du G pour cette
caractérisation.

Une augmentation de la valeur de G indique un profil hypercoagulable alors qu’une
diminution de sa valeur est en faveur d’un profil hypocoagulable (les valeurs usuelles de G

devant étre préalablement établies par chaque laboratoire).




2. L’indice du potentiel thrombodynamique
L’indice du potentiel thrombodynamique (TPI, thrombodynamic potential index) est un
indice permettant I’évaluation globale de la coagulation et se calcule a partir du MCE selon la

formule suivante (Raby, 1975) :

TPI = MCE / CFT = (100 x MCF) / (100 - MCF) / CFT

Le TPI s’exprime sans unité.

Cet indice a été proposé pour la premiere fois par Raby pour décrire les effets des
héparines (Raby, 1975). Son utilisation a ensuite été validée par les travaux de Cohen et al.
(Cohen et al., 1977). Contrairement au G, le TPI n’est que peu décrit en médecine humaine
(Lippi et al., 1985 ; Nates et al., 2007 ; Durila et al., 2015 ; Lisboa et al., 2015). 11 a été utilisé
dans ces études précédentes dans le but systématique de mettre en évidence un profil TEG ou
TEM hypercoagulable (Lippi et al., 1985 ; Nates et al., 2007 ; Durila et al., 2015 ; Lisboa et
al., 2015). Aucune étude n’a pour le moment décrit son utilisation chez les carnivores
domestiques.

Une augmentation de la valeur du TPI indique un profil hypercoagulable alors qu’une
diminution de sa valeur est en faveur d’un profil hypocoagulable (les valeurs usuelles du TPI

devant étre préalablement établies par chaque laboratoire).

3. L’indice de coagulation

L’indice de coagulation (CI, coagulation index) est également un indice permettant
I’évaluation globale de la coagulation, mais, a la différence des précédents indices présentés,
il prend en compte les quatre parametres TEG ou TEM majeurs. Chez le chien, la formule

suivante a été proposée pour le calculer (Sinnott et Otto, 2009) :

CI1=0,1227 CT + 0, 0092 CFT + 0,1655 MCF - 0,0241 o —5,0220

Le CI s’exprime sans unité.
Cet indice a été proposé pour la premiere fois par Caprini et al. pour comparer les
caractéristiques hémostatiques globales entre des individus normaux et des patients souffrant

de cancer (Caprini et al., 1976). Certains auteurs estiment que le CI est un meilleur indice que




le TPI et le G pour qualifier les profils TEG ou TEM car ces derniers ne prennent pas en
compte les temps enzymatiques de la cascade de coagulation (Nates et al., 2007).

Trois études de médecine vétérinaire ont décrit cet indice pour qualifier les profils TEG
de chiens souffrant d’anémie hémolytique a médiation immune (Sinnott et Otto, 2009) et de
néphropathie exsudative (Donahue et al., 2011), ainsi que pour comparer les résultats TEG
avec les lésions thrombotiques a 1’examen nécropsique (Thawley et al., 2016). I faut
cependant noter que la seconde étude utilise la formule validée chez I’'Homme (Donahue et
al.,, 2011). Actuellement, cet indice a toujours été décrit dans des études reposant sur
I’utilisation de la TEG.

Un CI supérieur a 4 suggere un profil hypercoagulable alors qu’un CI inférieur a -4

suggere un profil hypocoagulable (Donahue et al., 2011 ; Thawley et al., 2016).

III. LES DIFFERENTS PROFILS THROMBOELASTOMETRIQUES ET
LEUR INTERPRETATION

Selon I’activateur ajouté au cours de la manipulation pré-analytique, différents profils

TEM peuvent étre décrits.

A. LES DIFFERENTS PROFILS

Le profil exTEM permet 1’évaluation de 1’hémostase en initiant celle-ci par la voie
extrinséque. L’activateur est le facteur tissulaire.

Le profil inTEM permet 1’évaluation de 1’hémostase en initiant celle-ci par la voie
intrinséque (phase de contact). L’activateur est 1’acide ellagique. Le profil inTEM se
caractérise par un allongement du CT par rapport au profil exTEM.

Le profil fibTEM permet 1’évaluation de la fonctionnalit¢ du fibrinogéne en initiant
I’hémostase par la voie extrinseque. Les activateurs sont le facteur tissulaire et la
cytochalasine D, un puissant inhibiteur de 1’agrégation plaquettaire. Le profil fibTEM se
caractérise par des amplitudes et un MCF plus bas par rapport au profil exTEM.

Le profil hepTEM permet 1’évaluation de I’hémostase en initiant celle-ci par la voie
intrinséque (activation par 1’acide ellagique) tout en inhibant 1’activité des héparines par ajout

d’héparinase.




Le profil apTEM permet 1’évaluation de la fibrinolyse (activation de I’hémostase par le
facteur tissulaire) par ajout d’un antifibrinolytique, I’aprotinine.

Le profil naTEM correspond au profil natif, c’est-a-dire sans ajout d’activateur. Sa durée
de réalisation est donc beaucoup plus longue que les autres profils. A la connaissance de
I’auteur de ce manuscrit, aucune étude en médecine vétérinaire n’a décrit ce profil.

Le tableau 2 résume les caractéristiques de ces différents profils TEM.

Profil Activateur / inhibiteur Tracé normal

Evaluation de la formation du caillot, de la
exTEM Facteur tissulaire polymérisation de la fibrine et de la
fibrinolyse par la voie extrinséque

Evaluation de la formation du caillot, de la
Acide ellagique polymérisation de la fibrine et de la
fibrinolyse par la voie intrinséque

Evaluation de la fonctionnalité du -
Facteur tissulaire + fibrinogéne et de sa polymérisation par la -
Cytochalasine D voie extrinséque

S |

Evaluation de la formation du caillot, de la

hepTEM Acide ellagique + polvmeérisation de la fibrine et dela : —
Héparinase fibrinolyse par la voie intrinséque chez un .

patient hépariné :

Evaluation de la fibrinolyse par la voie -

Facteur tissulaire + extrinséque
Aprotinine

Evaluation de la formation du caillot, dela -
naTEM Aucun polvmeérisation de la fibrine et dela N
fibrinolyse

Tableau 2. Résumé des différents profils thromboélastométriques




B. INTERPRETATION DES PROFILS INTEM ET EXTEM

Classiquement, les profils exTEM et inTEM se définissent en profil hypercoagulable,
normal ou hypocoagulable [Figure 5] associés ou non a une hyperfibrinolyse. Un profil
normal se caractérise par l’ensemble des parametres dans les valeurs usuelles définies

préalablement par chaque laboratoire.
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Figure 5. Superposition de profils exTEM hypercoagulable (profil gris), normal (profil bleu)
et hypocoagulable (profil rouge)

1. Caractérisation d’un profil hypercoagulable

Il n’existe actuellement aucune définition consensuelle d’un profil hypercoagulable
(Goggs et al., 2014a ; Hanel et al., 2014). Cette caractérisation repose le plus souvent sur la
valeur des quatre parameétres mesurés (CT, CFT angle o et MCF) ou sur la valeur de G (Hanel
et al., 2014). Un profil hypercoagulable peut se définir par un raccourcissement du CT ou du
CFT, ou une augmentation de 1’angle o ou du MCF, ou, par une augmentation de la valeur de

G (Hanel et al., 2014). La figure 6 illustre un exemple de profil exXTEM hypercoagulable.




Figure 6. Profil exTEM hypercoagulable
Ce profil se caractérise par un raccourcissement du CT et du CFT, et une augmentation de

I’angle o et du MCF. A noter que la valeur du MCF est presque équivalente a celle de I’A10.

2. Caractérisation d’un profil hypocoagulable

Il n’existe actuellement aucune définition consensuelle d’un profil hypocoagulable (Goggs
etal., 2014a ; Hanel et al., 2014). Cette caractérisation repose le plus souvent sur la valeur des
quatre parametres mesurés (CT, CFT angle o et MCF) ou sur la valeur de G (Hanel 2014). Un
profil hypocoagulable peut se définir par un allongement du CT ou du CFT, ou une
diminution de I’angle a ou du MCF, ou, par une diminution de la valeur de G (Hanel et al.,

2014). La figure 7 illustre un exemple de profil exTEM hypocoagulable.
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Figure 7. Profil exTEM hypocoagulable
Ce profil se caractérise par un allongement du CT et du CFT, et une diminution de l’angle o.

et du MCF
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3. Caractérisation d’un profil hyperfibrinolytique
Il n’existe actuellement aucune définition consensuelle d’un profil hyperfibrinolytique
(Goggs et al., 2014a ; Hanel et al., 2014). Classiquement, il se définit par une diminution des
indices de lyse (Li30, Li45 ou Li60) et/ou par une augmentation du ML [Figure 8].
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Figure 8. Profil exTEM hyperfibrinolytique
Ce profil se caractérise par une diminution des index de lyse (Li30, Li45 et Li60) et une

augmentation du ML

C. INTERPRETATION DU PROFIL FIBTEM

Contrairement aux autres profils, un profil fibTEM normal ne se caractérise pas par
I’ensemble des parametres. Il repose sur le CT, le MCF (et les diverses amplitudes AS,
A10...), les index de lyse (Li30, Li45, et Li60) et le ML, le CFT tendant vers I’infini et
I’angle o tendant vers 0.

Etant activé par le facteur tissulaire, le profil fibTEM devrait, en toute rigueur,
s’interpréter en comparant ses valeurs avec celles du profil exTEM. L’activité plaquettaire
¢tant inhibée sur le fibTEM, ce profil permet de mettre en évidence la contribution de la
composante fibrine/fibrinogéne sur I’hémostase [Figure 9]. Une diminution des parametres
du profil fibTEM diagnostique la présence d’une hypofibrinogénémie et/ou d’une défaillance
de la fonctionnalité du fibrinogéne (avec défaut de la polymérisation du fibrinogéne) [Figure

10] (Solomon et al., 2015a).
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Composante plaquettaire

Composante fibrine/fibrinogéne

Figure 9. Superposition d'un profil fibTEM (profil rose) et d'un profil exTEM (profil bleu)
Cette superposition met en évidence les contributions respectives des composantes

plaquettaire et fibrine/fibrinogene au caillot (adapté de Solomon et al., 2015a)
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Figure 10. Profil fibTEM hypocoagulable
La faible amplitude observée sur ce profil est en faveur d’une hypofibrinogénémie et/ou

d’un défaut de polymérisation du fibrinogene ou de la fibrine

D. INTERPRETATION DU PROFIL HEPTEM

Le profil hepTEM est réalis¢ en cas de suspicion de coagulopathie induite par
I’héparinothérapie (a haut poids moléculaire). Le profil hepTEM utilise une activation par
I’acide ellagique avec ajout d’héparinase et son interprétation repose sur la comparaison de
ses valeurs avec celles du profil inTEM :

- Si les paramétres des deux profils sont similaires, le déficit hémostatique n’est pas en

lien avec I’héparinothérapie.
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- Si le profil inTEM est hypocoagulable (caractérisé le plus souvent par un allongement
du CT) mais que le profil hepTEM s’avére normal, le déficit hémostatique est causé

par I’héparinothérapie [Figure 11].

mm

hepTEM ™ inTEM

60

€0

10 20 30 % S0 min 10 0 £l 4 50 min

Figure 11. Comparaison des profils hepTEM et inTEM
Le CT est significativement plus long sur le profil inTEM que sur le profil hepTEM. Cette

différence est en faveur d’'une coagulopathie induite par I’héparinothérapie.

E. INTERPRETATION DU PROFIL APTEM

Le profil apTEM est réalisé pour confirmer une hyperfibrinolyse. Le profil apTEM utilise
une activation par le facteur tissulaire avec ajout d’aprotinine et son interprétation repose sur
la comparaison des valeurs de ses parametres fibrinolytiques avec celles du profil exXTEM :

- Si une fibrinolyse est présente sur le profil exTEM mais absente sur le profil apTEM,
I’hyperfibrinolyse est vraie et doit étre traitée (utilisation d’un antifibrinolytique
notamment) [Figure 12].

- Si une fibrinolyse est présente sur les deux profils, I’hyperfibrinolyse peut étre en lien

avec une erreur préanalytique.
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Figure 12. Comparaison des profils exTEM et apTEM
La mise en évidence d’une hyperfibrinolyse sur le profil exTEM et non sur le profil apTEM

confirme une hyperfibrinolyse primitive

IV.  UTILISATION EN PRATIQUE CLINIQUE VETERINAIRE

A. RECOMMANDATIONS D’UTILISATION DU ROTEM EN MEDECINE
VETERINAIRE

En 2014, ont été publiées dans le numéro 24 du Journal of Veterinary Emergency and
Critical Care des recommandations d’experts quant a 1’utilisation des tests viscoélastiques en
médecine vétérinaire. Ces experts se sont réunis sous I’acronyme PROVETS pour partenariat
sur la standardisation des tests viscoélastiques rotatifs (Partnership on Rotational
ViscoElastic Test Standardization). Ces recommandations avaient pour but de standardiser la
réalisation des examens TEG et TEM afin de réaliser, a I’avenir, des méta-analyses a partir
des résultats des différentes études originelles. Ces recommandations ont été publiées sous la
forme d’un éditorial et de cinq articles distincts ayant pour theme :

- la comparabilité des deux systemes (TEG et ROTEM) (McMichael et al., 2014b),

- larécolte des échantillons sanguins et la manipulation (Flatland et al., 2014),

- les méthodes d’activation des tests (delaforcade et al., 2014),

- les définitions et la communication des données (Hanel et al., 2014), et

- les tests non standards (Brainard et al., 2014).

Les paragraphes suivants détaillent les principales recommandations extraites de ces

articles.




1. La comparabilité des deux systemes
Les résultats des deux automates ne sont pas directement comparables et 1’extrapolation

des résultats d’un automate a I’autre doit étre évitée (McMichael et al., 2014b).

2. Larécolte des échantillons sanguins et la manipulation

Les experts recommandent la réalisation d’une phlébotomie jugulaire au moyen
d’aiguilles de calibre 21 gauges au minimum pour la récolte du sang. Ce dernier doit étre
conservé dans du citrate de sodium concentré a 3,2% tamponné dans un rapport strict de 1:9
(concentration finale de 10,8 mM de citrate). Les auteurs conseillent également de défausser,
lors de la récolte, un volume sanguin (le volume n’est cependant pas précisé). Les
échantillons sanguins doivent ensuite €tre maintenus a température ambiante pendant 30

minutes et non réfrigérés avant l'analyse (Flatland et al., 2014).

3. Les méthodes d’activation des tests

L'utilisation systématique et standardisée d’activateurs est recommandée. Les experts
suggerent qu’au minimum deux profils distincts soient réalisés par patient pour évaluer
completement son systéme hémostatique.

Les directives du fabricant concernant 1'utilisation systématique des controles de qualité
doivent étre respectées. La pipette automatique doit étre utilisée pour le ROTEM. Les essais
en double ne sont pas nécessaires lorsque les activateurs sont utilisés. Il n'y a pas
suffisamment de preuves pour recommander une quantité précise de sang devant étre prélevée
pour la réalisation des tests. Les auteurs préconisent de suivre les directives de chaque
fabricant.

Pour la pratique clinique, tous les tests doivent étre menés suffisament longtemps pour
obtenir toutes les valeurs pertinentes. A des fins de recherche, tous les tests doivent &tre
menés suffisament longtemps pour obtenir les valeurs des paramétres de la fibrinolyse.

Il n'y a pas suffisamment de preuves pour recommander l'utilisation de températures
spécifiques pour chaque espeéce. La réalisation des tests a une température de 37°C est
préconisée. Chez les patients souffrant d'hypothermie ou d’hyperthermie marquée, les experts
recommandent de réaliser les essais a la température centrale du patient et a 37°C pour

évaluer les effets de la température sur le systéme de coagulation (delaforcade et al., 2014).




4. Les définitions et la communication des données

Les quatre parametres (CT, CFT, angle a et MCF) doivent toujours étre rapportés,
permettant ainsi le calcul post-hoc de G si nécessaire. La communication de la valeur de G en
plus du MCF est encouragée pour permettre aux auteurs d'évaluer et de comparer l'utilité
clinique de ces deux parametres. La communication systématique de ces quatre parametres
vise a faciliter la réalisation de méta-analyses dans le futur.

Il n'y a pas suffisamment de preuves pour recommander comment une hypercoagulabilité,
une hypocoagulabilité et une hyperfibrinolyse doivent étre définies chez le Chien et chez le
Chat. Toutes les études doivent systématiquement préciser comment ces trois conditions ont
¢été définies. Les experts recommandent également de communiquer, au minimum, les valeurs
contemporaines d'hématocrite, de fibrinogénémie et de numération plaquettaire.

Il n’y pas suffisamment de preuves pour recommander comment une hypofibrinolyse doit
étre définie chez le Chien et chez le Chat. Il est possible que les essais standards TEG et TEM
soient incapables de détecter une hypofibrinolyse.

Tous les centres utilisant les tests viscoélastiques doivent établir leurs propres valeurs de
référence. Ces valeurs usuelles ne sont pas interchangeables du ROTEM a la TEG et
inversement. L.’age et la race doivent étre pris en compte lors de I'établissement de ces valeurs
usuelles. Au sein d’'un méme centre, les protocoles de prélévement d'échantillons, la
manipulation des échantillons et la réalisation de 1’analyse doivent étre standardisés et rédigés

sous forme de procédure (Hanel et al., 2014).

L auteur remarque que ces recommandations n’integrent pas la nécessité de rapporter les
différentes amplitudes (A5, A10, AlS, ...). Ces dernieres sont largement utilisées dans les
essais cliniques humains pour anticiper la valeur du MCF afin de définir des algorithmes
therapeutiques deécisionnels les plus précoces possibles. Leur utilisation en médecine
vétérinaire permettrait de faire évoluer ces tests viscoélastiques de la description du
deséquilibre hémostatique du patient vers un véritable outil de monitorage a visée

therapeutique.

5. Les tests non standards
Ces recommandations concernent essentiellement la TEG. La seule recommandation
ayant pour objet le ROTEM est la suivante : il n'y a pas suffisamment de preuves chez le

Chien et chez le Chat pour recommander systématiquement l'utilisation des tests étudiant la




fonctionnalité du fibrinogene (fibTEM) a des fins cliniques. Si ce dernier est utilisé, il est
préconisé de ne pas utiliser de 1’abciximab pour inhiber I’activité plaquettaire (Brainard et al.,

2014).

B. DESCRIPTION DES MODIFICATIONS VISCOELASTIQUES SANGUINES
DANS DIVERSES MALADIES ET ENTITES MEDICALES

Les modifications TEG et TEM ont été décrites dans prés d’une trentaine de maladies et
entités médicales chez le Chien, recensées dans le tableau 3.

Les pourcentages de profils hypercoagulables, normaux et hypocoagulables précisés dans
chaque étude sont donnés a titre indicatif. En toute rigueur, la comparaison de ces
pourcentages entre ces différentes études ne devrait étre faite étant donnée 1’hétérogénéité des
définitions utilisées pour classer ces profils. Il convient également de rappeler que la TEM ou
la. TEG ne sont capables de mettre en évidence qu’un profil hypercoagulable ou
hypocoagulable et non un état hypercoagulable ou hypocoagulable. Sensu stricto, un état
hypercoagulable ne peut se définir que par 1’observation d’un profil TEM ou TEG
hypercoagulable associé¢ a des signes cliniques et/ou biologiques de thrombose alors qu’un
¢tat hypocoagulable ne peut se définir que par ’observation d’un profil TEM ou TEG
hypocoagulable associ¢ a des signes cliniques et/ou biologiques de saignements (Hanel et al.,
2014). Pour Dl’auteur de ce manuscrit, cette distinction est cruciale a rappeler car de

nombreuses études citées dans le tableau 3 ne respectent pas ces terminologies.
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C. DESCRIPTION DES MODIFICATIONS VISCOELASTIQUES SANGUINES
DANS DES MODELES EXPERIMENTAUX

Les altérations TEG et TEM ont été décrites dans quelques modeles expérimentaux de

situation pathologique chez le Chien. Le tableau 4 recense ces modeles expérimentaux.

Modéle Référence Auto- Type Effets viscoélastiques

expérimental mate d’étude

Anémie Brooks et al., 2014 Invitro  Profil hypercoagulable
McMichael et al., 2014a TEM Invitro  Profil hypercoagulable
Choc Lynch et al., 2016a TEG Invivo Diminution R, MA et G,
hémorragique mais restant dans les
valeurs usuelles
Hypothermie Taggart et al., 2012 TEG Invitro Augmentation K et
diminution angle o
Endotoxémie Eralp et al., 2011 TEG Invivo Diminution MA et angle
o
Effort Bauer et al., 2012 TEG Invivo Absence d’effet

Tableau 4. Recensement des mod¢les expérimentaux pour lesquels ont été utilisés les

examens viscoélastiques chez le Chien

D. DESCRIPTION DES MODIFICATIONS VISCOELASTIQUES SANGUINES
INDUITES PAR DIFFERENTS MEDICAMENTS OU SOLUTES

Les altérations TEG et TEM ont également été décrites apres 1’utilisation de différents
médicaments et solutés chez le Chien. Le tableau 5 recense les substances et solutés dont les
effets viscoélastiques sanguins ont été évalués. Notons que pres de la moitié de ces études a
¢été réalisée in vitro. La signification clinique de leurs résultats reste par conséquent a établir
in vivo. De plus, I’annotation « absence d’effet » doit étre interprétée sur deux plans : soit le
médicament n’a effectivement pas d’effet sur les propriétés viscoélastiques sanguines, soit la

TEM ou la TEG ne sont pas assez sensibles pour détecter cet effet s’il est présent.
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E. AUTRES APPLICATIONS

Les examens viscoélastiques ont été utilisés pour caractériser les particularités
hémostatiques de quelques races : les greyhounds et les bouledogues. Les greyhounds sains
présentaient un profil hypocoagulable en comparaison avec des races non greyhounds (Vilar
et al., 2008). Les bouledogues francais sains présentaient un profil hypercoagulable en
comparaison avec d’autres races non brachycéphales (Hoareau et Mellema, 2015). Les auteurs
émettaient I’hypothése que ceci pouvait étre vraisemblablement en lien avec le syndrome
brachycéphale des bouledogues et I’hypoxémie chronique induite par ce dernier (Hoareau et
Mellema, 2015).

Les effets de la nature du prélévement sanguins sur les résultats TEG ont également été
évalués. La localisation du prélévement veineux (veine jugulaire ou veine sapheéne latérale)
n’influencait pas les résultats TEG (Walker et al., 2012). Au contraire, le mode de
prélévement (aspiration classique ou récolte via un tube de type Vacutainer®) pouvait induire
des modifications viscoélastiques (Walker et al., 2012). La qualité de la ponction veineuse
(atraumatique ou traumatique) pouvait influencer les valeurs du R (Garcia-Pereira et al.,
2012).

Une ¢tude a évalué rétrospectivement les données TEG de chiens présentant une
diminution du temps de prothrombine (PT) et du temps de thromboplastine activé partiel
(aPTT) (Song et al., 2016). Aucune corrélation n’a été trouvée entre les temps de coagulation
et les parametres TEG alors que les chiens présentaient significativement plus de signes
avérés ou suspectés de complications thrombotiques que les chiens contrdles. Une autre étude
a évalué les résultats TEG avec les données de 1’examen nécropsique et notamment les Iésions
compatibles avec un phénomene thrombotique (Thawley et al., 2016). Aucune association n’a
¢été trouvée entre les données des examens viscoélastiques et la présence de thrombose post-
mortem.

Enfin, une derni¢re étude a comparé les propriétés viscoélastiques d’échantillons de
plasma frais congelé et de plasma congelé (stocké pendant 5 ans) (Urban et al., 2013). Aucune

différence des parameétres TEG n’a été observée entre ces deux types de plasma.







PARTIE 2.

ETABLISSEMENT DES VALEURS
USUELLES DES PARAMETRES
THROMBOELASTOMETRIQULES.
INFLUENCE DU SEXE ET DE L’AGE.




I ETABLISSEMENT DES VALEURS USUELLES ET INFLUENCE DU
SEXE

A. MATERIELS ET METHODES

1. Animaux

Cette ¢étude a été approuvée par le comité d’éthique de VetAgro Sup, campus vétérinaire
de Lyon (#1266). Cinquante-trois chiens appartenant a des étudiants ou des membres du
personnel ont été recrutés. Ces chiens ont été considérés en bonne santé sur la base de leurs
antécédents médicaux et de I’examen clinique.

Les criteres d’inclusion étaient un examen clinique normal et les résultats de la
numeération et formule sanguines (NFS) et du bilan biochimique dans les valeurs usuelles. Les
criteres d’exclusion comprenaient I’historique d’une maladie récente et/ou I’administration de

tout médicament durant les trois semaines précédant le début de 1’étude.

2. Récolte des échantillons sanguins

Une prise de sang veineuse jugulaire unique a été réalisée sur chaque chien en utilisant
une aiguille de 23 gauges reliée a une seringue de 10 mL. L’échantillon de sang veineux total
a ensuite été réparti dans 1’ordre suivant dans :

- un tube citraté pour la réalisation du bilan d’hémostase et des profils TEM (4 mL ;
chaque tube contenant 3,2% de citrate de sodium tamponné dans un rapport strict
sang/citrate de 1:9 pour une concentration finale de citrate de 10,8 mmol/L),

- untube EDTA (acide éthyléne diamine tétra-acétique) pour la réalisation de la NFS (3
mL), et

- un tube hépariné pour la réalisation des analyses biochimiques (3 mL).

3. Analyses

Le profil hématologique comportait la numération des hématies, le taux d’hématocrite,
I’hémoglobinémie, et la numération des globules blancs (GB) et des plaquettes. Le panel
biochimique était constitu¢ de I’activité sérique des alanines aminotransférases (AIAT) et des
phosphatases alcalines (PAL), ainsi que de I’albuminémie, ’urémie, la créatininémie, la

glycémie, la protidémie totale et la globulinémie. La NFS et le bilan biochimique ont été




effectués respectivement par les analyseurs automatisés suivants : Xt-20001V (Sysmex) et
Konelab 301 (Thermo Fisher).

Le bilan d’hémostase incluait le temps de prothrombine (PT) et le temps de
thromboplastine activé partiel (aPTT). Les temps de coagulation ont été mesurés en accord
avec les recommandations du fabricant (Coag Dx, IDEXX).

La thromboé¢lastométrie rotative (ROTEM®, Pentapharm GMbH) a été réalisée
exactement 30 minutes apres le prélévement sanguin veineux, en accord avec les instructions
du fabricant et les recommandations récentes du groupe PROVETS (Flatland et al., 2014).
L’examen a été réalisé pour une durée totale de 60 minutes. Les échantillons de sang citraté
(300 pL) ont été pré-réchauffés a 37°C et ont été ajoutés aux réactifs fournis par le fabricant a
I’aide de la pipette électronique reliée a 1’automate. Trois profils TEM ont été conduits

(inTEM, exTEM, et fibTEM).

4. Répétabilité intra-essai

Deux chiens males castrés agés respectivement de 3 et 5 ans ont été inclus. Une prise de
sang veineuse jugulaire unique a été réalisée sur chaque chien en utilisant une aiguille de 23
gauges reliée a une seringue de 10 mL. L’échantillon de sang a ensuite été placé dans un tube
citraté, identique a celui décrit précédemment. Trois profils TEM ont été conduits (inTEM,
exTEM, et fibTEM), exactement 30 minutes apres la prise de sang, en suivant la
méthodologie détaillée dans le paragraphe précédent. L’automate étant pourvu de quatre
canaux, les prélévements sanguins ont été répartis (300 uL) dans chaque canal afin de réaliser
I’analyse en 4 exemplaires. Les coefficients de variation (CV) intra-essai ont ensuite été
calculés selon la formule : CV = SD/moyenne, formule dans laquelle SD représente 1’écart

type (standard deviation).

5. Analyses statistiques

Tous les résultats sont présentés par leur moyenne et leur SD. La normalit¢ de la
distribution et ’homogénéité des variances ont €té examinées par le test de Shapiro-Wilk. Les
valeurs usuelles sont définies par les percentiles 0,025 et 0,975 de chaque paramétre.
L’influence du sexe sur les différents parameétres est évaluée par un test exact de Fisher. Une
valeur de P < 0,05 est considérée comme statistiquement significative. Toutes les analyses ont

¢été réalisées a 1’aide d’un logiciel du commerce (XLSTAT v2012, Addinsoft).




B. RESULTATS

Cinquante-trois chiens (11 beagles, 8 border collies, 8 croisés, 6 bergers Australiens, 3
labradors retrievers, 3 golden retrievers, 2 huskies, 2 bergers allemands, 2 cockers spaniel, 1
american staffordshire terrier, 1 jack russel terrier, 1 berge d’appenzell, 1 springer spaniel
anglais, 1 shih-tzu, 1 samoyede et 1 west highland white terrier) ont été inclus dans I’étude.
L’age médian était de 2,5 ans (intervalle, 1 a 9,5 ans). La population comprenait 23 males
(dont 16 entiers et 7 castrés) et 30 femelles (dont 20 enticres et 10 stérilisées). Tous les chiens
avaient un examen clinique normal et des paramétres hématologiques, biochimiques et
hémostatiques dans les valeurs usuelles.

Les valeurs usuelles des paramétres de 1I’exTEM, de I'inTEM et du fibTEM sont
respectivement détaillées dans les tableaux 6, 7 et 8. Les valeurs usuelles établies pour les
deux indices de coagulation, G et TPI, sont respectivement de 4025 a 11129 dynes/cm? et 0,38
a2,8l1.

Li45 Li60 ML

()  (mm) () (%) (%) (%)
VT 5145 43,55 149,92 56,32 62,75 98,28 94,02 11,85
SD 11,61 7,97 4475 6,74 659 423 770 1221

LTS 33,00 32,59 78,50 44,60 51,00 8830 72,60 0,00
2,5%

ST ETTES 69,70 59,00 230,70 69,00 74,70 100,00 100,00 41,00
297,5%

Tableau 6. Valeurs usuelles des parametres de I'exTEM

MCF @  Li45 Li60
()  (mm) ) (B (%) (%)
VO 153,13 4421 11885 57,08 68,51 99,92 97,72 7,32
SD 3260 7,05 4930 6,57 686 033 261 825
DU 108,58 29,50 57,30 41,50 49,95 99,00 92,20 0,00

2,5%
P BUEEs 198,00 57,70 269,56 68,70 78,71 100,00 100,00 28,40
a97,5%

Tableau 7. Valeurs usuelles des parametres de I'inTEM




CT A0 CFT MCF o  Li45 Li60 ML
(s) (mm) — (s) (mm) () (%) () (%)

Moyenne  [EEPRE[NEPX) NA 838 NA 8049 7862 29,00
SD 1863 304 NA 335 NA 1064 1185 10,63

PLTE PRI 32,00 3,00 NA 30  NA 6420 6030 11,90

2,5%
Limite haute EEEEUY 12,70 NA 14,0 NA 100,00 100,00 47,70
297,5%

Tableau 8. Valeurs usuelles des parametres du fibTEM
(NA, non applicable)

Aucune différence significative n’a ét¢ mise en évidence pour les parametres TEM des
trois profils conduits entre les males et les femelles. La prise en compte de la stérilisation dans

cette comparaison ne modifiait pas cette conclusion [Tableau 9].

Catégorie

Tous 151 £ 50

Males Intacts 50£10 45+ 10 149 £+ 52 57+8

exTEM Castrés 53+ 13 41 +7 156 £ 48 54+ 6
Toutes 52+12 43 +7 149 £ 41 57+6

Femelles Intactes 54+£12 44 + 8 145 £ 42 57+7
Stérilisées 47+ 11 42+ 6 158 + 38 56 £4

Tous 162 £ 39 44+ 9 129 + 65 56 £ 8

\Y E1 Intacts 160 + 25 44 + 10 133 £ 76 57+9

inTEM Castrés 167 £ 32 43+ 5 120 + 31 55+£5
Toutes 146 £ 25 45+ 6 111 +£32 58+5

Femelles Intactes 147 £27 45+ 6 111+35 59+5
Stérilisées 144 £ 24 45+ 4 110 £25 565

Tous 52 +£20 8+4 NA 9+4

\Y 1 Intacts 53+£22 8+£4 NA 9+4

Castrés 51+15 7+3 NA 7+4

fibTEM Toutes 52+18 T+2 NA 8+3
Femelles Intactes 53+19 T+2 NA 9+3
Stérilisées 52+ 18 6+2 NA 8+2

Tableau 9. Résultats (moyenne et SD) des parametres des profils exTEM, inTEM et fibTEM
en fonction du sexe et de la stérilisation

(NA, non applicable)




Catégorie Li45 Li60

) (%) (%)
Tous 63 £ 8 99 + 3 94 £7 13+10
Males Intacts 63+8 98+ 3 93+ 8 1510
Castrés 63+7 99 +£2 97 +4 7410
Toutes 63+6 98+5 94 + 8 11+14
Femelles EoVEIaTN 63+6 97+6 92+9 13+ 14
Stérilisées 61+7 99 +1 97+4 8+ 14
Tous 68+9 100 £ 1 97 +£3 9+10
\Y E1 Intacts 67+ 10 100+ 1 97 +4 10+ 10
Castrés 68+5 100+ 1 98 £3 6+9
Toutes 69+5 100+ 1 98 £2 6+7
Femelles Intactes 69+6 100+ 1 98 +£2 65
Stérilisées 70+ 4 100 £+ 1 99 +2 6+9
Tous NA 84+9 83+ 10 24 +£9
\Y E1 Intacts NA 82+9 83 +11 25+ 10
Castrés NA 90+ & 85+ 11 24+ 6
fibTEM Toutes NA 78 £11 75+12 32+11
U901 Intactes NA 78+ 11 76+ 10 32+9
Stérilisées NA 77+ 10 73+ 14 34+ 14

Tableau 9 (suite). Résultats (moyenne et SD) des parametres des profils exXTEM, inTEM et
fibTEM en fonction du sexe et de la stérilisation

(NA, non applicable)

Les CV intra-essai sont détaillés dans le tableau 10. Ils étaient respectivement de 4,6% et
de 11,7% pour le G et le TPIL.

YU 24.3% 4,1% 10,8% 2,1% 3,9% 0,0% 0,5% 21,5%
NI 9,6% 6,0% 18,2% 3,0% 4,8% 0,0% 0,5% 35,0%
LDIVNIE 17.4% 9,2% NA 9,7% NA 5,3% 6,0% 29,3%

Tableau 10. Coefficients de variation intra-essai des profils exXTEM, inTEM et fibTEM
(NA, non applicable)




C. DISCUSSION

Les valeurs usuelles décrites dans cette étude sont proches de celles précédemment
établies en médecine vétérinaire pour les profils inTEM et exTEM (Smith et al., 2010) et pour
les trois profils (Falco et al., 2012). Dans notre étude, les valeurs usuelles ont été établies en
accord avec les recommandations de la Fédération Internationale de Chimie Clinique (IFCC)
qui suggere qu'au moins 40 individus soient inclus dans la population de référence pour
fournir un calcul précis des percentiles 0,025 et 0,975 (Solberg, 1987).

Cette étude est la premicre a démontrer que la stérilisation n’a pas d’effet sur les valeurs
des parametres TEM. De plus, nos résultats mettent en évidence qu’il n’y a pas de différence
significative des parametres TEM entre les males et les femelles. Ces résultats sont similaires
a ceux d’une étude précédente réalisée chez le Chien visant a établir les valeurs usuelles des
parametres TEG (Bauer et al., 2009). Les deux autres études vétérinaires ayant établi des
valeurs usuelles pour les parametres TEM n’ont pas précisé si une différence existait entre les
femelles et les males (Smith et al., 2010 ; Falco et al., 2012). En médecine humaine, certaines
études suggerent que les femmes présentent un profil plus hypercoagulable que les hommes
(Scarpelini et al., 2009 ; Subramanian et al., 2014). Néanmoins, dans notre étude, nous
n’avons pas pris en compte le stade du cycle sexuel des femelles entieres, ce qui aurait pu
donner des résultats différents. Ces résultats pourraient également étre différents chez des
chiens malades.

Les valeurs usuelles des index de lyse comprennent les valeurs de 100% pour les Li45 et
Li60 et la valeur de 0% pour le ML. Ces résultats suggérent, comme préalablement mentionné
(Hanel et al., 2014), que les examens visco¢lastiques semblent peu sensibles pour mettre en
¢vidence une hypofibrinolyse. Une étude humaine suggere de rajouter de [’activateur
tissulaire du plasminogeéne dans le réactif pour augmenter cette sensibilité (Kuiper et al.,
2016).

Les CV intra-essai révelent des valeurs acceptables (< 10%) pour I’ensemble des valeurs a
I’exception du CT sur ’exTEM et le fibTEM, du CFT sur I'inTEM et du ML sur les trois
profils. A I’exception de ceux du CT, ces CV sont relativement proches de ceux précisés dans
une ¢tude humaine (Anderson et al., 2014) et vétérinaire (Falco et al., 2012). Dans notre
¢tude, le CT apparait comme un parametre hautement variable et dépendant grandement des
manipulations pré-analytiques. Ce résultat pose la question de la pertinence de I’interprétation

du CT dans la classification des profils TEM. Le ML correspond a la lyse maximale du caillot




en fin d’analyse. Les hauts CV lui étant associés pourraient s’expliquer par le fait que
certaines analyses n’aient pu étre conduites exactement pendant 60 minutes. L’autre
hypotheése est que ce parametre n’est pas influencé par 1’utilisation des activateurs des trois
profils conduits dans cette étude (Smith et al., 2010), ce qui suggere le recours au profil
apTEM pour déterminer avec plus de précision le ML. Dans tous les cas, ce résultat souligne
que les index de lyse tels que le Li45 et le Li60 sont plus sensibles et spécifiques sur les

profils exTEM, inTEM et fibTEM que le ML pour mettre en évidence une hyperfibrinolyse.

En conclusion, cette étude a permis d’établir des valeurs usuelles des paramétres TEM
pour les profils exTEM, inTEM et fibTEM chez le Chien.

Le sexe et la stérilisation n’influencent pas la valeur de ces parameétres.

La TEM apparait comme un examen peu sensible pour mettre en évidence une
hypofibrinolyse chez des chiens en bonne santé. Des études ultérieures sur une population

composée de chiens malades sont nécessaires pour confirmer ce manque de sensibilite.




IL. INFLUENCE DE L’AGE SUR LES TAUX DE CYTOKINES PRO-
INFLAMMATOIRES ET SUR LA COAGULATION PAR APPROCHE
THROMBOELASTOMETRIQUE CHEZ LE CHIEN

A. RATIONNEL

Le processus de vieillissement s’accompagne chez ’Homme d’altérations hémostatiques a
I’origine d’un état d’hypercoagulabilité, caractérisé par une augmentation graduelle des
facteurs procoagulants et une diminution progressive des facteurs anticoagulants (Mari et al.,
1995 ; Javorschi et al., 1998 ; Ferrucci et al.,, 2005 ; Conway, 2011). Ce processus est
également associé¢ a un état antifibrinolytique caractérisé par une augmentation progressive
des inhibiteurs fibrinolytiques et par une diminution des facteurs fibrinolytiques (Mari et al.
1995 ; Conway, 2011). Ces modifications sont exacerbées par la présence d’éléments
prédisposants tels que I’'immobilité, les chirurgies orthopédiques et le cancer (Mari et al.,
1995 ; Anderson and Spencer, 2003 ; Golomb et al., 2014), mais également par le
développement d’une inflammation évoluant a bas bruit et se caractérisant par une
augmentation des concentrations sériques en cytokines pro-inflammatoires (Inadera et al.,
1999 ; Ferrucci et al., 2005 ; Seidler et al., 2010 ; Sivro et al., 2013). Ainsi, en médecine
humaine, le vieillissement est considéré comme un facteur de risque majeur et indépendant
d’apparition de maladies thromboemboliques (Mari et al., 1995 ; Anderson and Spencer, 2003
; Conway, 2011).

L’apparition d’un profil hypercoagulable chez I’ Homme agé a ét¢ mis en évidence par
méthode TEG dans quelques études humaines (Ng, 2004 ; Roeloffzen et al., 2010). A la
connaissance des auteurs, cette approche originale n’a jamais été utilisée pour déterminer
I’influence de I’age sur le systéme de coagulation chez le chien.

L’objectif principal de cette étude était de comparer les profils TEM de deux groupes de
chiens d’age distinct. Notre hypothese était que les vieux chiens avaient un profil plus
hypercoagulable et une activité¢ fibrinolytique plus réduite que les jeunes chiens. L’objectif
secondaire de cette étude était d’identifier ’influence des paramétres sanguins dans ces
modifications hémostatiques en insistant sur la variation des cytokines pro-inflammatoires

pour mettre en évidence ou non I’influence d’une activité inflammatoire.




B. MATERIELS ET METHODES

1. Animaux

Cette étude a été approuvée par le comité d’éthique de VetAgro Sup, campus vétérinaire
de Lyon (#1266). Elle a inclus 20 beagles d’expérimentation répartis en deux groupes :

- 10 vieux chiens entiers d’age supérieur a 10 ans ; 9 males et 1 femelle,

- 10 jeunes chiens entiers d’age inférieur a 3 ans ; 5 méles et 5 femelles.

Ces chiens ont été considérés en bonne santé sur la base d’un examen clinique complet.
Les criteres d’exclusion étaient 1’historique d’une maladie récente ou I’administration de tout

médicament durant les trois semaines précédant I’étude.

2. Récolte des échantillons sanguins

Une prise de sang veineuse jugulaire unique a été réalisée sur chaque chien en utilisant
une aiguille de 23 gauges reliée a une seringue de 10 mL. L’échantillon de sang veineux total
a ensuite été réparti dans 1’ordre suivant dans :

- un tube citraté pour la réalisation du bilan d’hémostase et des profils TEM (4 mL ;
chaque tube contenant 3,2% de citrate de sodium tamponné dans un rapport strict
sang/citrate de 1:9 pour une concentration finale de citrate de 10,8 mmol/L),

- un tube EDTA pour la réalisation de la NFS et de la mesure des concentrations
sériques des cytokines pro-inflammatoires (3 mL),

- un tube hépariné pour la réalisation des analyses biochimiques (3 mL).

3. Analyses

Le profil hématologique comportait la numération des hématies, le taux d’hématocrite,
I’hémoglobinémie, et la numération des GB et des plaquettes. Le panel biochimique était
constitué de I’activité sérique des AIAT et des PAL, ainsi que de 1I’albuminémie, ['urémie, la
créatininémie, la glycémie, la protidémie totale, la globulinémie et les concentrations sériques
de la protéine C réactive (CRP). La NFS et le bilan biochimique ont été respectivement
effectués respectivement par les analyseurs automatisés suivants : Xt-20001V (Sysmex) et
Konelab 301 (Thermo Fisher). Les résultats ont été vérifiés par un vétérinaire pathologiste
clinique diplomé du College Américain de Pathologie Clinique.

Pour le dosage des cytokines pro-inflammatoires, 1’échantillon de sang récolté¢ dans le

tube EDTA ¢était centrifugé durant 10 minutes a 2000 g dans les 30 minutes suivant la prise de




sang. Le plasma était ensuite extrait et conservé a -20°C dans un tube en polypropyléne (durée
de conservation inférieure a 1 mois). Les cytokines dosées étaient les suivantes : le GM-CSF
(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), I’interféron vy, les interleukines (IL) 2,
6, 7, 8, 10, 15 et 18, I'[P-10 (interferon-inducible protein-10), le KC (keratinocyte
chemoattractant), le MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) et le TNFa (tumor
necrosis factor o). Leur concentration sérique a ¢été mesurée par une méthode multiplex
spécifique au chien (CCYTOMAG-90K, EMD Millipore), en utilisant un analyseur
automatique (Bio-Plex 200, Bio-Rad).

Le bilan d’hémostase incluait le PT, ’aPTT et la concentration sérique en fibrinogene. Les
temps de coagulation ont ét¢ mesurés en accord avec les recommandations du fabricant (Coag
Dx, IDEXX). La fibrinogénémie a été dosée en utilisant la méthode de Clauss (STart, Stago).

La thromboélastométrie rotative (ROTEM®, Pentapharm GMbH) a été réalisée
exactement 30 minutes apres le prélévement sanguin veineux, en accord avec les instructions
du fabricant et les recommandations récentes du groupe PROVETS (Flatland et al., 2014).
L’examen a été réalisé par le méme opérateur pour les 20 chiens de 1’étude pour une durée
totale de 60 minutes. Les échantillons de sang citraté¢ (300 pL) ont été pré-réchauffés a 37°C
et ont été ajoutés aux réactifs fournis par le fabricant a I’aide de la pipette électronique reliée a

I’automate. Trois profils TEM ont été conduits (inTEM, exTEM, et fibTEM).

4. Analyses statistiques

Tous les résultats sont présentés par leur médiane et leur intervalle. La normalité de la
distribution et ’homogénéité des variances ont €té examinées par le test de Shapiro-Wilk. Les
comparaisons entre les deux groupes ont été réalisées par un test paramétrique (test ¢ de
Student) ou non paramétrique (Test U de Mann-Whitney) par approche bilatérale, en fonction
de la normalité ou non de leur distribution. Les relations entre les paramétres TEM et les
parametres sanguins ont été €valuées par relation linéaire en calculant les coefficients de
détermination de Spearman (7?). Une valeur de P < 0,05 était considérée comme
statistiquement significative. Enfin, une régression ascendante multiple (inclusion si P < 0,05
; exclusion si P > 0,1) a ¢été utilisée afin d’identifier les facteurs indépendants associés aux
modifications des paramétres TEM entre les 2 groupes. Toutes les analyses ont été réalisées a

I’aide d’un logiciel du commerce (XLSTAT v2012, Addinsoft).




C. RESULTATS

L’age des beagles est significativement différent entre les deux groupes (P < 0.001). Les
jeunes chiens ont moins de 3 ans (médiane de 25,5 mois ; intervalle : 21 a 35 mois) et les

vieux chiens ont plus de 10 ans (médiane de 132,5 mois ; intervalle : 128 a 148 mois).

1. Comparaison entre les groupes

Le taux d’hématocrite et la numération blanche sont significativement diminués chez les
vieux chiens. La fibrinogénémie est significativement augmentée chez les vieux chiens alors
que le PT est plus court. La protidémie totale et la globulinémie sont significativement
augmentées chez les vieux Beagles alors que I’albuminémie est significativement plus basse

[Tableau 11].

Jeunes beagles Vieux beagles

R1)) (n=10)
Médiane Intervalle Meédiane Intervalle
Hématocrite (L/L) 0,44 - 0,55 0,42 0,40 - 0,48
Leucocytes ( 109/L) 10,8 8,2-124 6,6 43-15,2 0,003
Plaquettes ( 109/L) 392 307 - 534 488 149 - 664 0,391
Fibrinogéne (g/L) 2,36 1,86 -2,73 3,59 2,78 -442 <0,001
PT (s) 15 12 -15 12 12 <0,001
aPTT (s) 85 76 - 90 88 82 -94 0,052
Urée (mmol/L) 6,9 3,2-9,9 7,8 5,8-8,5 0,762
Créatinine (umol/L) 66 49 - 85 64,5 49 - 75 0,710
Glucose (mmol/L) 5,4 40-64 4,7 3,8-5,6 0,021
AIAT (U/L) 58,5 28 - 117 40,5 23-95 0,096
PAL (U/L) 78 36 - 98 113,5 50 -476 0,104
Protéines totales (g/L) 51 47 - 56 61,5 55-71 < 0,001
Albumine (g/L) 29 26 - 32 24,5 18 -29 0,002
Globulines (g/L) 22 19 - 26 37 32-48 < 0,001
CRP (mg/L) 4.5 4-9 4 4-5 0,059

Tableau 11. Comparaison des parametres hématologiques, hémostatiques et biochimiques

entre les jeunes et les vieux beagles

Toutes les concentrations plasmatiques en cytokines, a 1’exception de celles d’IP-10 et
d’IL-15, tendent a étre augmentées chez les vieux chiens. Néanmoins, seule I’augmentation de

MCP-1 est significative [Tableau 12].




Jeunes beagles
(n=10)
Médiane Intervalle
KC 80 - 1067

Vieux beagles
(n=10) P
Médiane Intervalle

433 212 - 1944

GM-CSF 29,9 16,6 - 150,6 84,6 9,2 -300,2 0,230
IFNy 13,6 13,6 - 63,7 13,6 13,6 - 90,9 0,949
Interleukine-2 19,6 3,5-141,0 30,9 3,5-208,9 0,403
Interleukine-6 48,2 3,7-178,5 41,3 3,7-331,0 0,519
Interleukine-7 7,5 7,5—-114,0 61,7 7,5-2258 0,174
Interleukine-8 4086 22 - 7866 3788 1087 - 18803 0,791
Interleukine-10 31,5 3,2-72,7 4,5 3,2-50,3 1,000
Interleukine-15 9,0 9,0 -2311,7 241,2 89,0-996,7 0,225
Interleukine-18 9,5 5,8-127,7 46,6 5,8-363,0 0,150
IP-10 20,7 8,5-121,6 24,5 8,5 -504,0 0,138
MCP-1 197,5 138,2-240,4 301,2  190,0 - 3440,5 0,002
TNFa 6,1 6,1-17,1 14,0 6,1 -773 0,052

Tableau 12. Comparaison de la concentration plasmatique des cytokines (en pg/mL) entre les

jeunes et les vieux beagles

Sur I’exTEM, le CT, le CFT et le ML sont significativement plus bas chez les vieux
beagles alors que I’A10, le MCF, I’angle a et le Li60 sont significativement plus hauts. Les
indices globaux de coagulation, G et TPI, sont significativement plus importants chez les

vieux beagles [Tableau 13, Figure 13].

Jeunes beagles
(n=10)

Médiane  Intervalle

46,5 36-63

Vieux beagles
(n=10)

Médiane Intervalle

35 32 -39

CT (s) < 0,001

A10 (mm) 57 48 - 62 67,5 60 - 74 < 0,001
CFT (s) 92,5 77-119 62,5 48 - 89 < 0,001
MCF (mm) 66 57-71 74,5 69 - 79 < 0,001
a(®) 71,5 66 - 75 78,5 73 - 81 < 0,001
Li45 (%) 100 75 - 100 100 99 - 100 0,234
Li60 (%) 97 66 - 99 98 97 -99 0,009
ML (%) 10 2-53 4 1-9 0,019

G (dynes/cm?) 9719 6628 - 12241 14615 11129-18810 <0,001

TPI 2,0 1,1-32 4.9 2,5-7.8 < 0,001

Tableau 13. Comparaison des parameétres de 1'exXTEM entre les jeunes et les vieux beagles
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Figure 13. Exemples de profils exXTEM chez un jeune et un vieux beagle

Sur I'inTEM, le CFT et le ML sont significativement plus bas chez les vieux chiens alors

que I’A10, le MCF, I’angle a et le Li60 sont significativement plus hauts [Tableau 14, Figure

Jeunes beagles Vieux beagles
(n=10) (n=10) P
Médiane Intervalle Médiane Intervalle
CT (s) 175,5 115-198 166 120 - 244
A10 (mm) 53,5 43 - 63 64,5 60 -71 < 0,001
CFT (s) 72,5 47 -103 51 34 - 66 0,005
MCF (mm) 65 60 - 70 72,5 69 - 77 < 0,001
a(°) 75,5 70 - 80 80 76 - 83 0,004
Li45 (%) 100 99 - 100 100 99 -100 1,000
Li60 (%) 97 95-99 99 97 - 100 0,002
ML (%) 7 2-16 3 1-7 0,004

Tableau 14. Comparaison des parameétres de 1'"nTEM entre les jeunes et les vieux beagles

Jeune beagle | Vieux beagle

10 20 30 40 50 mir 10 20 30 40 50 min

Figure 14. Exemples de profils inTEM chez un jeune et un vieux beagle




Sur le fibTEM, le ML est significativement plus bas chez les vieux beagles alors que
I’A10, le MCF, I’angle a et le Li45 sont significativement plus hauts. Le CFT n’a pu étre
mesuré chez aucun jeune chien (valeurs tendant vers I’infini) alors qu’il a pu étre mesuré chez
tous les vieux chiens. De manicre similaire, ’angle o n’a pu étre mesuré que chez 4 jeunes

beagles (valeurs tendant vers O pour les autres jeunes) [Tableau 15, Figure 15].

Jeunes beagles Vieux beagles
(n=10) (n=10) P
Médiane Intervalle Médiane Intervalle
CT (s) 31-66 33,5 31-43 0,111
A10 (mm) 10 8-18 22,5 13-41 < 0,001
CFT (s) NA NA 65 51-110 NA
MCF (mm) 12 8-19 25 14 -42 < 0,001
a(®) NA NA 81 75 - 83 NA
Li45 (%) 77 68 - 94 86 76 - 94 0,039
Li60 (%) 77 64 - 95 86,5 75 - 96 0,055
ML (%) 29 11-40 16 7-25 0,003

Tableau 15. Comparaison des parametres du fibTEM entre les jeunes et les vieux beagles

(NA, non applicable)

Jeune beagle Vieux beagle
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Figure 15. Exemples de profils fibTEM chez un jeune et un vieux beagle

2. Corrélations entre les variables TEM et les paramétres sanguins

a. Corrélations linéaires simples

Les paramétres hématologiques, hémostatiques et biochimiques corrélés significativement
aux variables TEM par régression linéaire simple sont le taux d’hématocrite, les numérations
leucocytaire et plaquettaire, la fibrinogénémie et la globulinémie. L’ensemble des variables de
I’exTEM (a I’exception du CT pour la numération plaquettaire) est significativement associé a

ces parametres [Tableau 16].




Hématocrite Leucocytes Plaquettes Fibrinogéne Globulines

r? P r? P r? P r? P
CT 0,443 0,002 0,520 <0,001 0,023 0,524 0,406 0,003 0,602 <0,001
Al10 0,642 <0,000 0,322 0,010 0,208 0,044 0,596 <0,001 0,512 <0,001
CFT 0,584 <0,000 0,223 0,037 0211 0,043 0,542 <0,001 0,423 0,002
MCF 0,587 <0,000 0,299 0,014 0226 0,035 0,561 <0,001 0,523 <0,001
a 0,637 <0,000 0,244 0,028 0,217 0,039 0,530 <0,001 0,421 0,002

Tableau 16. Corrélations linéaires entre les parameétres de I'exTEM et le taux d'hématocrite,

les numérations leucocytaire et plaquettaire, la fibrinogénémie et la globulinémie

Sur 'inTEM, A10 et MCF sont significativement corrélés aux numérations plaquettaire et
leucocytaire, au taux d’hématocrite, a la fibrinogénémie et a la globulinémie. CFT et I’angle o
sont seulement corrélés au taux d’hématocrite, a la numération plaquettaire et a la

fibrinogénémie. Le CT n’est corrélé a aucun parametre sanguin [Tableau 17].

Hématocrite Leucocytes Plaquettes Fibrinogéne Globulines

r? P r? P r? P r? P r? P
CT 0,006 0,738 0,041 0,392 0,114 0,145 0,001 0,891 <0,001 0,919
Al10 0,552 <0,000 0,238 0,031 0,29 0,014 0,508 <0,001 0412 0,003
CFT 0,320 <0,0010 0,110 0,152 0,325 0,010 0,297 0,014 0,192 0,054
W@ 0,600 <0,000 0268 0,021 0,246 0,027 0,628 <0,001 0,469 0,001
o 0,293 <0,000 0,096 0,183 0,375 0,005 0,309 0,012 0,191 0,055

Tableau 17. Corrélations linéaires entre les paramétres de I'nTEM et le taux d'hématocrite,

les numérations leucocytaire et plaquettaire, la fibrinogénémie et la globulinémie

Sur le fibTEM, A10 et MCF sont significativement corrélés a la numération plaquettaire,
au taux d’hématocrite, a la fibrinogénémie et a la globulinémie. Le CT est seulement corrélé a

la globulinémie [Tableau 18].

Hématocrite Leucocytes Plaquettes Fibrinogéne Globulines

r? P r? P r? P r? P r? P
CT 0,111 0,151 0,051 0,337 0,005 0,770 0,020 0,547 0,228 0,035

A10 0,461 0,001 0,18 0,059 0,312 0,011 0,559 <0,001 0,456 0,001
wiles s 0,512 <0,000 0,181 0,062 0,273 0,019 0,527 <0,001 0,426 0,002

Tableau 18. Corrélations linéaires entre les parametres du fibTEM et le taux d'hématocrite,

les numérations leucocytaire et plaquettaire, la fibrinogénémie et la globulinémie




b. Corrélations multiples

A partir d’un modele multivarié a régression ascendante, 1’age apparait comme un facteur
indépendant du CT, de I’A10 et du MCF sur I’exTEM, de I’A10 et du MCF sur I’'inTEM, et
de I’A10 sur le fibTEM [Tableau 19].

Equation r’ P
1/CT (s) 0,02 + 7.76 x 10 + [catégorie Age] 0,644 <0,001
A10 (mm) 84,16 — 73,76 x HT + 0,02 x Plq + 7,3 x [catégorie age] 0,823  <0,001
é CFT (s) -110,71 + 419,29 x HT 0,653 <0,001
23 MCF (mm) 102,29 — 76,65 x HT + 5,06 x [catégorie age] 0,733 < 0,001
a (°) 117,01 — 93,28 x HT 0,689 <0,001
CT (s) 207,71 - 0,08 x Plq 0,081 0,225
A10 (mm) 54,29 + 0,02 x Plq — 11,3 x [catégorie age] 0,739 <0,001
é CFT (s) -82,31 +318,87 x HT 0,437 0,002
= MCF (mm) 59,93 + 0,01 x Plq + 6,95 x [catégorie age] 0,756 <0,001
a () 94,12 - 48,5 x HT + 0,01 x Plq 0,547 0,001
= Ln (CT-30) (s) 1,89 — 0,59 x [catégorie age] 0,121 0,133
E Ln A10 (mm) 3,3+ 1,27 x 107 x Plg — 0,05 x Alb + 0,5 x [catégorie dge] 0,868 < 0,001
=
=

MCF (mm) 26,85+ 0,02 x Plg + 4,81 x Fib— 10,2 x Alb 0,863 < 0,001

Tableau 19. Equations mathématiques générées par le modele multivarié a régression
ascendante
(HT = Hématocrite (L/L) ; Plg = Plaquettes (10°/L) ; Alb = Albumine (g/L) ; Fib =
Fibrinogene (g/L) ; [catégorie dge] = 0 si dge < 3 ans ; [catégorie dge] = I si age > 10 ans)




D. DISCUSSION

Cette étude est la premiere a démontrer 1’apparition d’un profil hypercoagulable avec
I’avancement de 1’age chez le Chien. Les vieux chiens ont un taux de formation de fibrine
plus rapide que les jeunes comme 1’atteste la diminution du CT et ’augmentation de 1’A10.
De plus, le caillot formé présente de plus fortes propriétés viscoélastiques comme 1’attestent
la diminution du CFT et ’augmentation de ’angle o et du MCF. Tous les vieux chiens de
cette étude ont un profil hypercoagulable caractérisé par I’augmentation significative des
indices de coagulation globale (TPI et G). Ces résultats sont similaires a ceux observés chez
I’Homme (Ng, 2004 ; Roeloffzen et al., 2010).

L’age apparait comme un facteur indépendant contribuant a ’apparition d’un profil
hypercoagulable chez le Chien. Cependant, d’autres mécanismes concurrents peuvent
également étre impliqués. Plusieurs études rapportent une relation entre la diminution du taux
d’hématocrite et I’apparition d’un profil hypercoagulable chez des hommes (Iselin et al., 2001
; Shibata et al., 2003 ; Ng, 2004 ; Roeloffzen et al., 2010) et des chiens (Smith et al., 2012 ;
Brooks et al., 2014 ; McMichael et al., 2014b) en bonne santé. Nos résultats sont concordants
avec ceux de ces études précédentes, méme si, malgré une diminution, les taux d’hématocrite
des vieux chiens restent dans les valeurs usuelles. Une telle diminution du taux d’hématocrite
en lien avec I’age a déja été rapportée dans la littérature vétérinaire (Strasser et al., 1997). La
diminution du taux d’hématocrite apparait comme un facteur indépendant contribuant a
I’apparition d’un profil hypercoagulable chez le vieux chien, mais sa signification
physiopathologique reste a déterminer. Il faut tout de méme noter que le role des érythrocytes
dans I’hémostase a largement été décrit, notamment par 1’exposition de phospholipides
membranaires procoagulants (Zwaal et al., 1993 ; Peyrou et al., 1999). Cependant, une étude
récente suggere que l’observation d’un profil hypercoagulable chez un chien ayant une
diminution de son taux d’hématocrite pourrait étre de nature artéfactuelle (McMichael et al.,
2014b).

Les plaquettes jouent ¢galement un réle dans 1’hypercoagulabilité associée a 1’age (Bastyr
etal., 1990 ; Gleerup and Winther, 1995). Plusieurs études réalisées chez ’Homme ont mis en
évidence une augmentation de 1’activité plaquettaire avec 1’age en observant une diminution
du temps de saignement (Jorgensen et al., 1980 ; Reilly et al., 1986), une augmentation de la
concentration des marqueurs d’activation plaquettaire tels que la B-thromboglobuline (Bastyr

et al., 1990) ou le platelet factor 4 (Jorgensen et al., 1980), et une plus grande affinité pour




I’adénosine diphosphate et le collagene (Bastyr et al., 1990 ; Gleerup and Winther, 1995).
L’augmentation de I’activité plaquettaire avec 1’age semblerait impliquer les phospholipides
membranaires (Bastyr et al., 1990). Dans notre étude, la numération plaquettaire médiane est
similaire entre les jeunes et vieux chiens. Cependant, cette numération apparait comme un
facteur indépendant de 1’apparition d’un profil hypercoagulable par I’analyse multivariée. La
numération plaquettaire est corrélée a la majorité des parametres TEM a I’exception du CT
sur les trois profils, tout comme 1’avait précédemment observé Smith et al. (Smith et al.,
2012). Mais nous n’avons pas évalué I’activité plaquettaire.

Le développement d’une inflammation €évoluant & bas bruit et caractérisée par une
augmentation de la concentration sanguine en fibrinogene, en cytokines pro-inflammatoires et
en globulines pourrait également étre la cause de I’apparition d’un profil hypercoagulable
avec I’avancement de 1’age chez le Chien, comme observé chez I’ Homme (Javorschi et al.,
1998 ; Inadera et al., 1999 ; Ferrucci et al., 2005 ; Seidler et al., 2010 ; Sivro et al., 2013).
L’augmentation de la fibrinogénémie a été corrélée au développement d’un profil
hypercoagulable chez I’ Homme (Nielsen et al., 2005) et chez le Chien (Smith et al., 2012).
Cette corrélation peut se justifier par le fait que le fibrinogeéne joue plusieurs roles essentiels
dans I’hémostase en étant le substrat direct sur lequel repose le clou plaquettaire, en
permettant le pontage entre les plaquettes et en augmentant la viscosité sanguine (Cavestri et
al., 1992 ; Laharrague et al., 1993 ; Feher et al., 2006). Nos résultats indiquent que la
fibrinogénémie est augmentée chez le vieux chien, ce qui est en accord avec les résultats
d’une étude précédente (Mercier et al., 2010). L’augmentation de la fibrinogénémie est un
facteur indépendant d’apparition d’un profil hypercoagulable.

Le dosage des cytokines pro-inflammatoires réveéle que toutes les concentrations
augmentent avec I’age, a I’exception de celles d’IP-10 et d’IL-15, mais que seule
I’augmentation de MCP-1 est significative. De plus, la globulinémie augmente
significativement chez les vieux chiens. Ces observations peuvent supporter 1’hypothése de
I’évolution d’une inflammation reliée a 1’age et a I’origine d’un profil hypercoagulable chez le
Beagle agé. L’augmentation de la concentration plasmatique de MCP-1 en lien avec une
inflammation évoluant a bas bruit, telle que celle rencontrée dans les insuffisances cardiaques
congestives débutantes, a déja été rapportée chez le Chien (Zois et al., 2012). Chez I’Homme,
le vieillissement est associ¢ a une augmentation des concentrations circulantes des marqueurs
inflammatoires (Ferrucci et al., 2005 ; Sivro et al., 2013) tels que MCP-1 (Inadera et al., 1999
; Seidler et al., 2010).




Concomitamment a 1’observation de profils hypercoagulables, les résultats de cette étude
montrent également que 1’dge influence les capacités fibrinolytiques avec une activité
fibrinolytique plus lente et moins intense chez les vieux chiens. Ces résultats sont en accord
avec ceux précédemment observés chez I’Homme (Gleerup and Winther, 1995 ; Mari et al.,
1995). Chez I’'Homme, le vieillissement affecte le systéme fibrinolytique a travers la
diminution des concentrations en plasminogeéne (Dolan et al., 1994) et I’augmentation des
concentrations en inhibiteur de I’activateur du plasminogene-1 (Gleerup and Winther, 1995 ;
Yamamoto et al., 2005) et en complexes plasmine-antiplasmine (Mari et al., 1995). Les
mécanismes exacts a l’origine de ces modifications de I’activité fibrinolytique n’ont pas
encore ¢été ¢lucidés chez le Chien, mais la diminution de cette activité pourrait contribuer a la
survenue d’éveénements thrombotiques chez les vieux chiens.

Quelques limites sont inhérentes a cette étude. La premiere est la faible taille de la
population étudiée induisant une diminution de la puissance des tests statistiques utilisés. La
seconde est la variabilit¢ du dosage des cytokines dans les deux groupes. Enfin, cette étude a
¢été réalisée chez des beagles de laboratoire vivant en chenil dans des conditions similaires. Il
est difficile de déterminer si nos résultats peuvent étre extrapolés aux autres races avec des

conditions de vie plus hétérogénes.

En conclusion, les résultats de cette étude révélent [apparition de profils
hypercoagulables et une diminution de activité fibrinolytique en association avec l’dge
chez le Beagle en bonne santé.

L’augmentation de la fibrinogénémie et la diminution du taux d’hématocrite semblent
étre les facteurs majeurs contribuant en I’observation de tels profils hypercoagulables chez
le vieux Beagle en bonne santé.

La présence d’une inflammation évoluant a bas bruit semble également impliquée, mais
les relations existant entre ’augmentation de la concentration plasmatique des cytokines
pro-inflammatoires et I’observation d’un profil hypercoagulable nécessitent la réalisation
d’études supplémentaires.

L’incidence des maladies thrombotiques reste a établir chez le Chien, mais, a la vue des

résultats de cette étude, I’age devrait étre considéré comme un facteur de risque.




PARTIE 3.

APPLICATIONS
CLINIQUES DE LA
THROMBOELASTOMETRIE
ROTATIVE




I EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTICOAGULANTE DE
L’ENOXAPARINE SODIQUE CHEZ LE BEAGLE EN BONNE SANTE

A. RATIONNEL

L’utilisation des héparines a bas poids moléculaire (HBPM) a été adoptée comme le
standard dans la prévention de la thrombose chez I’Homme et, plus récemment, chez le Chien
et le Chat (Breuhl et al., 2009 ; Vargo et al., 2009 ; Panek et al., 2015). En comparaison avec
les héparines non fractionnées (HNF), les HBPM ont une meilleure biodisponibilité et une
clairance dose-dépendante (Vargo et al., 2009).

En médecine vétérinaire, le choix des doses d’HBPM utilisées chez le Chien repose
principalement sur les profils pharmacocinétiques réalisés chez I’Homme ou sur des données
empiriques. Cependant, il a ét¢ montré que les profils pharmacocinétiques de I’énoxaparine
sodique chez le chien en bonne santé différaient des profils humains, rendant difficile
I’extrapolation des doses utilisées chez I’ Homme (Lunsford et al., 2009 ; Kidd et al., 2013).

Les résultats de plusieurs études ont montré que les HBPM avaient une meilleure
efficacité antithrombotique que celle des HNF chez le Chien (Mestre et al., 1985 ; Morris et
al., 2000). D’autres études ont échoué a montrer un effet anticoagulant des HBPM utilisées a
faible dose en se basant sur la mesure de ’activité anti-Xa chez des chiens en état critique
(Scott et al., 2009 ; Lynch et al., 2014). Dans un mod¢le canin de CIVD, de fortes doses
d’HBPM ¢taient requises pour augmenter [’activité anti-Xa dans la cible thérapeutique
(Mischke et al., 2005). Cependant Lunsford et al. ont mis en évidence des effets
anticoagulants significatifs de I’enoxaparine sodique a la dose de 80 Ul/kg (soit 0,8 mg/kg)
par voie sous-cutanée (SC) quatre fois par jour chez des chiens en bonne santé (Lunsford et
al., 2009). Cette étude a été réalisée chez des greyhounds, race connue pour avoir des
particularités hématologiques (taux d’hématocrite notamment plus ¢élevé) et hémostatiques
(profil TEG hypocoagulable) différentes des autres races (Vilar et al., 2008 ; Lunsford et al.,
2009).

L’objectif de cette étude était de décrire les effets anticoagulants de 1’administration SC
d’énoxaparine sodique a la dose de 80 Ul/kg (soit 0,8 mg/kg) quatre fois par jour chez des
beagles en bonne santé en utilisant un large panel de tests de coagulation, incluant la TEM. A

notre connaissance, cette étude est la premicre a évaluer les effets préventifs de 1’énoxaparine




sodique chez des chiens en bonne santé, autres que des greyhounds, a travers une évaluation

globale et mécanistique de la coagulation.
B. MATERIELS ET METHODES

Cette étude a été approuvée par le Comité d’Ethique de VetAgro Sup, campus vétérinaire
de Lyon (#1363). Elle a été réalisée chez huit chiens beagles adultes en bonne santé. Tous les
chiens étaient des males entiers, agés de 1 a 2 ans et pesant entre 9 et 11 kg. Ces chiens ont été
considérés en bonne santé sur la base de leur examen clinique et les résultats de la NFS et du

bilan biochimique sanguin.

1. Protocole et recueil des échantillons

Neuf injections SC d’énoxaparine sodique (Lovenox®, Sanofi-Aventis) ont été
administrées toutes les 6 heures pendant 48 heures. Les échantillons sanguins ont été
recueillis juste avant la premiére injection (heure 0 = h0) et a h3, h6, h9, h12, h15, h18, h24,
h30, h36, h48, h54 and h60. Une prise de sang jugulaire atraumatique a été réalisée sur
chaque chien avec une seringue reliée a une aiguille de 22 gauges. Le sang a ensuite été
disposé dans un tube citraté pour la réalisation du bilan d’hémostase et du ROTEM, dans un
tube EDTA pour la réalisation de la NFS et dans un tubé hépariné pour la réalisation du bilan
biochimique. La figure 16 décrit le protocole d’étude et les analyses sanguines réalisées a

chaque point.
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Figure 16. Protocole expérimental
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Afin de déterminer les activités anti-Xa et de 1’antithrombine, la fibrinogénémie et la
génération de thrombine, un plasma pauvre en plaquettes a immédiatement été préparé apres
la prise de sang par une centrifugation initiale a 2000 g pendant 15 minutes, a 20°C. Le
surnageant a ensuite €té précautionneusement prélevé et centrifugé a nouveau a 2000 g
pendant 15 minutes, a 20°C. Ce nouveau surnageant a été prélevé, placé dans un tube
Eppendorf et stocké immédiatement a -80°C jusqu’a la réalisation des analyses (un mois et

demi apres).

2. Analyses de laboratoire

Le panel biochimique réalisé a hO était constitué de I’activité sérique des AIAT et des
PAL, ainsi que de I’albuminémie, ['urémie, la créatininémie, la glycémie, la protidémie totale,
la globulinémie et les concentrations sériques en CRP. Les NFS ont été réalisées a h0, h24 et
h48. Le bilan biochimique et la NFS ont été effectués respectivement par les analyseurs
automatisés suivants : Xt-20001V (Sysmex) et Konelab 301 (Thermo Fisher). Les résultats ont
été vérifiés par un vétérinaire pathologiste clinique diplomé du Collége Américain de
Pathologie Clinique. PT et apTT ont été mesurés a I’aide d’un automate (Coag Dx, IDEXX)
sur tous les prélévements sanguins les premicres 18 heures puis a h24, h48, h54 et h60.

Quatre profils TEM ont été¢ réalisés (inTEM, exXTEM, fiboTEM et hepTEM) selon les
instructions du fabricant et les recommandations PROVETS (Flatland et al., 2014).

La fibrinogénémie, 1’activité anti-Xa et ’activité¢ de I’antithrombine ont été mesurées sur
les plasmas pauvres en plaquette a I’aide d’un automate dédi¢ (Destiny Max, Diagnostica
Stago). La génération de thrombine a également été mesurée a 1’aide d’un analyseur dédié
(Fluoroscan, Diagnostica Stago), selon les recommandations précédemment décrites chez le
Chien (Conversy et al., 2013 ; McMichael et al., 2014b), afin de déterminer le potentiel
endogene de la thrombine (ETP, endogenous thrombin potential), qui se référe a la quantité

totale de thrombine générée au cours du temps (en nM/min).

3. Analyses statistiques

Tous les résultats sont présentés par leur moyenne et leur écart-type (SD) pour les
variables normales et par leur médiane et leur intervalle pour les autres. La normalité et
I’homogénéité des variances ont respectivement été examinées par un test de Shapiro-Wilk et
un test de Bartlett. Pour les variables a distribution normale, une analyse de la variance

(ANOVA) suivie d’un test de comparaisons multiples (test post-hoc de Tukey) a été réalisée.




Pour les variables a distribution non normale, une approche non paramétrique a été utilisée a
I’aide d’un test de Friedman (activité anti-Xa, fibrinogénémie, activité de 1’antithrombine, PT
et aPTT) ou d’un test de Kruskal-Wallis (paramétres de ’hepTEM et de la NFS). Afin de
mettre en évidence I’activité de ’HBPM, le test de Wilcoxon a été utilisé pour comparer les
parametres de I'inTEM et de ’hepTEM. Toutes les analyses ont été réalisées a 1’aide d’un

logiciel du commerce (XLSTAT v2012, Addinsoft).

C. RESULTATS

Durant la période d’étude, tous les paramétres cliniques sont restés normaux chez tous les
chiens, et aucune complication hémorragique n’a été mise en évidence. Les résultats des NFS

et bilans biochimiques sont dans les valeurs usuelles de I’espece pour tous les chiens.

1. Temps de coagulation
Aucune modification significative du PT et de I’aPTT n’est observée pendant toute la

durée du protocole [Tableau 20].

Heures de prélévement (aprés la 17 injection)
hO h3 h6 h9 h12 h15
VT 150 143 146 148 145 145
s) SD 21 1,0 05 1,0 14 14
1 MY OSaCE 101,3 998  101,3 999 98,8 984
(s) N1D) 6,2 8,1 14,2 11,5 6,9 7,1

1 ére

Heures de prélévement (apres la injection) P globale
h18 h24 h48 h54 h60

PT  Moyenne EEER: 14,6 14,6 15,4 14,5

(s) SD 1,2 1,4 1,4 1,1 1,4

aPTT Moyenne BRCERS 101,3 102,8 99,8 100,8 0,99
SD 9,2 5,6 8,5 10,7 9,1

0,67

Tableau 20. Evolution du PT et de 1'aPTT au cours de la période d'é¢tude




2. Paramétres des profils thromboélastométriques
Les paramétres des quatre profils TEM conduits ne différent pas significativement de leur
valeur de base aprés les injections d’énoxaparine [Tableaux 21, 22, 23 et 24]. De plus, tous
les parameétres sont restés dans les valeurs de référence établies préalablement dans notre
institution (cf infra). Aucune différence n’est observée dans la comparaison entre les

parametres de I’inTEM et ceux de I’hepTEM.

Jour 2 Jour 3 P globale
CT (s) 45,3 (+6,8) 53,9 (= 12,1) 50,5 (£ 11,1) 0,25
CFT (s) 111,3(£22,6) 104,1(£25,9) 104,5 (£24,2) 0,30
MCF (mm) 61,1 (£3,5) 63,6 (£ 8,0) 63,4 (£5,3) 0,49
A10 (mm) 48,3 (£4,9) 49,4 (£ 6,1) 50,5 (£5.4) 0,31
a(°) 68,5 (+4,7) 70,4 (£5,3) 70,9 (£ 5,3) 0,19

G (dynes/cm?) 7853 (+ 181) 8736 (+434) 8661 (+ 280) 0,49
TPI 1,41 (£ 0,58) 1,68 (£ 1,25) 1,66 (+ 0,66) 0,43

Tableau 21. Evolution des paramétres de I'exTEM (moyenne et SD) au cours de la période

d'étude

Jour 3 P globale
CT (s) 54,4 (+20,1) 63,5 (= 20,1) 49,6 (£ 12,6) 0,08
CFT (s) NA NA NA NA
MCF (mm) 6,9 (£3.3) 6,9 (£3,4) 8,5(x4,4) 0,31
o(° NA NA NA NA

Tableau 22. Evolution des parametres du fibTEM (moyenne et SD) au cours de la période

d'étude

(NA, non applicable)

Jour 2 Jour 3 P globale
CT (s) 1514 (+£9,2) 1533 (*12,2) 156,8(+9,7) 0,63

CFT (s) 72,1 (£9,1) 773 (£222) 768 (+24,6) 0,84
MCF (mm) 64,7 (£3,7)  64,0(*4,5) 64,6 (+4,9) 0,77
A10 (mm) 547(£34)  546(:6,0) 558 (+4,9) 0,72
o 75,6 (£23) 748 (:45) 74,5 (+4,6) 0,85

Tableau 23. Evolution des paramétres de I'n'TEM (moyenne et SD) au cours de la période

d'étude




Jour 2 Jour 3
1484 (= 11,7) 141,6 (£21,7) 134,9 (+38,3) 0,43
63,2 (£ 11,7) 61,1 (£14,4) 71,1 (£ 35,6) 0,43
67,3 (£ 5,6) 66,2 (£ 3,9) 59,1 (£ 22,3) 0,43
55,9 (£ 4,6) 56,2 (£5,2) 57,6 (+ 5,6) 0,43
77,1 (£2,3) 78,0 (£ 2,5) 76,6 (£ 4.,9) 0,43

P globale

Tableau 24. Evolution des parametres de 'hepTEM (moyenne et SD) au cours de la période

d'étude

3. Génération de thrombine

Les valeurs de ETP a hO varient entre 156,3 et 462,3 nM/min. Six heures aprés la

troisieme injection d’énoxaparine (h18), une augmentation significative de I’ETP est observée

(P = 0,02). Cette augmentation est transitoire. Aucune autre valeur de ’ETP ne différe

significativement de celle de base [Tableau 25].

ETP Heures de prélévement (aprés la 17 injection)

(nM/min) hO h3 h6 h9 h12  hl5  hl8
Wi 3093 245,6 3787 248,0 3154 391,3 4725

SD 850 599 773 778 56,2 79,5 764
Akl 0,02 <001 027 <0,010 <0,01 0,57 1,00

1 ere

ETP Heures de prélévement (apres la injection) P
(nM/min) h24  h30 h36  h48 h54  h60  globale
W enits 2781 279,0 3044 292,6 2952 330,6

SD 46,4 470 553 524 64,0 43,7 <0,01
Akl 0,02 <001 027 <0,01 <0,01 <0,01

Tableau 25. Evolution de I'ETP au cours de la période d'étude

4. Activité anti-Xa

Quatre des 8 chiens ont une activité anti-Xa dosable avant la premicre injection

d’énoxaparine, mais cette activité est faible et inférieure a 0,5 U/mL.

Par comparaison avec la valeur de base, une augmentation significative de 1’activité anti-

Xa est observée 3 heures apres les deuxiéme et troisieme injections (P < 0,01). La valeur

maximale (0,40 = 0,17 U/mL) est observée 3 heures apres la seconde injection (h9).

Chez 3 chiens, I’activité anti-Xa a atteint la marge ciblée de 0,5 a 2 U/mL, marge validée

en médecine humaine pour déterminer ’efficacit¢ anticoagulante des héparines, 3 heures
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apres la seconde injection (h9), et 3 heures avant (h12) et apres (h15) la troisiéme injection

[Tableau 26].

Anti-Xa  Heures de prélévement (aprés la 1° injection)
(U/mL) h0 h3  hé6 h9 h12 hl5 hI8
WOy 0,15 0,21 0,03 0,40 0,23 035 0,18

SD 0,18 0,10 0,08 0,17 0,27 0,11 0,15
P vs. h0 1,00 0,32 0,12 <0,01 0,72 <0,01 0,98

Anti-Xa Heures de prélévement (aprés la 1 injection) P
(U/mL) h24 h30 h36 h48  h54 h60 globale
e 0,14 0,14 022 0,17 0,16 0,05
SD 0,12 0,12 0,11 0,12 0,11 0,08 <0,01
Aaaiey 095 0,75 0,25 0,85 0,87 0,12

Tableau 26. Evolution de l'activité anti-Xa au cours de la période d'étude

5. Activité de I’antithrombine et fibrinogénémie
Aucune modification significative de ’activité de I’antithrombine et de la fibrinogénémie

n’est observée pendant toute la durée du protocole [Tableau 27].

Heures de prélévement (aprés la 1 injection)
hO h3 h6 h9 h12  hl15 hilS8
Fibrinogene Wayemtes 2,53 254 2,69 2,51 3,10 2,78 2,56
(g/L) SD 0,64 1,08 097 1,16 0,84 0,99 0,6
Vo nlon Y e 108,8 105,5 105,3 107,9 107,9 108,0 1104
(%) N1D) 8,35 7,71 11,67 681 982 6,07 4,69

lére

Heures de prélévement (aprés la injection) P globale

h24 h30 h36  h48 h54 h60

Fibrinogene  Moyenne BRI 2,6 2,7 2,75 2,39 2,74

(g/L) SD 1,03 1,00 1,07 0091 1,22 1,09

LV L nlonvasnee 107,8 1098 111,3 107,55 1099 104,5 0,92
(%) SD 7,8 4,6 2,7 8,6 3,5 10,7

0,99

Tableau 27. Evolution de la fibrinogénémie et de l'activité de 1'antithrombine au cours de la

période d'étude




D. DISCUSSION

Les HBPM ont progressivement remplacé les HNF pour de nombreuses entités médicales
chez ’Homme, mais la dose et la fréquence d’administration appropriées pour la prévention
des phénomenes thrombotiques restent débattues en médecine vétérinaire (Lunsford et al.,
2009). L’information majeure de notre étude est que I'utilisation d’énoxaparine sodique a la
dose de 80 Ul/kg quatre fois par jour par voie SC ne révele aucune activité anticoagulante
stable et durable chez le Beagle en bonne santé et que cette dose ne devrait pas étre considérée
comme une dose préventive pour les phénomenes thrombotiques. A notre connaissance, cette
¢tude est la premiere a investiguer les effets des HBPM a travers une approche globale et
mécanistique en utilisant de nombreux examens hémostatiques incluant la TEM et la
génération de thrombine. Ces méthodes, récemment introduites en médecine vétérinaire,
permettent de mettre en évidence un profil hypercoagulable pouvant justifier la mise en place
précoce d’un traitement anticoagulant (Allegret et al., 2011).

Seules quelques études ont validé [’utilisation d’HBPM dans la prévention des
phénomenes thrombotiques en médecine vétérinaire (Sinnott et al., 2009 ; Vargo et al., 2009).
La dose de 80 Ul/kg quatre fois par jour par voie SC a été proposée par plusieurs auteurs et
experts dans ce but précis (Lunsford et al., 2009 ; Scott et al., 2009). Lunsford et al. ont mis
en évidence un effet anticoagulant de 1I’enoxaparine sodique a cette dose chez des greyhounds
en bonne santé pour maintenir une activité anti-Xa entre 0,5 et 2 U/mL (Lunsford et al.,
2009). Cependant, le greyhound est connu pour avoir des particularités hémostatiques propres
a savoir une tendance a une hypocoagulabilité physiologique (Vilar et al., 2008 ; Lunsford et
al., 2009). Compte tenu de ces résultats, notre ¢tude visait a évaluer cette dose chez des chiens
en bonne santé autres que greyhounds, et n'a trouvé aucune activité anticoagulante pertinente
chez des chiens en bonne santé sans particularit¢ hémostatique connue et mise en évidence
par le bilan préalable.

Durant le traitement avec 1’énoxaparine, les chiens n’ont présenté aucun signe de
saignement. Cette observation est en accord avec celle d’é¢tudes précédentes (Lunsford et al.,
2009 ; Scott et al., 2009). L’administration d’HNF a haute dose est connue pour étre associée
a des complications hémorragiques (Scott et al., 2009). Cependant, I'utilisation d’HBPM,
dont la pharmacocinétique apparait plus reproductible, réduit ces risques de complications

(Mischke et al., 2005 ; Lunsford et al., 2009).




Dans cette étude, la numération plaquettaire et la fibrinogénémie sont restées constantes
au cours du protocole expérimental. L’apparition d’une thrombopénie de consommation
associée ou non a une hypofibrinogénémie a été¢ documentée lors de ’utilisation d’HNF et de
HBPM en médecine humaine (Velagic et al.,, 2014). Cette thrombopénie induite par
’utilisation d’héparine se développe habituellement 5 & 10 jours apres I’introduction du
traitement (Velagic et al., 2014). La durée de traitement de 2 jours dans notre étude pourrait
étre considérée comme trop courte pour induire 1’apparition de cette complication.

La TEM et la TEG sont des examens permettant de mesurer les propriétés viscoélastiques
du clou durant sa formation dans le sang total (Kol et Borjesson, 2010). Chez I’'Homme, la
TEG a été utilisée comme méthode de monitorage de traitements a base d’HBPM et pourrait
offrir plus d’avantages que la mesure de I’activité anti-Xa (Lynch et al., 2014). Dans une
précédente étude rétrospective, les auteurs ont montré que la TEG, avant mise en place d’un
traitement anticoagulant, pouvait aider a identifier les chiens nécessitant un monitorage plus
étroit (Lynch et al., 2014). La sensibilit¢ de la TEM aux HBPM reste encore débattue.
Fenyvesi et al. ont déterminé que les HBPM n’avaient pas d’effets sur le profil exXTEM mais
en avaient sur le profil inTEM (Fenyvesi et al., 2005). Dans notre étude, pour augmenter la
sensibilit¢ de la TEM a détecter les effets de 1’héparinothérapie, des profils hepTEM ont été
réalisés. Cependant, aucun parameétre de 1’hepTEM n’a été modifié suite aux injections
d’enoxaparine dans notre protocole. Nos résultats pourraient s’interpréter soit par une absence
d’effet anticoagulant de 1’énoxaparine sodique a cette dose et a cette fréquence chez le Beagle
en bonne santé, soit par [’absence de sensibilité de la TEM pour détecter 1’effet anticoagulant
de I’énoxaparine, soit par les deux.

Pour évaluer les désordres hémostatiques potentiels des chiens recevant I’énoxaparine, les
temps de coagulation (PT et aPTT) ont ét¢ mesurés pendant la période d’étude. Nos résultats
n’ont montré aucun changement significatif dans ces temps. Cependant, ces tests
hémostatiques standards, largement répandus, ont une faible sensibilité et une faible
spécificité pour la détection de faibles perturbations de la coagulation (Sinnott et al., 2009 ;
Allegret et al., 2011). De plus, I'influence de 1’héparine sur les temps de coagulation est
principalement due a I’action de I’antithrombine (Licari et Kovacic, 2009). Cette action
résulte d'une double liaison a I'antithrombine et a la thrombine. Les HNF peuvent former cette
double liaison contrairement aux HBPM. L'effet anticoagulant des HBPM n’est ainsi que peu

en lien avec I’activité de 1’antithrombine. Pour cette raison, les temps de coagulation, seuls, ne




semblent pertinents pour surveiller les effets anticoagulants des HNF (Mestre et al., 1985 ;
Mischke et al., 2005 ; Licari et Kovacic, 2009 ; Allegret et al., 2011).

La génération de thrombine, et particulieérement la mesure de I'ETP, paraissent utiles pour
¢valuer les risques de saignement ou de thrombose associés a des maladies ou chirurgies ou
lors de traitement antithrombotique ou hémostatique (Hemker et al., 2006). Cette méthode a
récemment ¢été validée chez le Chien (Allegret et al., 2011). Les résultats de notre étude ne
mettent en évidence aucune diminution significative de la génération de thrombine apres
'administration d'énoxaparine sodique. A h0O, ’ETP varie entre 156,28 et 462,3 nm/min, ce
qui illustre la variation initiale de la quantit¢ de thrombine générée par les animaux. Ces
variations indiquent que 1'état hémostatique peut varier entre deux individus et au fil du temps
(Allegret et al., 2011). Une augmentation significative de I'ETP est observée chez tous les
chiens 6 heures apres la troisiéme injection d'héparine (h18) signant I’apparition d’un profil
hypercoagulable transitoire. Cette observation est conforme aux résultats d’une étude
précédente, qui suggere l'existence d'un phénomene de « rebond de I’activité de 1’héparine »
ou d’un effet « paradoxal » de la thrombine (Allegret et al., 2011). Ce phénomene, documenté
en médecine humaine (Becker et al., 1995), pourrait étre consécutif a différentes voies
médiées par I’héparine telles que la diminution d'inhibition de la voie du facteur tissulaire, de
la protéine C et des plaquettes (Allegret et al., 2011). Nos résultats suggeérent que, malgré
I’absence d’activité anticoagulante pertinente a la dose utilisée, I'énoxaparine semble induire
ce processus chez des beagles en bonne santé.

La mesure de l'activité anti-Xa est le gold standard pour évaluer les effets anticoagulants
des HBPM en médecine humaine et vétérinaire (Scott et al., 2009 ; Vargo et al., 2009 ).
L’activité anticoagulante des HBPM est principalement due a 1'inhibition du facteur Xa et est
considérée comme efficace lorsque 1’activité anti-Xa est mesurée entre 0,5 et 2 U/ml chez le
Chien (Lunsford et al., 2009). En accord avec les résultats de cette étude (Lunsford et al.,
2009), nous avons respect¢ un intervalle de temps de 3 heures entre chaque injection
d'énoxaparine et la mesure de I'activit¢ anti-Xa. Cependant, seule une augmentation
significative mais temporaire de 'activité anti-Xa a été observée 3 heures apres la deuxieme et
la troisieme injection. Cet effet a été transitoire et ne peut étre considéré comme cliniquement
significatif pour prévenir les événements thrombotiques chez le Chien.

Nos résultats sont discordants a ceux des travaux de Lunsford réalisés chez des
greyhounds sains (Lunsford et al., 2009). Cette différence peut s’expliquer par les

particularités hémostatiques des greyhounds qui présentent un profil hypocoagulable




physiologique, vraisemblablement en lien avec des taux d’hématocrite plus élevés que les
autres races (Vilar et al., 2008). Le protocole d’injection d’énoxaparine sodique proposé par
Lunsford (Lunsford et al., 2009) et utilisé en médecine vétérinaire (Panek et al., 2015) ne
semble pas étre suffisant dans notre étude pour obtenir une activité anticoagulante pertinente
chez les races autres que les greyhounds.

Notre étude présente plusieurs limites. La premiere est la faible taille de la population
¢tudiée induisant une diminution de la puissance des tests statistiques utilisés, bien que les
travaux de Lunsford, portant sur une population de sept greyhounds, aient pu mettre en
évidence une activité anticogulante significative de 1’énoxaparine sodique (Lunsford et al.,
2009). La seconde limite est la répartition sexuelle de notre population, composée
exclusivement de males. La troisiéme concerne le protocole expérimental et les intervalles de
temps entre les injections d’énoxaparine sodique et la réalisation des examens sanguins. Il est
possible que des intervalles de temps plus courts aurient pu mettre en évidence des résultats
différents. Enfin, cette étude a été réalisée chez des jeunes beagles adultes en bonne santé.
Nos résultats doivent donc étre extrapolés avec prudence aux autres races, aux chiens agés et

aux chiens malades.

En conclusion, nos travaux montrent que des administrations d’énoxaparine sodique a
la dose de 80 Ul/kg (ou 0,8 mg/kg) par voie SC quatre fois par jour sont sans danger, mais
ne permettent pas de maintenir une activité anti-Xa dans ’intervalle thérapeutique défini
entre 0,5 et 2 U/mL chez le Beagle en bonne santé. Nos résultats remettent en question
U'efficacité de ce protocole chez les chiens non greyhounds et supportent le suivi de l'activité
anti-Xa chez les chiens recevant une HBPM.

La signification clinique d’un profil hypercoagulable transitoire mis en évidence par la
mesure de I’ETP reste a élucider.

La détermination d'un protocole d’administration d’HBPM efficace chez les chiens
sains et gravement malades reste un défi majeur en médecine vétérinaire et justife la

réalisation d’études complémentaires.




IL. SAIGNEMENTS, DESORDRES HEMOSTATIQUES ET
THROMBOELASTOMETRIQUES ASSOCIES A LA LEPTOSPIROSE
CHEZ LE CHIEN

A. RATIONNEL

La leptospirose est une zoonose réémergente de distribution mondiale causée par des
membres du genre Leptospira (Bharti et al., 2003). Les manifestations cliniques de la
leptospirose varient d’une maladie bénigne a une défaillance multiorganique potentiellement
mortelle (Bharti et al., 2003). La leptospirose est communément associée a une insuffisance
rénale avec tubulopathie, un dysfonctionnement hépatique, une atteinte pulmonaire, et, moins
fréquemment, un syndrome hémorragique (Bharti et al., 2003 ; Major et al., 2014). Dans
plusieurs études rétrospectives réalisées chez le Chien, ce syndrome hémorragique a été
caractérisé par I’apparition d’une hématurie (avec une fréquence de 6 a 31%) (Rentko et al.,
1992 ; Birnbaum et al., 1998 ; Adin et Cowgill, 2000 ; Mastrorilli et al., 2007 ; Geisen et al.,
2007), de méléna (3 a 9%) (Birnbaum et al., 1998 ; Goldstein et al., 2006 ; Mastrorilli et al.,
2007), de pétéchies (11,5 a 12,5%) (Gratzl et al., 1956 ; Mastrorilli et al., 2007), d’une
épistaxis (19%) (Mastrorilli et al., 2007), d’hémochésie (3%) (Birnbaum et al., 1998) et de
saignements spontanés (2,5%) (Miller et al., 2007).

Bien que le potentiel hémorragique de la leptospirose ait été observé par Weil dés 1886
(Weil, 1886), les causes et mécanismes a I’origine des saignements n’ont pas été clairement
identifiés. Premi¢rement, la leptospirose est supposée causer une vascularite systémique a
I’origine des Iésions tissulaires et saignements (Medeiros et al., 2010). L’inflammation de la
paroi vasculaire peut étre la conséquence de I’invasion directe du leptospire (Martinez-Lopez
et al.,, 2010 ; Medeiros et al., 2010 ; Zhang et al., 2012) ou en lien avec un processus
immunitaire (Wagenaar et al., 2007 ; Ko et al., 2009 ; Schuller et al., 2015a, 2015b). Ensuite,
la thrombopénie est une anomalie biologique largement documentée dans la leptospirose
(fréquence de 14 a 58% dans la leptospirose canine) (Birnbaum et al., 1998 ; Adin et Cowgill,
2000 ; Goldstein et al., 2006 ; Mastrorilli et al., 2007 ; Kohn et al., 2010 ; Tangeman et al.,
2013). Les mécanismes a 1’origine de cette thrombopénie ne sont que partiellement connus
(Wagenaar et al., 2007). La thrombopénie observée lors de leptospirose peut étre le résultat
d’une diminution de la thrombopoié¢se (Nicodemo et al., 1990 ; Somers et al., 2003) ou d’une

augmentation de la consommation en plaquettes en lien avec une cause dysimmunitaire ou




non (Davenport et al., 1989 ; Turgut et al., 2002 ; Wagenaar et al., 2007 ; Kohn et al., 2010),
une phagocytose par les cellules de Kupffer (Yang et al., 2006), ou une combinaison de ces
causes (Wagenaar et al., 2007). Enfin, la leptospirose est décrite comme une cause fréquente
de CIVD (Bharti et al., 2003 ; Mastrorilli et al., 2007 ; Wagenaar et al., 2007 ; Chierakul et
al., 2008 ; Wagenaar et al., 2010 ; Major et al., 2014). Dans deux études rétrospectives
partiellement focalisées sur les désordres de I’hémostase dans la leptospirose canine, une
CIVD a été diagnostiquée chez 7 sur 16 chiens (Mastrorilli et al., 2007) et 38 sur 209 chiens
(Major et al., 2014). L’apparition d’une CIVD n’était pas associée a un assombrissement du
devenir (mort ou euthanasie) dans la premiere étude (Mastrorilli et al., 2007), au contraire de
la seconde étude (Major et al., 2014). Les analyses multivariées conduites dans deux études
prospectives humaines n’ont pas permis d’identifier la CIVD comme un facteur indépendant
d’apparition de saignements, et aucune association significative n’a été trouvée entre les
scores de CIVD et la présence d’une diathese hémorragique (Chierakul et al., 2008 ;
Wagenaar et al., 2010). Dans ces deux études, la CIVD n’était pas associée a une péjoration
du pronostic (Chierakul et al., 2008 ; Wagenaar et al., 2010).

L’objectif de cette étude était de décrire les signes cliniques de diathese hémorragique et
les données hématologiques, hémostatiques et TEM observés lors de leptospirose chez le
Chien. A la connaissance des auteurs, aucune ¢tude n’a, a ce jour, documenté 1’utilisation de
la TEM dans la description des désordres de 1’hémostase dans la leptospirose, que ce soit chez

I’Homme ou chez le Chien.

B. MATERIELS ET METHODES

Les chiens admis au SIAMU (Soins Intensifs — Anesthésiologie — Médecine d’Urgence)
de VetAgro Sup, campus vétérinaire de Lyon, entre janvier 2013 et juin 2015, avec un
diagnostic de leptospirose, étaient ¢ligibles a 1’inclusion dans cette étude prospective
observationnelle et a cohorte unique. Le consentement des propriétaires a ¢ét¢ obtenu avant

I’enrolement dans I’étude.

1. Critéres d’inclusion et critéres d’exclusion
Les chiens ont ¢été suspectés d’étre atteint de leptospirose s’ils présentent des signes

cliniques compatibles avec la maladie (insuffisance rénale aigu€, glycosurie sans




hyperglycémie associée, hépatite aigué, syndrome hémorragique et gastro-entérite
hémorragique), et si d’autres causes étaient exclues ou semblaient peu probables.

Le diagnostic définitif de leptospirose s’est reposé sur la présence d’au moins un des trois
critéres suivants :

- un titre sérologique = 800 pour les sérovars non vaccinaux ou 2 1600 pour les sérovars
vaccinaux (des sérogroupes Icterohaemorrhagiae et Canicola) sur le test de micro-
agglutination (MAT) (Fraune et al., 2013 ; Schuller et al., 2015),

- une augmentation par quatre des titres MAT convalescents, ou

- un résultat PCR positif sur les urines ou le sang.

Les tests sérologiques ont été réalisés au Laboratoire des Leptospires (VetAgro Sup,
campus vétérinaire de Lyon, 1 avenue Bourgelat, Marcy 1'Etoile, France). Vingt-quatre
sérovars représentant les 13 sérogroupes suivants ont été testés: Icterohaemorrhagiae,
Australis, Autumnalis, Ballum, Bataviae, Canicola, Grippotyphosa, Hebdomadis, Panama,
Pomona, Pyrogenes, Sejroe et Tarassovi.

Les chiens ont été exclus de 1’étude si les analyses sanguines n’avaient pu étre réalisées au
moment de I’admission, ou si un anticoagulant (HBPM, HNF ou antiagrégant plaquettaire
(clopidogrel ou aspirine)) avait été donné par le vétérinaire référent dans le mois précédant

I’admission.

2. Recueil des données médicales

Les données médicales collectées pour chaque cas suspect incluaient le signalement, le
type de consultation (consultation primaire ou référée), le statut vaccinal vis-a-vis de la
leptospirose, les traitements précédents (anticoagulants, antibiotiques, glucocorticoides et
anti-inflammatoires non stéroidiens), les signes cliniques de diathése hémorragique, la durée
d’évolution des signes cliniques, la durée de I’hospitalisation, le devenir (survie, mort
naturelle ou euthanasie) et les résultats nécropsiques éventuels.

Les signes cliniques utilisés pour définir la diathése hémorragique étaient I’hémochésie, le
méléna, I’hématémese, 1’hématurie macroscopique, 1’épistaxis, 1’hémoptysie, la présence
d’hématomes muqueux ou cutanés, la présence de saignements spontanés muqueux ou
cutanés et les pétéchies. Le méme clinicien (I’auteur) a réalisé tous les examens cliniques de

chaque chien suspect a I’admission.




3. Recueil des échantillons sanguins et urinaires

Lors de I’admission, a été réalisée sur chaque chien suspect une prise de sang a partir de la
veine saphene latérale en utilisant une seringue reliée a une aiguille de 21 gauges. Le sang
prélevé a ensuite été réparti dans les tubes suivants : tube citraté pour la réalisation du bilan
d’hémostase et de la TEM, tube EDTA pour la réalisation de la NFS et de la PCR sur sang et
un tube sec pour la réalisation de la sérologie leptospirose. Les tubes citratés contenaient 3,2%
de citrate de sodium tamponné dans un rapport strict sang/citrate de 1/9 pour une
concentration finale de citrate de 10,8 mmol/L.

Les urines ont été récoltées par cystocenteése échoguidée et conservées dans deux tubes
secs pour la réalisation des analyses urinaires (densité et bandelette urinaires) et de la PCR sur

urines.

4. Analyses sanguines

Les analyses sanguines incluaient une NFS, un bilan d’hémostase et la TEM. Ces examens
ont été réalisés tels que décrits dans les études précédentes de ce manuscrit.

Si une anémie était présente, la lecture du frottis sanguin a été réalisée par une
technicienne spécialisée pour déterminer manuellement le comptage réticulocytaire afin de
discriminer les anémies régénératives (> 100 x10°/L) des anémies hyporégénératives (entre
40 et 100 x10°/L) arégénératives (< 40 x10°/L).

Le bilan d’hémostase se composait du PT, de I’aPTT, du temps de thrombine (TT), de la
fibrinogénémie, et de la concentration sérique en PDF et D-diméres.

Deux profils TEM ont ét¢ conduits pendant une heure (exTEM et fibTEM). Les
parametres TEM pris en compte étaient ceux cités dans les études précédentes de ce

manuscrit.

5. Définition des profils de coagulation

Le diagnostic de CIVD (Mastrorilli et al., 2007) reposait sur la présence, au moment de
I’admission, d’au moins trois critéres parmi les suivants : une thrombopénie (< 200 x10°/L),
un allongement du PT (> 10 s), un allongement de ’aPTT (> 20 s), un allongement du TT (>
25 s), une hypofibrinogénémie (< 1,5 g/L), une augmentation de la concentration sérique en
PDF (> 20 pg/mL), ou une augmentation de la concentration sérique en D-dimeres (> 0,8

pg/mkL).




En se basant sur les profils exTEM, un profil hypercoagulable était défini par des valeurs
de G > 11 129 dynes/cm? et de TPI > 2,81, et un profil hypocoagulable par des valeurs de G <
4 025 dynes/cm? et de TPI < 0,38.

Enfin, un score APPLEfast a été calculé chez chaque chien pour grader la sévérité de la

maladie (Hayes et al., 2010).

6. Analyses statistiques

Tous les résultats sont présentés par leur médiane et leur intervalle. La normalité est
¢valuée par un test omnibus d’Agostino et de Pearson. Les comparaisons entre survivants et
non survivants, entre chiens avec et sans CIVD, et entre chiens avec et sans diathése
hémorragique sont réalisés a 1’aide d’un test ¢ de Student pour les données a distribution
normale et d’un test U de Mann-Whitney pour les données a distribution non normale. Les
comparaisons des chiens entre profils hyper-, normo- et hypocoagulables sont réalisées a
I’aide d’une analyse de la variance. Les données qualitatives sont comparées a 1’aide d’un test
exact de Fisher et par le calcul des odd ratios (OR) associés a leur intervalle de confiance a
95% (IC 95%). La survie est évaluée par la réalisation de courbes de Kaplan-Meier et les
différences de mortalité entre les groupes sont comparées par un test du log rank. Toutes les
analyses statistiques sont réalisées a 1’aide d’un logiciel commercial (Prism 6, GraphPad

Software). Une valeur de P < 0,05 est considérée comme significative.

C. RESULTATS

1. Caractéristiques de la population

Entre janvier 2013 et juin 2015, une leptospirose est diagnostiquée chez 45 chiens. Dix
chiens sont exclus de I’étude en raison de I’'impossibilité de réaliser la TEM au moment de
I’admission. Trente-cing chiens sont restés inclus dans 1’étude.

L’infection leptospirosique est diagnostiquée sur la base des résultats de la MAT chez 30
chiens (titres sérologiques d’admission chez 25 chiens et séroconversion chez 5 chiens), de la
PCR chez 3 chiens (PCR sur sang et urines positives chez 1 chien et PCR sur sang positives
chez 2 chiens), et de la combinaison des résultats de la MAT et d’une PCR sur urines
positives chez 2 chiens. Trente-quatre chiens (97%) sont vaccinés contre la leptospirose dans
I’année précédente. Ces chiens avaient regu exclusivement des vaccins bivalents contre les

sérogroupes Icterohaemorrhagiae et Canicola (Nobivac® lepto, MSD Santé Animale ;




Canigen®, Virbac France ; Eurican®, Merial). Sur la base des titres sérologiques observés a
I’admission, les sérogroupes les plus représentés sont Australis, Autumnalis et Panama
[Tableau 28].

L’age médian est de 5 ans (intervalle, 4 mois a 12 ans) pour un poids médian de 29,4 kg
(5,8 4 58,7 kg). La répartition sexuelle est la suivante : 26 males (75%), dont 23 entiers (66%)
et 3 castrés (9%), et 9 femelles (25%), dont 4 entieres (11%) et 5 stérilisées (14%).

Trente-deux chiens (91%) sont de race pure et appartiennent a 22 races différentes. Les
races les plus représentées sont les bergers allemands (4/35, 11%), les jack russel terriers
(3/35, 9%, les golden retrievers (3/35, 9%) et les labrador retrievers (3/35, 9%).

Trente-deux chiens (91%) sont référés. Vingt-trois chiens (66%) ont recu des antibiotiques
avant I’admission (amoxicilline et acide clavulanique chez 7 chiens, enrofloxacine chez 3
chiens, amoxicilline chez 3 chiens, pénicilline G chez 1 chien, oxytétracycline chez 1 chien,
métronidazole chez 1 chien, et diverses combinaisons de ces antibiotiques chez 7 chiens).
Trois chiens (9%) ont recu des glucocorticoides avant I’admission (dexaméthasone chez 2
chiens et méthylprednisolone chez 1 chien). Deux chiens (6%) ont regu du meloxicam avant

I’admission. Aucun chien de I’étude n’a recu d’anticoagulant par le vétérinaire référent.
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2. Signes cliniques de diathése hémorragique

Le temps médian entre 1’apparition des signes et I’admission au SIAMU est de 4 jours (1 a
30 jours). Huit chiens (23%) présentent une diathése hémorragique a I’admission. Parmi ces 8
chiens, 5 présentent une combinaison de deux signes de diathése hémorragique et 1 présente
une association de trois signes. Les signes cliniques de diathése hémorragique incluent une
hémochésie (3/35, 9%), une hématurie macroscopique (3/35, 9%), du méléna (2/35, 6%), de
I’hématémese (2/35, 6%), des saignements muqueux spontanés (2/35, 6%, 1 saignement
gingival et 1 hémorragie sclérale), de I’hémoptysie (1/35, 3%), des pétéchies (1/35, 3%) et la

présence d’hématomes cutanés (1/35, 3%).

3. Hospitalisation et devenir

Le temps d’hospitalisation médian est de 7 jours (0 a 21 jours). Vingt-deux chiens (63%)
ont survécu. Treize chiens (37%) sont morts pendant I’hospitalisation. Six chiens sont décédés
de mort naturelle (4 chiens suite a une détresse respiratoire ne répondant pas aux traitements
de support mis en place et 2 chiens durant une séance d’hémodiafiltration). Sept chiens ont été
euthanasiés. Les raisons du choix d’euthanasie sont les suivantes : le développement d’une
détresse respiratoire majeure avec hémoptysie et épistaxis chez 2 chiens, la présence d’une
intussusception chez 2 chiens, la détérioration sévére de I’état général en lien avec I’évolution
de la maladie chez 2 chiens et I’impossibilité¢ d’introduire un cathéter veineux central de
dialyse en raison de la présence d’un volumineux thrombus dans chaque veine jugulaire chez

1 chien.

4. Données hématologiques, hémostatiques et thromboélastométriques

Des anomalies hématologiques sont observées chez 32 chiens (91%). Elles incluent une
anémie (30/35, 86%, avec toutes un comptage réticulocytaire < 40x10°/L), une thrombopénie
(21/35, 60%), une leucocytose (6/35, 17%), une leucopénie (2/35, 6%) et une discrete
augmentation du taux d’hématocrite (1/35, 3%).

Des anomalies du bilan d’hémostase sont observées chez 29 chiens (83%). Elles incluent
une hyperfibrinogénémie (15/35, 43%), un allongement de I’aPTT (8/35, 23%), une
hypofibrinogénémie (7/35, 20%), un allongement du PT (5/35, 14%), un allongement du TT
(5/35, 14%) et une augmentation de la concentration sérique en PDF (4/35, 11%). La
concentration sérique en D-dimeres n’a pu étre réalisée que chez les 23 derniers chiens inclus

et s’avere augmentée chez 9 chiens (39%).




Les anomalies du bilan d’hémostase associées a la présence de la thrombopénie
conduisent a un diagnostic de CIVD chez 8 chiens (23%).

Les anomalies des parameétres de ’exTEM incluent une augmentation de ’angle a (19/35,
54%), de ’A10 (14/35, 40%), du MCF (10/35, 29%), du CT (8/35, 23%) et du CFT (7/35,
20%), et une diminution du CFT (16/35, 46%), de I’A10 (7/35, 20%), de I’angle a (7/35,
20%) et du MCF (7/35, 20%). Les valeurs de G et du TPI sont augmentées chez 14 chiens
(40%) et diminuées chez 7 chiens (20%). Ces valeurs permettent de définir un profil
hypercoagulable chez 14 chiens (40%), un profil normocoagulable chez 14 chiens (40%) et un
profil hypocoagulable chez 7 chiens (20%).

Les anomalies des parametres du fibTEM incluent une augmentation de I’A10 (20/35,
57%), du MCF (19/35, 54%), du CT (5/35, 14%) et du ML (1/35, 3%), et une diminution de
I’A10 (3/35, 9%), du MCF (3/35, 9%) et du CT (1/35, 3%).

5. Comparaisons entre les chiens avec et sans diathese hémorragique

Aucun sérogroupe n’a été identifié comme étant spécifiquement associé¢ a la présence
d’une diathése hémorragique [Tableau 28]. Les 8 chiens (23%) avec une diathese
hémorragique ont une numération plaquettaire plus faible (P = 0,037) et une concentration en

D-diméres plus élevée (P = 0,015) que les chiens sans diathése hémorragique [Tableau 29].

Chiens avec diathése  Chiens sans diathése
Valeurs hémorragique hémorragique

usuelles (n=28) (n=27)

Médiane Intervalle Médiane Intervalle

PT (s) 6-10 8,2 6,7-12,9 7,4 6,5 - 69,2

aPTT (s) 10 -20 18,3 12,9 - 180,0 14,5 9,6 - 180,0 0,116

TT (s) 10 - 25 17,4 12,8 - 60,0 15,0 6,2 - 60,0 0,336

Fibrinogéne (g/L) 1,5-4,0 1,6 0,9-7,3 3,4 0,9-6,0 0,512

PDF (ng/mL) <20 5-20 <5->20 <5 <5->20 NA

D-diméres (ng/mL) <0,8 1,6 0,4-2,8 0,6 0,3-1,5 0,015
(n=123) (n=17) (n=16)

RNV 0,37 - 0,54 0,25 0,16 - 0,60 0,30 0,09 - 0,45 0,121

Leucocytes (x 109/L) 6-17 12,3 6,0 - 23,6 12,7 2,1-29,8 0,798

Plaquettes (><109/L) 200 - 500 107 38 -273 189 77 - 460 0,037

Tableau 29. Comparaison des parameétres hémostatiques et hématologiques entre les chiens
avec et sans diatheése hémorragique

(NA, non applicable)




La comparaison des profils exTEM met en évidence un allongement significatif du CT (P
= 0,047) et du CFT (P = 0,014), et une diminution de I’A10 (P = 0,007), de I’angle a (P =
0,025), du MCF (P = 0,006), du TPI (P = 0,009) et du G (P < 0,001) chez les chiens avec

diathése hémorragique par rapport a ceux sans diathése hémorragique [Tableau 30].

Chiens avec diathése Chiens sans diathése
Valeurs hémorragique hémorragique

usuelles (n=28) (n=27)
Médiane Intervalle Meédiane Intervalle
CT (s) 33-70 79 34 - 3600 40 33-2025 0,047
CFT (s) 78 - 231 291 20 - 3600 67 18 - 3600 0,014
A10 (mm) 33-59 22 0-72 57 0-75 0,007
a(°) 51-75 33 0-86 79 0-87 0,025
MCF (mm) 45 - 69 30 5-77 67 5-80 0,006
Li45 (%) 88 - 100 100 99 - 100 100 97 - 100 0,746
ML (%) 0-41 1 0-16 5 0-17 0,133
TPI 0,38 -2,81 0,09 0-16,74 2,61 0-20,90 0,009
(XA N 4025-11129 2239 0-16739 10151 0-20000 <0,001

Tableau 30. Comparaison des parametres de 'exXTEM entre les chiens avec et sans diathese

hémorragique

La comparaison des profils fibTEM entre les chiens avec et sans diathése hémorragique ne

permet pas de mettre en évidence de différence significative [Tableau 31].

Chiens avec diathése Chiens sans diathese
Valeurs hémorragique hémorragique
usuelles (n=298) (n=27)
Médiane Intervalle Médiane Intervalle
CT (s) 32-98 71 35-3600 27 - 3600
CFT (s) NA NA NA NA NA NA
A10 (mm) 3-13 5 0-35 17 0-36 0,078
a(°) NA NA NA NA NA NA
MCF (mm) 3-14 5 0-35 18 0-36 0,069
Li45 (%) 64 - 100 100 93 -100 100 90 - 100 1
ML (%) 0-48 12 0-84 1 0-18 0,076

Tableau 31. Comparaison des parametres du fibTEM entre les chiens avec et sans diathese
hémorragique

(NA, non applicable)




Parmi les 8 chiens présentant une diathése hémorragique, 5 ont un profil hypocoagulable,

2 un profil normocoagulable, et 1 un profil hypercoagulable.

6. Comparaisons entre les chiens avec et sans CIVD

Une CIVD est diagnostiquée chez 8 chiens (23%) a I’admission. Quatre chiens ayant une
CIVD (4/8, 50%) présentent une diathése hémorragique : un chien présente des pétéchies
gingivales et de I’hématémeése, un chien présente de I’hémochésie et une hématurie
macroscopique, un chien a a la fois du méléna, de I’hématémese et une hématurie
macroscopique, et enfin, un chien présente du méléna et des saignements buccaux spontanés.
Quatre chiens sans CIVD (4/27, 15%) présentent une diathése hémorragique a I’admission :
un chien a des hémorragies sclérales et de I’hémoptysie, un chien présente de I’hémochésie,
un chien a de I’hémochésie associée a une hématurie macroscopique, et enfin, un chien
présente des hématomes cutanés distribués sur I’ensemble du corps.

Le diagnostic d’une CIVD n’est pas associé a la présence d’une diatheése hémorragique (P
= 0.161). Plus spécifiquement, [’hématémese et le méléna sont les seuls signes cliniques
hémorragiques associés a la présence d’une CIVD (OR = 21,2 ; IC 95% = 0,9 — 496,2 ; P =
0,047 pour chaque signe).

Sur les profils exTEM, le CT et le CFT sont significativement prolongés chez les chiens
avec CIVD en comparaison avec ceux sans CIVD (respectivement, P < 0,0001 et P = 0,005),
alors que I’A10, I’angle a et le MCF sont significativement diminués (P < 0,0001 pour chaque
parametre) [Figure 17]. Les indices G et TPI sont significativement diminués chez les chiens

avec CIVD (P <0,0001 pour chaque indice) [Figure 17].
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Figure 17. Comparaison de la distribution des paramétres de 1'exTEM entre les chiens avec et

Sur les profils fibTEM, le CT et le ML sont significativement augmentés chez les chiens

avec CIVD (respectivement, P < 0,0001 et P = 0,041), alors que I’A10 (P = 0,0002) et le

sans CIVD
(*P <0,05 **P <0001, **P <0,0001)

MCEF (0,0002) sont significativement diminués [Figure 18].
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Figure 18. Comparaison de la distribution des paramétres du fibTEM entre les chiens avec et
sans CIVD
(*P <005 **P<0,001, ***P<0,0001)

Parmi les 8 chiens avec CIVD, 6 (75%) présentent un profil hypocoagulable et 2 (25%) un
profil normocoagulable. Parmi les 27 chiens sans CIVD, 14 (52%) présentent un profil
hypercoagulable, 12 (44%) un profil normocoagulable, et 1 (4%) un profil hypocoagulable.
Le seul chien avec un profil hypocoagulable et n’ayant pas de CIVD présente une
thrombopénie sévére (38 x10°/L) associée a une augmentation majeure de la concentration

sérique en D-dimeres (2,78 ug/mL).

7. Comparaisons entre les chiens avec un profil hypercoagulable, normocoagulable
et hypocoagulable
Aucun sérogroupe n’a été identifi¢ comme étant spécifiquement associé avec un profil
hypercoagulable, normal ou hypocoagulable [Tableau 28]. Les chiens avec un profil
hypocoagulable présentent plus fréquemment une diathése hémorragique que les chiens avec
un profil normocoagulable et hypercoagulable (OR = 9,17 ; IC 95% = 1,15 — 73,3; P =
0,026). Une hématurie macroscopique est observée plus fréquemment chez les chiens avec un

profil hypocoagulable que chez les autres (OR = 22,56 ; IC 95% = 1,97 — 524.,8 ; P =0,026).




La figure 19 illustre les différences entre les parametres de la NFS et le profil

d’hémostase des chiens avec un profil hypercoagulable, normal ou hypercoagulable.
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Figure 19. Comparaison de la distribution de la numération plaquettaire et des parametres
hémostatiques entre les chiens avec un profil hypocoagulable, normocoagulable et
hypercoagulable

(*P<0,05 **P<0,001)

La comparaison du score APPLEfast ne montre pas de différence entre les chiens en

fonction de leur profil [Tableau 32].
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Tous les Avec un profil Avec un profil Avec un profil
chiens hypercoagulable normal hypocoagulable
(n=135) (n=14) (n=14) (n=17)
Médiane 21 19,5 21,5 21
Intervalle 15-30 15-30 17-26 19 -22
P 0,64

Tableau 32. Comparaison du score APPLEfast entre les chiens avec un profil

hypercoagulable, normal et hypocoagulable

8. Comparaisons entre les chiens survivants et non survivants
Aucune différence n’est obervée entre les parametres de la NFS ainsi qu’entre ceux du

bilan d’hémostase classique des survivants et des non survivants [ Tableau 33].

Valeurs Chiens survivants Chiens non survivants

usuelles (n=22) (n=13)

Médiane Intervalle Médiane Intervalle

PT (s) 6-10 7,2 6,5-12,9 7,9 6,7 - 69,2

aPTT (s) 10 - 20 15,5 9,8 -180,0 15,0 9,6 -180,0 0,561

TT (s) 10 - 25 15,3 6,2 - 60,0 17,1 12,5-60,0 0,833

Fibrinogene (g/L) 1,5-4,0 4,1 09-73 2.8 1,0-5,6 0,134

PDF (ug/mL) <20 <5 <5->20 5-20 <5->20 NA

D-dimeres (ng/mL) <0,8 0,6 0,3-1,6 0,9 0,4-28 0,166
(n=123) (n=13) (n=10)

S NET Y NIIBEE 0,37 - 0,54 0,29 0,16 - 0,45 0,29 0,09 - 0,60 0,609

Leucocytes (% 109/L) 6-17 12,7 2,8-29,8 12,7 2,1-239 0,608

Plaquettes (% 109/L) 200 - 500 192 76 - 422 175 38 - 460 0,535

Tableau 33. Comparaison des parametres hémostatiques et hématologiques entre les chiens
survivants et les chiens non survivants

(NA, non applicable)

Le MCF de I’exTEM et le G sont significativement plus élevés chez les survivants
[Tableau 34, Figure 20] alors que le CT du fibTEM est significativement plus court
[Tableau 35, Figure 20] par rapport aux non survivants. Les aires sous la courbe sont
respectivement de 0,715 pour le MCF de I’exTEM, 0,713 pour le G, et 0,592 pour le CT du
fibTEM.




Valeurs Chiens survivants  Chiens non survivants
usuelles (n=22) (n=13) P
Médiane Intervalle @ Meédiane Intervalle
CT (s) 33-70 39 33 -3600 53 36 - 2025
CFT (s) 78 - 231 67 20 - 3600 88 18 - 3600 0,130
A10 (mm) 33-59 62 0-75 52 0-75 0,099
a(°) 51-75 81 0-86 73 0-87 0,115
MCF (mm) 45 - 69 68 5-80 57 5-79 0,035
Li45 (%) 88 - 100 100 99 - 100 100 97 - 100 0,369
ML (%) 0-41 5 0-16 1,5 0-17 0,288
TPI 0,38 -2,81 2,94 0-16,74 1,77 0-20,90 0,066
CrGhEavne i 4025-11129 10625 0 - 20000 6628 0- 18810 0,037

Tableau 34. Comparaison des parameétres de 1'exTEM entre les chiens survivants et les chiens

non survivants

Valeurs Chiens survivants Chiens non survivants
usuelles (n=22) (n=13)

Médiane Intervalle Médiane Intervalle
CT (s) 32-98 40,5 27 - 3600 52 37 - 3600

CFT (s) NA NA NA NA NA NA
A10 (mm) 3-13 16 0-36 14 3-32 0,186

a(®) NA NA NA NA NA NA
MCF (mm) RN 17 0-36 13 0-32 0,154
IBUEREZA R 64 - 100 99 90 - 100 100 93 -100 0,405
ML (%) 0-48 2 0-84 2 0-13 0,963

Tableau 35. Comparaison des parametres du fibTEM entre les chiens survivants et les chiens
non survivants

(NA, non applicable)
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Figure 20. Comparaison de la distribution du MCF et du G de I'exTEM et du CT du fibTEM

entre les chiens survivants et les chiens non survivants
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La différence entre les taux de mortalité¢ des chiens avec et sans diathése hémorragique est
trés proche de la significativité (respectivement, 63% (5/8) et 30% (8/27) ; P = 0.051).

Les taux de mortalité¢ ne sont pas différents entre les chiens avec et sans CIVD (P =
0,433).

Le taux de mortalité est plus faible chez les chiens avec un profil hypercoagulable que
chez les chiens avec un profil hypocoagulable (respectivement, 21% (3/14) et 57% (4/7) ; P =
0,043). Les taux de mortalité ne sont pas statistiquement différents entre les chiens avec un
profil hypercoagulable et ceux avec un profil normal (P = 0,847) et entre les chiens avec un

profil hypocoagulable et ceux avec un profil normal (P = 0,195) [Figure 21].
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Figure 21. Courbes de Kaplan-Meier des chiens en fonction de leur profil

thromboélastométrique

9. Résultats nécropsiques et histologiques

Un seul chien décédé (euthanasie 48 heures apres son admission) a fait 1’objet d’un
examen nécropsique. Ce chien ne présentait pas de signes de diathése hémorragique a
I’admission. Ses anomalies hématologiques ¢étaient une anémie séveére avec un taux
d’hématocrite de 0,09 L/L et une thrombopénie marquée (117 x10°/L). Sa seule anomalie

hémostatique était une augmentation de 1’aPTT. Son profil TEM était normal.

a. Observations macroscopiques
Lors de I’examen nécropsique, les Iésions macroscopiques sont dominées par des

hémorragies affectant de nombreux organes : présence de sang en grande quantit¢ dans la




cavit¢ buccale, nombreuses ecchymoses cutanées, suffusions de grandes tailles sur
I’endocarde, hémorragies myocardiques, méléna, hémorragies multifocales dans les séreuses
cesophagienne, duodénale et jéjunale, contenu biliaire hémorragique et multiples foyers
hémorragiques sur la muqueuse vésicale associés a une hématurie franche, et hémorragies
corticales et sous-corticales rénales. Des ulceres gastriques superficiels sont présents ainsi
qu’une intussusception. L’examen macroscopique de |’appareil respiratoire montre une
grande quantité¢ de liquide séro-hémorragique dans les poumons et les voies respiratoires
supérieures, de nombreux foyers hémorragiques pulmonaires et des nodules blanchatres

coalescents de pneumonie interstitielle.

b. Observations histologiques

Les alvéoles pulmonaires sont le sieége d’hémorragies extensives multifocales séveres
[Figure 22], parfois associées a de I’cedéme et a des dépdts de fibrine. Des thrombi fibrineux
sont présents dans plusieurs capillaires alvéolaires et quelques veinules de petit calibre
[Figure 23]. Une congestion des capillaires et une nécrose de la paroi des vaisseaux sont
parfois observables. Il y a une fréquente perte des détails architecturaux des septa alvéolaires
et perte de I’épithélium des bronchioles terminales. Des amas de neutrophiles non dégénérés
associés a quelques macrophages alvéolaires remplissent les alvéoles et les bronchioles
terminales de maniére multifocale. Quelques petits groupes d’hémosidérophages avec
observation d’érythrophagocytose sont visibles autour des bronchioles terminales.

Dans les reins, les tubules corticaux (surtout proximaux) et, dans une moindre mesure,
médullaires présentent des lésions multifocales de nécrose sévere avec des cellules
épithéliales au noyau pycnotique ou caryorrhectique et formation de cylindres protéiques et
présence de débris cellulaires et minéralisés dans la lumiere. Une quantit¢ marquée de
matériel granulaire rougeatre est visible dans la lumiére (hémoglobinurie vraisemblable).
Plusieurs syncitia de cellules épithéliales sont visibles dans la paroi des tubules. Les
glomérules contiennent plusieurs thrombi fibrineux et du matériel protéinacé est parfois
visible dans la chambre glomérulaire. Un cedéme et des agrégats lymphoplasmocytaires
multifocaux, variant de léger a modér¢, s’étendent dans I’interstitium. Des hémorragies intra-
glomérulaires et interstitielles séveres sont présentes [Figure 24] ainsi que des infiltrats
interstitiels inflammatoires multifocaux hétérogeénes.

Dans le cceur, plusieurs hémorragies sont visibles en position sous-épicardique et

s’étendent dans 1’endomysium sous-jacent [Figure 25].




Figure 23. Présence de thrombi au sein des vaisseaux pulmonaires (grossissement x40)




Figure 24. Hémorragies intra-glomérulaires séveres (fleches noires) a l'origine d'une rupture

de la capsule glomérulaire (fleche blanche) (grossissement x20)

Figure 25. Hémorragies sous-épicardiques (grossissement x40)




D. DISCUSSION

A la connaissance des auteurs, cette étude est la premicre a décrire les anomalies TEM en
plus des anomalies hémostatiques rencontrées dans la leptospirose canine et a les comparer
entre les chiens avec (23%) et sans diathése hémorragique. Parmi la population globale, les
anomalies hématologiques les plus fréquentes sont I’anémie (86%) et la thrombopénie (60%).
Des anomalies hémostatiques sont présentes chez 83% des chiens. La présence d’une CIVD
est diagnostiquée chez 23% et n’est pas un facteur pronostique négatif. La TEM permet de
mettre en ¢évidence un profil hypercoagulable chez 40% des chiens, un profil
normocoagulable chez 40%, et un profil hypocoagulable chez 20%. Le taux de mortalité est
plus faible chez les chiens avec un profil hypercoagulable que chez les chiens avec un profil
hypocoagulable.

Huit chiens présentent de la diathése hémorragique dans cette étude. La mise en évidence
de saignements n’a été rapportée que de maniere inconstante dans la leptospirose canine.
Cette étude prospective, focalisée sur les désordres de ’hémostase associés a la leptospirose,
apporte des informations supplémentaires sur I’expression clinique associée a ces désordres.
Une étude précédente a rapporté une prévalence de complications hémorragiques de 18,2%
chez le chien souffrant de leptospirose. Cependant, les complications hémorragiques faisaient
référence a des anomalies sanguines et non cliniques (Major et al., 2014). La fréquence des
signes cliniques d’hémorragie rapportée dans notre étude est similaire a celle d’études
rétrospectives précédentes pour 1’hématurie macroscopique (9% dans cette étude versus 6 a
31% dans des études précédentes) (Rentko et al., 1992 ; Birnbaum et al., 1998 ; Adin et
Cowgill, 2000 ; Geisen et al., 2007 ; Mastrorilli et al., 2007), et le méléna (6% versus 3 a
19%) (Birnbaum et al., 1998 ; Goldstein et al., 2006 ; Mastrorilli et al., 2007), plus élevée
pour I’hémochésie (9% versus 3%) (Birnbaum et al., 1998) et les saignements spontanés (6%
versus 2,5%) (Miller et al., 2007), et plus faible pour les pétéchies (3% versus 11,5 a 12,5%)
(Gratzl et al., 1956 ; Mastrorilli et al., 2007). La fréquence de I’hématémese (6% dans cette
¢tude) et des hématomes cutanés (3%) n’a pas été rapportée dans ces études précédentes. Ces
différences de fréquence peuvent étre attribuées aux natures différentes de ces études
(prospective versus rétrospective), a la distribution géographique différente (France versus
Amérique du Nord, Italie, Allemagne et Autriche) et au fait que la population décrite dans
cette étude est composée dans sa majorité de cas référés ayant potentiellement des signes

cliniques plus séveres.




L’anémie est I’anomalie hématologique la plus rapportée dans notre étude avec une
fréquence (86%) plus élevée que celle rapportée précédemment (18 a 53%) (Birnbaum et al.,
1998 ; Adin et Cowgill, 2000 ; Mastrorilli et al., 2007 ; Kohn et al., 2010 ; Tangeman et al.,
2013). Cette différence peut étre expliquée par le fait que de nombreux chiens référés de cette
population ont recu une thérapeutique liquidienne avant leur admission et/ou sont anuriques
(données non montrées) ce qui a pu contribuer a une hémodilution. De plus, la répétition des
prises de sang a pu contribuer aux pertes sanguines (Lynch et al., 2016b). Les causes
d’anémie dans la leptospirose sont multifactorielles et peu comprises. Le développement de
cette anémie est souvent attribué aux pertes sanguines, notamment par les systémes
respiratoires et gastro-intestinaux et au développement d’un syndrome inflammatoire a
réponse systémique (Schuller et al., 2015a, 2015b). En se fondant sur les critéres
précédemment publiés (Hauptman et al., 1997), un syndrome inflammatoire a réponse
systémique est diagnostiqué chez 14 chiens (40%) de notre étude (données non montrées),
parmi lesquels, 10 sont anémiés. En outre, un processus hémolytique a médiation immune
contribuant a cette anémie a été également rapporté lors de leptospirose (Lee et al., 2000).
Neuf chiens (26%) de notre étude sont ictériques a I’admission et tous sont anémiés (données
non montrées). Il est cependant difficile de déterminer si cet ictére résulte d’un processus
hémolytique, d’un dysfonctionnement hépatique ou d’une combinaison de ces deux entités.
Enfin, une my¢losuppression a 1’origine de I’anémie rencontrée lors de leptospirose est
¢galement suspectée (Somers et al., 2003). Bien que le comptage réticulocytaire dans notre
étude soit inférieur a 40 x 10°/L pour chaque cas d’anémie, la présence seule de ce facteur ne
peut supporter 1’hypothése d’une myélosuppression, d’autant plus qu’aucune ponction de
moelle osseuse n’a été réalisée. Au bilan, les résultats de notre étude supportent une origine
multifactorielle du développement de I’anémie lors de leptospirose.

La thrombopénie est une anomalie hématologique commune dans notre étude avec une
fréquence (60%) légerement supérieure a celle rapportée précédemment (14 a 58%)
(Birnbaum et al., 1998 ; Adin et Cowgill, 2000 ; Mastrorilli et al., 2007 ; Goldstein et al.,
2006 ; Kohn et al., 2010 ; Tangeman et al., 2013). Les mécanismes a 1’origine de cette
thrombopénie associée a la leptospirose sont peu connus. Elle peut étre attribuée a une
consommation excessive des plaquettes en lien avec leur activation, adhésion et agrégation a
cause d’un endothélium vasculaire activé (Nicodemo et al., 1997), et en lien avec un
processus dysimmunitaire (Davenport et al., 1989 ; Turgut et al., 2002 ; Wagenaar et al.,

2007 ; Kohn et al., 2010) et/ou un syndrome hémophagocytaire (Yang et al., 2006 ; Issa et al.,




2015). Une myélosuppression pouvant étre secondaire a un effet toxique direct des leptospires
a également été documentée dans une étude (Somers et al., 2003). Cette thrombopénie
pourrait expliquer partiellement les saignements observés lors de leptospirose. Dans notre
étude, la numération plaquettaire est significativement plus faible chez les chiens présentant
une diathése hémorragique. En médecine humaine, la présence d’une thrombopénie est un
facteur corrélé a la sévérité de la maladie et le seul facteur de risque biologique indépendant
associé aux saignements (Chierakul et al., 2008 ; Wagenaar et al., 2010).

Une CIVD est présente chez 8 chiens (23%) de notre étude, parmi lesquels 4 présentent
une diathése hémorragique. Dans une étude rétrospective précédente, une CIVD, définie selon
les mémes critéres utilisés dans notre étude, a ¢été observée chez 7/16 chiens (44%)
(Mastrorilli et al., 2007). Dans une seconde étude, une CIVD a été diagnostiquée chez 38/209
chiens (18%) (Major et al., 2014). Cependant, dans cette seconde étude, la présence d’une
CIVD n’était basée que sur la présence d’au moins deux criteres hémostatiques anormaux
parmi ceux mesurés communément (numération plaquettaire, PT, aPTT et fibrinogénémie).
Contrairement a la médecine humaine qui a développé et validé un score diagnostique de
CIVD (Taylor et al., 2001 ; Bakhtiari et al., 2004), aucun critére consensuel de diagnostic de
CIVD n’existe en médecine vétérinaire. Chez le chien, le diagnostic d’une CIVD repose
souvent sur 1’opinion d’experts ou la présence de trois ou plus anomalies hémostatiques, ce
qui représente une approche sensible mais peu spécifique (Wiinberg et al., 2008). Les critéres
utilisés dans cette étude pour le diagnostic d’une CIVD ont été considérés subjectivement
comme les plus appropriés.

La CIVD est fré¢quemment considérée comme une cause de saignements lors de
leptospirose (Bharti et al., 2003 ; Mastrorilli et al., 2007 ; Chierakul et al., 2008 ; Wagenaar et
al., 2007 ; Wagenaar et al., 2010 ; Major et al., 2014). Cependant, le lien entre CIVD et
saignements dans les cas spontanés et expérimentaux de leptospirose sont peu clairs. La
CIVD n’a été documentée que rarement chez les modeles présentant des saignements. Dans
un modele expérimental de leptospirose chez le Cochon d’Inde, aucun thrombus blanc ou
rouge n’a ¢été trouvé dans le foie, les poumons, ou les reins par examen microscopique, alors
que les concentrations plasmatiques en PDF et D-dimeres étaient significativement augmentés
(Yang et al., 2006). Dans deux études prospectives humaines, une CIVD a été diagnostiquée
chez 10/46 patients (22%) (Wagenaar et al., 2010) et 36/49 patients (73%) (Chierakul et al.,
2008) ; le diagnostic de CIVD ayant été établi par le score de CIVD développé par le comité

scientifique de la Sociéte Internationale de Thrombose et d’Hémostase (Taylor et al., 2001).




Cependant, la CIVD n’est pas apparue comme un facteur indépendant associé a la présence
d’une diathése hémorragique (Chierakul et al., 2008) et aucune association significative n’a
été observée entre les scores de CIVD et la présence d’une diathése hémorragique (Chierakul
et al., 2008 ; Wagenaar et al., 2010). Comme il est reporté¢ dans notre étude, la CIVD n’a pas
été identifiée comme un facteur pronostique associé a la mortalité (Mastrorilli et al., 2007 ;
Chierakul et al., 2008 ; Wagenaar et al., 2010). Néanmoins, Major et al. ont trouvé que la
CIVD ¢était associée a un pronostic sombre (mort ou euthanasie) chez le chien (OR = 7,9 ; IC
95% =3,4 - 18,4) (Major et al., 2014).

Dans notre étude, 40% des chiens présentent un profil hypercoagulable, 40% un profil
normocoagulable et 20% un profil hypocoagulable. Nos résultats soulignent la complexité du
déséquilibre hémostatique rencontré dans la leptospirose en documentant des éléments en
faveur d’une hypercoagulabilité¢ et d’une hypocoagulabilité. Plusieurs chiens présentent
également une augmentation de leur activité fibrinolytique lors de 1’admission. Cependant,
presqu’aucun parameétre de fibrinolyse de la TEM n’est altéré (a I’exception du ML sur les
profils fibTEM), ce qui pourrait représenter un manque de sensibilité de cette méthode pour
identifier les altérations fibrinolytiques. Les résultats d’une étude précédente réalisée chez des
chiens admis pour hémoabdomen spontané montrent que I’ajout de 50 U/mL d’activateur
tissulaire du plasminogéne permet d’augmenter les capacités de ’examen TEG a détecter des
différences minimes de fibrinolyse (Fletcher et al., 2016). De plus, parmi les chiens ayant un
profil normocoagulable, la majorit¢ présentent des altérations de 1’hémostase primaire
(thrombopénie) et secondaire. Des ¢études supplémentaires sont nécessaires afin de
caractériser cette population de chiens pour établir si ces derniers sont vraiment
normocoagulables ou sont dans une phase transitoire entre des profils hypercoagulables et
hypocoagulables.

L’observation de profils hypercoagulables était attendue dans cette étude car plusieurs
facteurs peuvent expliquer 1’apparition d’un état hypercoagulable lors de leptospirose.
Premiérement et conformément a la triade de Virchow, les 1ésions de I’endothélium vasculaire
sont considérées comme une cause majeure d’hypercoagulabilité¢ (Wolberg et al., 2012). Or la
leptospirose est fréquemment suspectée d’étre a 1’origine d’une vascularité systémique
(Medeiros et al., 2010). Cette vascularite peut étre la conséquence d’une invasion directe des
leptospires (Martinez-Lopez et al., 2010 ; Medeiros et al., 2010 ; Zhang et al., 2012).
L’adhésion des leptospires aux composés tissulaires de I’hote est une étape nécessaire a

I’infection et la pathogénese (Wagenaar et al., 2007 ; Evangelista et al., 2014a ; Evangelista et




al., 2014b). L attachement des leptospires aux cellules de I’hdte et aux composants de la
matrice extracellulaire pourrait conduire a I’apparition d’interruptions dans la couche
endothéliale permettant aux bactéries de franchir cette derniere (Martinez-Lopez et al., 2010).
L’implication de mécanismes immunitaires est le plus souvent attribuée aux lipoprotéines
membranaires qui déterminent les interactions des Spirochétes avec leur environnement
(Kelesidis, 2014). Deuxiémement, une augmentation des facteurs plasmatiques procoagulants
a ¢été rapportée dans la leptospirose et pourrait contribuer a 1’état d’hypercoagulabilité ;
spécifiquement, les leptospires pathogénes sont capables d’exprimer du facteur tissulaire par
les cellules mononucléaires (Miragliotta et Fumarola, 1983), de la sE-sélectine et du facteur
de Von Willebrand (Goeijenbier et al., 2015), et induisent également une augmentation des
concentrations plasmatiques en complexes thrombine-antithrombine (Chierakul et al., 2008)
et en cytokines pro-inflammatoires (Wang et al., 2012 ; Reis et al., 2013 ; Wang et al., 2014).
Enfin, la leptospirose pourrait conduire a une diminution de la concentration plasmatique de
facteurs anticoagulants, notamment en stimulant la synthése d’anticorps anticardiolipines
contribuant a I’inhibition de la fonction du systéme de la protéine C (De Francesco Daher et
al., 2002). De plus, une étude précédente a mis en €vidence une diminution de 1’activité de
I’antithrombine chez des chiens souffrant de leptospirose (Mastrorilli et al., 2007 ).
Cependant, le nombre de profils TEM hypercoagulables observé dans cette étude pourrait
étre influencé par la fréquence élevée d’anémies. En effet, les résultats de plusieurs études
suggérent que la diminution du taux d’hématocrite pourrait induire artéfactuellement
I’apparition d’un profil hypercoagulable (McMichael et al., 2014b; Smith et al., 2012 ;
Brooks et al., 2014 ; Barthélemy et al., 2015). En outre, 43% des chiens de notre étude
présentent une hyperfibrinogénémie, anomalie hémostatique pouvant favoriser 1’apparition
d’un profil hypercoagulable (Smith et al., 2012). Trois chiens ont recu des glucocorticoides
avant leur admission dans notre établissement. Les résultats d’une étude précédente ont
montré, par approche TEG, que I’administration chronique de prednisone chez des chiens
croisé€s en bonne santé conduisait a une augmentation de la force du clou et une diminution de
sa lyse (Flint et al., 2011). Dans notre étude, le chien ayant regu de la méthylprednisolone
présente un profil normocoagulable, et parmi les 2 chiens ayant recu de la dexaméthasone, le
premier présente un profil hypercoagulable et le second un profil hypocoagulable.
L’administration préalable de glucocorticoides ne semble pas avoir influencé les résultats des
tracés TEM dans notre étude. Un effectif plus important aurait néanmoins été nécessaire pour

confirmer cette tendance. Enfin, 2 chiens ont recu du meloxicam avant leur admission. Ces




chiens n’ont pas été exclus de notre étude en accord avec les résultats d’une étude précédente
mettant en évidence 1’absence d’effet hémostatique du meloxicam a travers les analyses
hémostatiques réalisées (TEM et agrégométrie plaquettaire) (Zanuzzo et al., 2015).

Le taux de mortalité¢ (37%) de notre étude est similaire a ceux rapportés précédemment
qui sont de 17 & 52,5% (Rentko et al., 1992 ; Birnbaum et al., 1998 ; Adin et Cowgill, 2000 ;
Goldstein et al., 2006 ; Geisen et al., 2007 ; Mastrorilli et al., 2007 ; Miller et al., 2007 ; Kohn
etal., 2010 ; Major et al., 2014 ). Le taux de mortalité est plus faible chez les chiens ayant un
profil hypercoagulable que chez les chiens ayant un profil hypocoagulable, et le paramétre G
est significativement plus élevé chez les survivants. Cette observation est supportée par les
résultats de deux études précédentes qui montraient que les chiens ayant une CIVD (Wiinberg
et al., 2008) ou une envenimation ophidienne (Armentano et al., 2014) et présentant un profil
hypocoagulable avaient un taux de mortalité supérieur a ceux ayant un profil hypercoagulable.
De maniere intéressante, le score APPLEfast est presque similaire chez tous les chiens quel
que soit leur profil TEM, comme rapporté dans une étude humaine lors de sepsis (Adamzik et
al., 2011). Cette relation questionne le réle de I’hémostase dans le processus inflammatoire en
lien avec les états de sepsis. L’activation de la coagulation pourrait permettre une
compartimentalisation des bactéries dans les microvaisseaux sanguins et réduire I’invasion
bactérienne dans les tissus (Massberg et al., 2010). Inversement, I"’hypocoagulabilité pourrait
faciliter la dissémination bactérienne et, par conséquent, la mortalité (Massberg et al., 2010).

Notre étude présente plusieurs limites. En premier, les chiens appartiennent a une
population référée et pourraient avoir des signes cliniques et biologiques plus séveres que
ceux vus en premiere opinion. Il est ainsi difficile de confirmer si nos résultats peuvent étre
extrapolés a tous les chiens souffrant de leptospirose. La seconde limite concerne la faible
taille de la population incluse, a I’origine d’une diminution de la puissance des différents tests
statistiques. Enfin, la fréquence de présence de CIVD dans notre étude doit €tre interprétée
avec précautions car le diagnostic de la CIVD n’a pas encore ¢été standardisé chez le chien. Un
modele mathématique a ¢été¢ développé en médecine vétérinaire (Wiinberg et al., 2010).
Cependant, I’application de ce mod¢le n’a pas été possible dans notre étude car elle repose sur

des valeurs usuelles ayant été établies dans un laboratoire spécifique.




En conclusion, les désordres de I’hémostase jouent un role important dans la
présentation clinique des chiens ayant une leptospirose mais ce role n’est que peu
caracterise.

Les résultats de cette étude suggerent que les saignements observés sont le résultat d’un
déséquilibre dans la balance hémostatique avec des altérations de I’hémostase primaire et
secondaire. Ce déséquilibre peut conduire au développement d’une CIVD qui est présente
dans 23% des cas de cette étude prospective. Cependant, il est difficile de préciser quelles
sont les cibles de ce déséquilibre hémostatique et quelles protéines sont impliquées.
D’autres études seront nécessaires pour éclaircir ce questionnement.

Le taux de mortalité est plus faible chez les chiens ayant un profil hypercoagulable et la
présence d’une CIVD n’est pas associée a une augmentation de ce dernier.

La TEM est utile dans U’identification de profils hypercoagulables et hypocoagulables
chez des chiens souffrant de leptospirose. La mise en évidence d’un profil hypocoagulable
pourrait servir d'indicateur pronostique précoce pour traiter un chien avec un traitement

plus agressif.







CONCLUSION

La thromboé¢lastométrie rotative (TEM), technique améliorée de la thromboélastographie,
est un examen ¢évaluant les propriétés viscoélastiques sanguines et capable d’apprécier
dynamiquement la fonction hémostatique globale d’un patient. La TEM est utile pour la
description des anomalies hémostatiques de diverses maladies et conditions médicales, et pour
évaluer les effets sur les propriétes viscoélastiques sanguines de nombreux médicaments.

Ce travail a permis de mettre en évidence un certain nombre de résultats significatifs en
médecine vétérinaire en lien avec l’utilisation de cet examen. Le premier résultat est
I’apparition de profils hypercoagulables et une diminution de I’activité fibrinolytique chez le
beagle en bonne santé en lien avec le vieillissement. Ce résultat suggére que I’age devrait étre
considéré comme un facteur de risques de complications thrombotiques chez le Chien. Le
second résultat est que le sexe et la stérilisaton n’influencent pas la balance hémostatique chez
des chiens en bonne santé, contrairement aux résultats obtenus dans de nombreuses études
humaines. La troisiéme conclusion est que I’analyse du profil thromboélastométrique apparait
comme un indicateur pronostique précoce chez des chiens souffrant de leptospirose.

De méme, ce travail a permis de confirmer une limite de cet examen viscoélastique : la
thromboélastométrie rotative apparait comme peu sensible pour mettre en évidence les effets
anticoagulants des héparines a bas poids moléculaire.

Il convient cependant de noter une différence fondamentale de 1’utilisation de cet examen
entre la médecine humaine et la médecine vétérinaire. En médecine humaine, cet examen
apparait comme une aide précieuse a la prise en charge thérapeutique des patients, notamment
en situation d’urgence ou en état critique. En médecine vétérinaire, ce test semble rester
cantonné au domaine de la recherche, et sa pertinence clinique reste vraiment a établir. Il est a
espérer que les futures études vétérinaires reposant sur son utilisation relévent les applications
cliniques et thérapeutiques immédiates de cet examen, pouvant étre réalisé au chevet du

patient, via notamment la publication d’algorithmes décisionnels.







PERSPECTIVES

A Tissue de ce travail, il apparait que le domaine d’application des examens
viscoélastiques est large et laisse la porte ouverte a la réalisation de nombreuses études en
médecine vétérinaire.

Etant donnée 1’absence de recommandations consensuelles quant a la définition d’un
profil hypercogulable ou d’un profil hypocoagulable, un premier travail pourrait étre de
déterminer la précision, la sensibilité et la spécificité des paramétres et indices TEM pour
mettre en évidence un profil hypercoagulable ou hypocoagulable en fonction de criteres de
définition différents. Au moment d’écrire ce manuscrit, une étude rétrospective, réalisée sur la
base de 1’analyse de 182 profils exXTEM de chiens présentés au SIAMU et ayant permis de
calculer les sensibilités et spécificités des différents paramétres et indices TEM dans la
caractérisation des profils TEM, a été soumis a Veterinary Clinical Pathology. Une autre
étude prospective basée sur la caractérisation des profils TEM de chiens admis au SIAMU et
présentant une CIVD est en cours de rédaction.

Dans 1’étude développée en Troisiéme partie (II) concernant la description des anomalies
hémostatiques et TEM dans la leptospirose chez le chien, les profils TEM ont été réalisés a
I’admission. La majorit¢ de ces chiens étant anurique, une prise en charge par
hémodiafiltration a été réalisée au cours de 1’hospitalisation. Il serait pertinent de décrire les
modifications des paramétres TEM induits par ces séances d’épuration extrarénale chez le
Chien. En effet, la circulation extracorporelle et I’exposition du sang a des surfaces étrangeres
(tubulures, membranes de dialyse) lors de I’épuration extrarénale peuvent induire des
modifications de 1’hémostase primaire et secondaire (Doria et al., 2014). Quelques études
réalisées chez ’Homme mettent en évidence 1’utilit¢ des tests viscoélastiques dans la
détection des modifications hémostatiques consécutives a 1’hémodialyse, avec notamment
I’observation d’une augmentation de la fermeté du clou (Matika et al., 2014 ; Wand et al.,
2015) et d’une diminution de [D’activité¢ fibrinolytique (Matika et al., 2014). De plus,
’utilisation de ces tests pourrait également permettre de contribuer a monitorer les effets de
I’héparinothérapie mise en ceuvre au cours de 1I’hémodiafiltration afin de lutter contre la
formation d’un clou au sein de la circulation extracorporelle (Shinoda et al., 1990 ; Yang et
al., 2013). A la connaissance des auteurs, aucune étude visant a déterminer les modifications

hémostatiques et TEM aprés une ou plusieurs séances d’hémodialyse n’a été réalisée chez le




Chien sain ou malade. Cette étude est en cours de réalisation dans notre Unité de recherche
(APCSe) et est le sujet d’un Master 2 de « Physiologie appliquée aux conditions extrémes ».

Une autre perspective serait d’évaluer la pertinence de I’A10 en remplacement du MCF
pour caractériser les profils TEM chez le Chien, pour pouvoir définir un profil TEM plus
rapidement, notamment dans le cas de ['urgence ou des soins intensifs. Cette étude pourrait
reposer sur ’analyse rétrospective de profils exTEM réalisés dans notre Unité.

Enfin, la derniére perspective, sans doute la plus pertinente pour 1’auteur de ce manuscrit,
serait de créer un algorithme décisionnel thérapeutique sur la base des paramétres TEM chez
le Chien dans diverses entités médicales, et ce, a partir des parametres TEM les plus

rapidement obtenus (CT, CFT, A5, A10, ...).
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Hemorrhagic, Hemostatic, and Thromboelastometric Disorders in 35
Dogs with a Clinical Diagnosis of Leptospirosis: A Prospective Study

A. Barthélemy, M. Magnin, C. Pouzot-Nevoret, J.-M. Bonnet-Garin, M. Hugonnard, and I. Goy-Thollot

Background: Leptospirosis in dogs is occasionally associated with a hemorrhagic syndrome, the pathophysiology of which
is not fully understood.

Hypothesis/Objectives: To characterize hematologic, hemostatic, and thromboelastometric abnormalities in dogs with lep-
tospirosis and to study their association with hemorrhagic diatheses and outcomes.

Animals: Thirty-five client-owned dogs.

Methods: A prospective observational single cohort study was conducted. Results from the CBC, coagulation tests (pro-
thrombin, activated partial thromboplastin and thrombin times, fibrinogen, fibrin(ogen) degradation products, and D-dimer
concentrations), rotational thromboelastometry (TEM), signalment, hemorrhagic diatheses, occurrence of disseminated
intravascular coagulation ( DIC) at admission, and survival to discharge were recorded.

Results: The most common hematologic and hemostatic abnormalities were anemia (30/35), thrombocytopenia (21/35),
and hyperfibrinogenemia (15/35). Eight dogs were diagnosed with DIC. A normal TEM profile was found in 14 dogs, a
hypercoagulable profile in 14 dogs, and a hypocoagulable profile in 7 dogs. The 8 dogs with hemorrhagic diatheses at admis-
sion had significantly decreased platelet counts (P = .037) and increased D-dimer concentrations (P = .015) compared with
other dogs. Dogs with a hypocoagulable profile exhibited more hemorrhagic diatheses compared with the dogs that had nor-
mal and hypercoagulable profiles (P = .049). The mortality rate was lower in dogs with a hypercoagulable profile than in
those with a hypocoagulable profile (21% vs 57%; P = .043). Disseminated intravascular coagulation was not a significant
prognostic factor.

Conclusions and Clinical Importance: Thromboelastometric parameters were altered in dogs with both hypercoagulable
and hypocoagulable profiles. A hypocoagulable profile was significantly correlated with hemorrhagic diathesis and higher

mortality rate.

Key words: Bleeding; Canine; Coagulation; DIC; Leptospirosis; Thrombocytopenia.

eptospirosis is a reemerging widespread zoonosis

caused by pathogenic members of the genus
Leptospira." The clinical manifestations of leptospirosis
range from a mild illness to an acute, life-threatening
multisystemic disorder.' Leptospirosis is commonly
associated with acute kidney injury, liver dysfunction,
pulmonary involvement, and, less commonly, a hemor-
rhagic syndrome.'? In previous retrospective studies of
dogs, this hemorrhagic syndrome was characterized by
the occurrence of hematuria (with an incidence of
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Abbreviations:

AlD amplitude 10 minutes afier CT

aPTT activated partial thromboplastin time
CFT clot formation time

CcT clotting time

DIC disseminated intravascular coagulation
exTEM extrinsic thromboelastometry

FDPs fibrinogen and fibrin degradation products
fibTEM fibrinogen function thromboelastometry
G shear elastic modulus strength

Li45 lysis index 45 minutes after CT

MAT microagglutination test

MCF maximum clot firmness

ML maximum lysis

NSAIDs nonsteroidal anti-inflammatory drugs
PCR polymerase chain reaction

PT prothrombin time

TEM thromboelastometry

TPI thrombodynamic potential index

T thrombin time

6-31%),>”7 melena (3-9%),%%® petechial hemorrhages
(11.5-12.5%),%° hemorrhagic nasal discharge (19%),°
hematochezia (3%)," and spontaneous hemorrhage
(2.5%).1°

Although the hemorrhagic potential of leptospirosis
was observed as early as 1886,'" the causes and mecha-
nisms of hemorrhage have not been clearly elucidated.
First, leptospirosis is assumed to cause systemic vasculi-
tis, which could be an important mechanism of tissue
damage and hemorrhagic tendencies.'? Inflammation of
the vascular endothelium may be a consequence of
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direct invasion by infectious agents'>' or of immune

mechanisms.'*"7 Second, thrombocytopenia is a well-
documented feature of leptospirosis (14-58% in natu-
rally occurring leptospirosis in dogs).* ®5!%1% The
underlying mechanisms of thrombocytopenia are not
fully understood.'® Thrombocylopema may be the
result of decreased thrombopouws‘ 2021 or increased pla-
telet consumguon related to immune or nonimmune
causes,' &8 Kupfler oell phagocytosns * or a combi-
nation of these causes.'® Third, leptospirosis can be
associated with disseminated intravascular coagulation
(DIC).! 26162526 [ 2 previous retrospective studies par-
tially focused on coagulation disorders in naturally
occurring leptospirosis in dogs, DIC was diagnosed in 7
of 16° and 38 of 209 dogs.” Disseminated intravascular
coagulation was not associated with a poor outcome in
the first study® but was associated with a negau'vc out-
come (death or euthanasia) in the second study.” Multi-
variate analysns conducted in 2 prospective studies of
humans®2° did not identify DIC as an independent fac-
tor for clinical hemorrhage, and there was no significant
association between DIC scores and hemorrhagic
diathesis. In these 2 studies, DIC was not associated
with outcome.”*¢

Rotational thromboelastometry (TEM) can be used to
assess the viscoelastic properties of clot formation in
whole blood under low shear conditions, which provides
information on global hemostatic function from the begin-
ning of clot formation through fibrinolysis.>” The shape of
the TEM profik defines a patient’s hemostatic condition
as normal, hypercoagulable, or hypocoagulable.”””* To
our knowledge, no study has been performed to assess the
thromboelastometric findings in leptospirosis in humans
orin dogs.

The aim of our study was to describe the clinical
hemorrhagic signs and the hematologic, hemostatic, and
thromboelastometric abnormalities observed in dogs
with naturally occurring leptospirosis at a referral cen-
ter in France by evaluation of traditional and global
coagulation tests including TEM.

Materials and Methods

Dogs p d to the intensive care unit (SIAMU) of VetAgro
Sup campus vétérinaire de Lyon, France, between January 2013
and June 2015 with a clinical diagnosis of leptospirosis were eligi-
ble for inclusion in this prospective, observational, single cohort
study. Owner consent was obtained before enrollment in the study.
Institutional ethical approval was obtained before the start of the
study.

Inclusion and Exclusion Criteria

Dogs were suspected to have leptospirosis if they had clinical
signs consistent with the disease (acute kidney injury, glycosuria
without hyperglycemia, acute hepatitis, hemorrhagic syndrome,
and hemorrhagic gastroenteritis) and if other causes were ruled
out or appeared unlikely. Dogs were diagnosed with leptospirosis
if they fulfilled at least 1 of the following 3 criteria: single microag-
glutination test (MAT) titer =1 : 800 for nonvaccine serovars or
=1 : 1600 for vaccine serovars (from the serogroups icterohaemor-
rhagiae and canicola);®**" a 4-fold increase in convalescent titers;

or a positive urine or blood polymerase chain reaction (PCR) test
These criteria were applied regardless of vaccination status. The
MAT assays were performed at the Laboratoire des Leptospires.®
Twenty-four serovars representing the following 13 serogroups
were flested icterohaemorrhagiae, australis, autumnalis, ballum,
bataviae, canicola, grippotyphosa, hebdomadis, panama, pomona,
pyrogenes, sejroe, and tarassovi.

Dogs were excluded from the study if blood parameters could
not be assessed at the time of admission or if anticoagulants (un-
fractionated or low-molecular-weight heparin or antiplatelet medi-
cations [aspirin or clopidogrel]) were given by the primary
veterinarian during the month preceding admission.

Clinical Information

Clinical information collected for each case included signalment,
primary or referred consultation, vaccination status for leptospiro-
sis, previous (reatments (anticoagulants, antibiotics, corticos-
teroids, and nonsteroidal anti-inflammatory drugs [NSAIDs]),
hemorrhagic diatheses, duration of clinical signs, duration of hos-
pitalization, and outcomes (survival, natural death, or euthanasia).
Clinical signs used to define hemorrhagic diatheses were hema-
tochezia, melena, hematemesis, macroscopic hematuria, hemor-
rhagic nasal discharge, hemoptysis, skin or mucosal hematomas or
hemorrhages, and petechial hemorrhages. The same clinician (AB)
performed all physical examinations of each suspected dog at
admission.

Blood and Urine Sample Collection

At admission, in each case of suspected leptospirosis, the dog
underwent venipuncture of the lateral saphenous vein with a 21-
gauge needle connected to a syringe to collect 10 mL of venous
whole blood. Blood samples were divided into the following tubes:
citrate tube for coagulation profiling and TEM, ethylenediaminete-
traacetic acid tube for CBC and blood PCR assays, serum tube
for MAT, and lithium heparin tube for biochemical profiles.
Citrated whole blood samples were collected in 3.2% buffered
sodium citrate in a 1 : 9 ratio of citrate to blood (final concentra-
tion 10.8 mM citrate). Urine was collected by ultrasound-guided
cystocentesis and placed in 2 glass mbes: 1 for the urinalysis and 1
for the urine PCR assay.

Analyses

Blood analyses included CBC.” biochemical profile,” coagula-
tion profile,** and TEM.f The CBC and coagulation profiles were
performed according to the manufacturers’ recommendations. If
anemia was present, a microscopic examination of the blood smear
was performed by a trained technician to manually determine the
reticulocyte count to discriminate between regenerative (reticulo-
cytes > 100 x 10°/L), hyporegenerative (reticulocytes between 40
and 100 x IO’{L), and nonregenerative (reticulocytes < 40 x IO"{L)
anemia. The coagulation profile included prothrombin time (PT),
activated partial thromboplastin time (aPTT), thrombin time (TT),
fibrinogen and fibrin(ogen) degradation produas (FDPs), and
D-dimer concentrations.

Rotational TEM was performed exactly 30 minutes after blood
sample collection. Two technicians performed all of the analyses
according to the manufacturer’s instructions. Prewarmed (37°C)
citrated whole blood samples (300 pL each) were added to clotting
reagents® with the supplied electronic pipette. Two profiles were
conducted as follows: extrinsic TEM (exTEM)" to evaluate the
extrinsic pathway (with tissue factor activation) and fibrinogen
function TEM (ibTEM)' to assess fibrinogen function (with tissue
factor activation and platelet inactivation with cytochalasin D).
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These 2 profiles were run a total of 60 minutes. The data obtained
from the manufacturer’s modeling software included clotting time
(CT). clot formation time (CFT), amplitude 10 minutes after CT
(A10), maximum clot firmness (MCF), a-angle (), lysis index
45 minutes after CT (Li45), and maximum lysis (ML). The refer-
ence ranges for these TEM parameters were previously established
at our institution in 53 healthy dogs by the same protocol as that
described above! Furthermore, 2 global coagulation indices based
on the exTEM assay were calculated: the shear elastic modulus
strength (G), which is a measure of clot firmness expressed in met-
ric units calculated from MCF as follows: G = (5,000 x MCF)/
(100 — MCF), and the thrombodynamic potential index (TPI),
which was calculated from maximum clot elasticity (MCE;
MCE = (100 x MCF)/(100 —~ MCF)) using the following equa-
tion: TPI = MCE/CFT. Reference ranges for G and TPI were
defined at our institution as 4,025-11,129 dynes/cn?, and 0.38-
2.81, respectively

Definitions of Coagulation Profiles

Dogs were categorized as DIC-positive if at least 3 of the fol-
lowing criteria were met at the time of admission: decreased plate-
let count (<200 x IO",’L), prolonged PT (=10 s), prolonged aPTT
(=20 s), prolonged TT (>25 s), reduction of fibrinogen concentra-
tion (<1.5 g/L), increased FDP concentration (=20 pg/mL), or
increased D-dimer concentration (>0.8 pg/mL).

A hypercoagulable profile based on the exTEM assay was
defined as G > 11,129 dynescn? and TPI > 2.81, and a hypocoag-
ulable profile was defined as G < 4,025 dynes/cn¥ and TPI < 0.38.

Finally, an APPLEfast scoring system was calculated in each
dog to stratify illness severity by mortality risk as previously
described.”!

Statistical Analysis

All data are presented as the median (range). Normality was
assessed by the d’Agostino and Pearson omnibus test. Compar-
isons between survivors and nonsurvivors, between dogs with and
without DIC, and between dogs with and without hemorrhagic
diatheses, were performed by Students r-test for normally dis-
tributed data and the Mann-Whitney U-test for non-normally dis-
tributed data. Comparisons among dogs with hypocoagulable,
normal, and hypercoagulable profiles were performed by one-way
analysis of variance (ANOVA). Qualitative data were compared
by Fisher’s exact test and by calculating the odds ratios (ORs)
associated with the 95% confidence interval (95% CI). No correc-
tion for multiple comparisons was made in this pilot exploratory
study. Survival was assessed by Kaplan-Meier product limit esti-
mates, and differences among groups were assessed by the log-rank
test. Statistical analyses were performed by a commercially avail-
able statistical program.* A P-value < .05 was considered statisti-
cally significant.

Results
Leptospirosis Diagnosis and Vaccination

Between January 2013 and June 2015, a clinical diag-
nosis of leptospirosis was established in 45 dogs. Ten
dogs were excluded because TEM could not be per-
formed at the time of admission. Thirty-five dogs were
included in the study. Leptospirosis was diagnosed by
MAT in 30 dogs (as single MAT titers in 25 dogs [me-
dian of the highest titer, 1:800; range, 1 :800-
1 :3200] and a 4-fold rise in convalescent titers in 5
dogs [median of the highest titer, 1 : 3200; range,

1 :3200-1 : 6400]), by PCR in 3 dogs (positive urine
and blood PCR in 1 dog and positive blood PCR in 2
dogs), and by a combination of MAT and positive
urine PCR in 2 dogs.

Thirty-four dogs (97%) had been vaccinated against
leptospirosis within the last year. Only bivalent vaccines
were used against the serogroups canicola and ictero-
haemorrhagiae™" Based on single MAT titers at
admission, the most commonly represented serogroups
were australis, autumnalis, and panama (Table 1).

Characteristics of the Study Population

The median age of the dogs was 5.0 years (range,
4 months to 12 years), and their median weight was
29.4 kg (range, 5.8-58.7 kg). Twenty-six dogs (74%)
were males (23 intact [66%] and 3 castrated [9%)]) and
9 were females (26%) (4 intact [12%] and 5 neutered
[14%]). Thirty-two dogs (91%) were purebred and
belonged to 22 breeds. The most commonly represented
breeds were German Shepherds (4/35, 11%) and Jack
Russell Terriers, Golden Retrievers, and Labrador
Retrievers (3/35 each, 9%). Thirty-two dogs (91%) were
referred by their primary veterinarians. Twenty-three
dogs (66%) had received antibiotics before admission.
Three dogs (9%) had received glucocorticoids before
admission (dexamethasone in 2 dogs and methylpred-
nisolone in 1 dog). Two dogs (6%) had received meloxi-
cam before admission. None of the dogs had received
anticoagulants by the primary veterinarian.

Signs of Bleeding at Admission

The median time from the onset of clinical signs to
admission to our facility was 4 days (1-30 days). Eight
dogs (23%) were presented with hemorrhagic diatheses,
5 of 8 dogs exhibited a combination of 2 hemorrhagic
clinical signs, and 1 of 8 dogs was presented with a
combination of 3 hemorrhagic clinical signs. The hem-
orrhagic clinical signs included hematochezia (3/35,
9%), macroscopic hematuria (3/35, 9%), melkena (2/35,
6%), hematemesis (2/35, 6%), spontancous mucous
membrane hemorrhages (2/35, 6%, 1 oral bleeding and
1 scleral hemorrhage), hemoptysis (1/35, 3%), petechial
hemorrhages (1/35, 3%), and skin hematomas (1/35,
3%).

Hospitalization and Outcomes

The median hospitalization time was 7 days (range,
0-21 days). Twenty-two dogs (63%) were discharged.
Thirteen dogs (37%) died during hospitalization. Six
dogs died naturally (4 secondary to respiratory distress
not responding to supportive care and 2 during
hemodialysis), and 7 were euthanized. The reasons for
cuthanasia were the following: development of respira-
tory distress associated with severe hemoptysis and
hemorrhagic nasal discharge (2 dogs), presence of
intestinal intussusception (2 dogs), severe deterioration
of general condition (2 dogs), and failure to introduce a
hemodialysis central venous catheter into the jugular
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Table 1.

Description of the serogroups and serovars identified by MAT in 35 dogs with leptospirosis based on

admission single MAT titers =1 : 1600 for vaccine serovars (from the serogroups icterohaemorrhagiae and canicola)

or =1 : 800 for nonvaccine serovars.

Without With a
hemorrhagic With a normal With a
All dogs  With hemorrhagic diatheses hypercoagulable  profile  hypocoagulable
Serogroup Serovar (n=35) diatheses (n = 8) (n=27) profile (n=14) (n=14) profile (n =7)
Icterohemorrhagiae  Icterohemorrhagiae 3 0 3 0 1 2
Copenhagen 6 1 5 3 2 1
Australis Australis 13 1 12 1 6 6
Bratislava 13 2 11 1 6 6
Munchen 18 2 16 9 8 1
Aumumnalis Autumnalis 4 0 4 1 3 0
Bim 10 1 9 1 6 3
Ballum Castellonis 0 0 0 0 0 0
Bataviae Bataviae 0 0 0 0 0 0
Canicola Canicola 0 0 0 0 0 0
Grippotyphosa Grippotyphosa 3 2 1 0 1 2
Vanderhoedoni 2 0 2 0 1 1
Hebdomadis Hebdomadis 0 0 0 0 0 0
Kremastos 0 0 0 0 0 0
Panama Mangus 11 2 9 1 6 4
Panama 2 0 2 0 2 0
Pomona Mozdok 1 0 1 0 0 1
Pomona 1 0 1 0 1 0
Pyrogenes Pyrogenes 2 1 1 1 0 1
Sejroe Sejroe 0 0 0 0 0 0
Saxkoebing 0 0 0 0 0 0
Hardjo 0 0 0 0 0 0
Tarassovi Tarassovi 0 0 0 0 0 0

MAT, microagglutination fest.

veins because of the presence of thrombi in each jugular
vein (1 dog).

Hematologic, Hemostatic, and Thromboelastometric
Findings at Admission

Hematologic abnormalities were found in 32 dogs
(91%). Abnormal CBC findings at admission included
anemia 90/35. 86%; all with a reticulocyte count
<40 x 10°/L), thrombocytopenia (21/35, 60%), leukocy-
tosis (6/35, 17%), leukopenia (2/35, 6%), and mildly
increased in hematocrit (1/35, 3%: Table 2).

Hemostatic abnormalities were found in 29 dogs
(83%). Abnormal findings in the coagulation profile at
admission included hyperfibrinogenemia (15/35, 43%),
prolonged aPTT (8/35, 23%), hypofibrinogenemia
(7/35, 20%), prolonged PT (5/35, 14%), prolonged TT
(5/35, 14%), and increased FDP concentration (4/35,
11%). D-dimer concentration was only measured in 23
dogs and was increased in 9 dogs (39%;: Table 2). Based
on these alterations of the coagulation profile and
thrombocytopenia, 8 dogs (23%) were diagnosed with
DIC.

Abnormal findings in the exTEM profile at admission
included an increase in a-angle (19/35, 54%), A10 (14/
35, 40%), MCF (14/35, 40%), CT (8/35, 23%), and
CFT (7/35, 20%) and a decrease in CFT (16/35, 46%),
A10, a-angle, and MCF (7/35 for each, 20%). The TPI
and G were increased in 14 dogs (40%) and decreased

in 7 dogs (20%; Table 3). Based on the values of G and
TPI, 14 dogs (40%), 14 dogs (40%), and 7 dogs (20%)
were defined as having a hypercoagulable profile, nor-
mal TEM profile, and hypocoagulable profile,
respectively.

Abnormal findings in the ibTEM profile at admis-
sion included an increase in A10 (20/35, 57%), MCF
(19/35, 54%), CT (5/35, 14%), and ML (1/35, 3%) and
a decrease in A10 and MCF (3/35 for each, 9%) and
CT (1/35, 3%: Table 4).

Comparison Between Dogs With and Without
Bleeding Diatheses

No association was found between serogroup and the
presence of hemorrhagic diathesis (Table 1).

Compared with the 28 dogs without hemorrhagic
diathesis, the 8 dogs (23%) with hemorrhagic diatheses
had significantly lower platelet counts (P = .037) and
significantly higher D-dimer concentrations (P =.015;
Table 2). The exTEM assay indicated that the CT and
CFT were significantly prolonged in dogs with hemor-
rhagic diatheses compared with dogs without hemor-
rhagic diatheses (P = 047 and P = 014, respectively),
whereas Al10 (P = .007), a-angle (P=.025), MCF
(P =.006), TPI (P = 009), and G (P < 001) were sig-
nificantly decreased (Table 3). The ibTEM assay indi-
cated that no parameter was different between dogs
with and without hemorrhagic diatheses (Table 4).
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Results of the CBC and coagulation profile (median (range)) in 35 dogs with leptospirosis.

All dogs
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7.5 (6.5-69.2)
15.5(9.6-180)
15.7 (6.2-60)
3.1 (0.9-7.3)
<5 (<5->20)

0.6 (0.3-2.8)
12.7 (2.1-29.8)

177 (38-460)

0.29 (0.09-0.6)

Table 2.

intervals

6-10

0.37-0.54

6-17
200-500

Reference
10-20
10-25
1.5-4
<20

<0.8

/L)

23)

Hematocerit (L/L)
"Comparison between dogs with and without bleeding diatheses.

aPTT, activated partial thromboplastin time; FDPs,
*Comparison between survivors and nonsurvivors.
The bold values are corresponding to P-value < .05

D-dimer (pg/mL)

Blood parameter
Fibrinogen (g/L)
FDPs (pg/mL)
Leukocytes (x 10°/L)
Platelets (x 10°,

PT (s)
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Among the 8 dogs with hemorrhagic diatheses at
admission, 5 were presented with a hypocoagulable
TEM profike (5/7, 71%), 2 with a normal profile (2/14,
14%), and 1 with a hypercoagulable profile (1/14, 7%).

Comparison Between Dogs With and Without DIC

Disseminated intravascular coagulation was diag-
nosed in 8 dogs (23%) at admission. Four dogs with
DIC (50%, 4/8) and 4 dogs without DIC (15%, 4/27)
had hemorrhagic diatheses at admission. The DIC was
not associated with the presence of hemorrhagic
diatheses (P =.161). Hematemesis and mekna at
admission were the only hemorrhagic signs that were
significantly associated with the presence of DIC
(OR = 21.2; 95% CI = 09-496.2; P = 047 for each).

The exXTEM assay indicated that CT and CFT were
significantly prolonged in dogs with DIC compared
with dogs without DIC (P < .0001 and P =.005;
respectively), whereas Al0, a-angle, and MCF were
significantly decreased (P < .0001 for each; Fig 1). The
fibTEM assay showed that CT and ML were signifi-
cantly increased in dogs with DIC compared with dogs
without DIC (P <.0001 and P = 041, respectively),
whereas A10 (P = .0002) and MCF (P = .0002) were
significantly decreased (Fig 2).

Values for G and TPI were significantly decreased
in dogs with DIC compared with dogs without DIC
(P < 0001 for each; Fig 1). Among the 8 dogs with
DIC, 75% (6/8) had a hypocoagulable profile and
25% (2/8) had a normal profile based on the
exTEM assay. Among the 27 dogs without DIC,
52% (14/27) had a hypercoagulable profile, 44%
(12/27) had a normal profile, and 4% (1/27) had a
hypocoagulable profile based on the exTEM assay.
The only dog exhibiting a hypocoagulable profilke
without DIC was presented with thrombocytopenia
(38 x 10°/L) and increased D-dimer concentration
(2.78 pg/mL).

Comparison Among Dogs With Hypocoagulable,
Normal, and Hypercoagulable Profiles

No association was found between serogroup and a
hypocoagulable, normal, or hypercoagulable TEM pro-
file (Table 1).

The dogs with a hypocoagulable profile had signifi-
cantly more hemorrhagic signs than dogs with normal
and hypercoagulable profiles (OR =9.17; 95%
CI = 1.15-73.3; P = 049). Macroscopic hematuria was
documented significantly more frequently in dogs with
a hypocoagulable profile than in dogs with normal and
hypercoagulable profiles (OR = 22.56; 95% CI =1.97-
524.8; P = .026).

Platelet counts and fibrinogen concentration were
significantly decreased in dogs with a hypocoagulable
profilke compared with dogs with a normal profilke
(P=.010 and P = .028, respectively), in dogs with a
hypocoagulable profilke compared with dogs with a
hypercoagulable profilke (P < .001 and P = .005, respec-
tively), and in dogs with a normal profile compared
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Table 3. Results of exTEM (extrinsic thromboelastometry) parameters

(median (range)) in 35 dogs with

leptospirosis.
With Without
hemorrhagic hemorrhagic
xTEM Reference All dogs Survivors Nonsurvivors diatheses diatheses
parameter intervals (n=135) n=22) n=13) P value* n=238) n=27) P valuc®
CT (s) 33-70 47 (33-3600) 39 (33-3600) 53 (36-2025) 119 79 (34-3600) 40 (33-2025) 047
CFT (s) 78-231 79 (18-3600) 67 (20-3600) 88 (18-3600) 130 291 (20-3600) 67 (18-3600) 014
Al0 33-59 55 (0-75) 62 (0-75) 52 (0-75) 09 22 (0-72) 57 (0-75) 007
(mm)
a(®) 51-75 78 (0-87) 81 (0-86) 73 (0-87) 115 33 (0-86) 79 (0-87) 025
MCF 4569 62 (5-80) 68 (5-80) 57(5-79) 035 30 (571 67 (5-80) 006
(mm)
Lid5 (%) 88-100 100 (97-100) 100 (99-100) 100 (97-100) 369 100 (99-100) 100 (97-100) 746
ML (%) 041 5(0-17) 5(0-16) 1.5(0-17) 288 1 (0-16) 5(0-17) 133
TPI 0.38-2.81 1.81 (0-2090) 2.94 (0-16.74) 1.77 (0-2090) 066 0.09 (0-16.74) 2.61 (0-20.90) 009
G (dynes/ 4,025-11,129 8,158 (0-20,000) 10,625 (0-20,000) 6,628 (0-18810) 037 2,239 (0-16,739) 10,151 (0-20,000) <.001
cm?)

A0, amplitude 10 minutes after CT; CFT, clot formation time; CT, clotting time; G, shear elastic modulus strength; Li45, lysis index

45 minutes after CT; MCF, maximum clot firmness; ML, maximum lysis; TPI, thrombodynamic potential index.

*Comparison between survivors and nonsurvivors.
"Comparison between dogs with and without bleeding diatheses.
The bold values are corresponding to P-value < .05

Table 4. Results of fibTEM (fibrinogen function thromboelastometry) parameters (median (range)) in 35 dogs with

leptospirosis.

With Without

hemorrhagic hemorrhagic

fibTEM Reference Alldogs Nonsurvivors diatheses diatheses
parameter intervals (n = 35) Survivors (n = 22) (n=13) P value®* (n=8) (n=27) P value®
CT(s) 32-98 44 (27-3600) 40.5 (27-3600) 52 (37-3600) .45 71 (35-3600) 42(27-3600) 057
CFT (s) NA NA NA NA NA NA NA NA
Al10 (mm) 3-13 15 (0-36) 16 (0-36) 14 (3-32) 186 5(0-35) 17 (0-36) 078
a (%) NA NA NA NA NA NA NA NA
MCF (mm) 3-14 15 (0-36) 17 (0-36) 13 (0-32) 154 5(0-35) 18 (0-36) 069
Lid5 (%) 64-100 100 (90-100) 99 (90-100) 100 (93-100) 405 100 (93-100) 100 (90-100) 1
ML (%) 0-48 2 (0-84) 2 (0-84) 2 (0-13) 963 12 (0-84) 1(0-18) 076

Al0, amplitude 10 minutes after CT; CFT, clot formation time; CT, clotting time: Li45, lysis index 45 minutes after CT, MCF, maxi-

mum clot firmness; ML, maximum lysis; NA, not applicable.
*Comparison between survivors and nonsurvivors.
"Comparison between dogs with and without bleeding diatheses.
The bold values are corresponding to P-value < .05

with dogs with a hypercoagulable profile (P = .008 and
P = 002, respectively). The PT, aPTT, and D-dimer
concentration were significantly increased in dogs with
a hypocoagulable profile compared with dogs with a
normal profile (P =.006, P=.004, and P = 042,
respectively) and in dogs with a hypocoagulable profile
compared with dogs with a hypercoagulable profile
(P=.002, P< 001, and P = 018, respectively). The
TT was significantly prolonged in dogs with a hypoco-
agulable profile compared with dogs with a hypercoagu-
lable profile (P < .001) and in dogs with a normal
profile compared with dogs with a hypercoagulable pro-
file (P =.020; Fig 3).

The APPLEfast score was not significantly different
among these 3 groups (Table 5).

Comparison Between Survivors and Nonsurvivors

None of the CBC or classic coagulation profike
parameters were significantly different between survivors
and nonsurvivors (Table 2).

The exTEM assay showed that MCF and G were sig-

nificantly increased in the survivors compared with the
nonsurvivors (P =.035 and P =.037, respectively;
Table 3; Fig 4), whereas CT according to the fibTEM
assay was significantly decreased (P = .045; Table 4;
Fig 4). The areas under the curve (AUC) were caku-
lated for these 3 parameters and were 0.715, 0.713, and
0.592, respectively, for MCF and G according to the
exTEM assay and for CT according to the fibTEM
assay.
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Fig 1. Comparison of the distribution of exXTEM (extrinsic thromboelastometry) parameters among 35 dogs with leptospirosis between
dogs with DIC (n = 8) and dogs without DIC (n = 27) at admission. CT and CFT are presented on a log scale for clarity. A10, amplitude
10 minutes after CT: CFT, clot formation time; CT, clotting time; DIC, disseminated intravascular coagulation; G, shear elastic modulus
strength; MCF, maximum clot firmness; TPI, thrombodynamic potential index. *P < .05, **P < 001, ***P < 0001 between the dogs with

DIC and the dogs without DIC.

The difference between mortality rate in dogs with
hemorrhagic diatheses compared with those without
hemorrhagic diatheses was not significant (63% [5/8]
and 30% [8/27], respectively; P = .051). Mortality rates
were significantly lower in dogs with a hypercoagulable
profile than in dogs with a hypocoagulable profile (21%
[3/14] and 57% [4/7], respectively; P = .043; Fig S).
Mortality rates were not significantly different between
dogs with a normal TEM profik and those with a
hypercoagulable profile or between dogs with a normal
TEM profile and those with a hypocoagulable profile
(P= 847 and P = .195, respectively). The mortality
rates were not different between dogs with and without
DIC (P = 433).

Discussion

Evidence of hemorrhage in naturally occurring lep-
tospirosis in dogs has been inconsistently reported and
poorly characterized. Our prospective study provides an
in-depth investigation of this clinical feature and the
associated hemostatic disorders. To our knowledge,
ours is the first study to describe  the

thromboelastometric profiles of dogs suspected to have
acute leptospirosis in combination with classic hemo-
static parameters and the first to compare them between
dogs with (23%) and without hemorrhagic diatheses.
Among the population as a whole, the most common
hematologic abnormalities were anemia (86%) and
thrombocytopenia (60%). Abnormalities in the coagula-
tion profile were observed in 83% of the cases. Dissemi-
nated intravascular coagulation occurred in 23% of the
dogs and was not a negative prognostic factor. Accord-
ing to the results of TEM, 40% of the dogs had a
hypercoagulable profile, 40% had a normal profile, and
20% had a hypocoagulable profile. The mortality rate
was significantly lower in dogs with a hypercoagulable
profile than in those with a hypocoagulable profile.
Thrombocytopenia was a common hematologic
finding in the present study, with a slightly higher
prevalence  (60%)  than previously reported
(14-58%). 781819 Thrombocytopenia is a  well-
documented feature of leptospirosis in humans and
dogs. The underlying mechanisms of thrombocytopenia
are not fully understood. Thrombocytopenia may be
the result of platelet consumption due to activation,
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Fig 2. Comparison of the distribution of fibTEM (fibrinogen function thromboelastometry) parameters among 35 dogs with leptospirosis
between dogs with DIC (n = 8) and dogs without DIC (n = 27) at admission. CT is presented on a log scale for clarity. Al0, amplitude
10 minutes after CT; CT, clotting time; DIC, disseminated intravascular coagulation; MCF, maximum clot firmness; ML, maximum lysis.
*P < .05, **P < 001, ***P < 0001 between the dogs with DIC and the dogs without DIC.
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Fig 3. Comparison of the distribution of the platelet count, PT, aPTT, TT, fibrinogen, and D-dimer concentration among 35 dogs with
leptospirosis between dogs with a hypocoagulable profile (n = 7), a normal profile (n = 14), and a hypercoagulable profile (n = 14) at
admission. The accolades represent a comparison between 2 profile types. aPTT, activated partial thromboplastin time; hyper, hypercoagu-
lable profile; hypo, hypocoagulable profile; PT, prothrombin time; TT, thrombin time. *P < .05, **P < 001 between the different groups.

adhesion, and aggregation due to a stimulated vascular bone marrow suppression secondary to a direct toxic
endothelium,*® increased platelet consumption due to effect of Leptospira has also been documented.”
immune causes,'®'®**%* hemophagocytic syndrome>*** According to the results of our study, thrombocytope-
or some combination of these factors. Weak evidence of nia may partially explain the hemorrhagic signs
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Table 5. Results of APPLEfast scoring system in 35 dogs with leptospirosis.
Dogs with a Dogs with a Dogs with a
Results of hypercoagulable profile normal profile hypocoagulable profile
APPLEfast All dogs (n = 35) (n=14) (n=14) m=7
Median 21 19.5 21.5 21
Range 15-30 15-30 17-26 19-22
P value* 64
*Comparison between dogs with a hypercoagulable, a normal, and a hypocoagulable profile.
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Fig 4. Comparison of the distribution of MCF and G based on the exTEM (extrinsic thromboelastometry) assay and CT from the fib-
TEM (fibrinogen function thromboelastometry) assay between the surviving dogs (n = 22) and the nonsurviving dogs (n = 13) with lep-
tospirosis at admission. CT from the fibTEM assay is presented on a log scale for clarity. CT, clotting time: G, shear elastic modulus
strength; MCF, maximum clot firmness. *P < .05 between the survivors and nonsurvivors.
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Fig 5. Comparison of the Kaplan-Meier curves for the 35 dogs with leptospirosis between dogs with a hypercoagulable profile (n = 14), a
normal thromboelastometric profile (n = 14), and a hypocoagulable profile (n = 7).

observed in leptospirosis in dogs. In our study, the
platelet count was significantly lower in dogs with hem-
orrhagic diatheses than in dogs without hemorrhagic
diatheses, and dogs with a hypocoagulable profile
exhibited significantly more hemorrhagic diatheses than
dogs with normal and hypercoagulable profiles. Fur-
thermore, a hypocoagulable profile was associated with
a low platelet count and a low fibrinogen concentration.
In humans, thrombocytopenia is an indicator of severe
disease and a risk factor for hemorrhage in leptospiro-
sis, and it is the only independent hemostasis factor that
has been associated with clinical hemorrhage.”*
Disseminated intravascular coagulation occurred in 8
of 35 dogs (23%), 4 of 8 of which had hemorrhagic
diathesis. In a previous retrospective study, DIC

(defined by the same criteria as those listed in the Mate-
rials and Methods section) was observed in 7 of 16 dogs
(44%).° In a second study, DIC was diagnosed in 38 of
209 dogs based on the presence of at least 2 abnormal
hemostatic parameters among the 4 routinely assessed
parameters (platelet count, PT, aPTT, and plasma fib-
rinogen concentration).” Disseminated intravascular
coagulation is commonly considered as a cause of
bleeding diatheses in leptospirosis.' 2162326 However,
the link between DIC and bleeding signs in spontaneous
and experimental cases of leptospirosis remains unclear
because DIC has been inconsistently documented in
hemorrhagic animals. In an experimental model of lep-
tospirosis in guinea pigs, neither platelet thrombi nor
fibrin thrombi were found in the liver, lungs, or kidneys
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by morphological observation, although D-dimer and
FDP concentrations were significantly increased.” In 2
prospective studies of humans, DIC was diagnosed in
10 of 46 patients (22%)* and in 36 of 49 (73%)
patients®® based on the overt DIC score developed by
the DIC scientific subcommittee of the International
Society for Thrombosis and Hemostasis.*® However,
DIC did not appear as an independent factor of hemor-
rhagic diatheses based on a multivariate analysis,z" and
there was no significant association between DIC scores
and hemorrhagic diatheses.” As reported in our study,
DIC was not found to be a negative prognostic factor
in these dogs with leptospirosis.®?*?® However, DIC
was associated with a negative outcome (death or
euthanasia) in another study of dogs (OR =7.9; 95%
Cl=3.4-18.4)

Our results highlight the complexity of the hemostatic
imbalance in leptospirosis by documenting elements
favoring the occurrence of both hypercoagulable and
hypocoagulable profiles. Some dogs exhibited an
increase in FDPs (11%) and D-dimer (39%) concentra-
tions at the time of admission. However, almost no fib-
rinolysis TEM parameter was altered (except ML in the
fibTEM assay), which could represent a lack of sensitiv-
ity of TEM needed to identify alterations in fibrinolysis.
The results of a previous prospective study performed
in dogs with spontaneous hemoperitoneum showed that

enhancing in vitro fibrinolysis with 50 U/mL of tissue
plasminogen activator increased the ability of the
thromboelastographic assay to identify differences in
fibrinolysis.** Furthermore, among the dogs with a nor-
mal TEM profile (40%), the majority exhibited alter-
ations in primary (thrombocytopenia) and secondary
hemostasis. Additional studies are needed to character-
ize this group of dogs to establish whether they are nor-
mocoagulable or are in a transitional phase between
hypercoagulable and hypocoagulable profiles.

As mentioned by the Partnership on Rotational
ViscoElastic Test Standardization (PROVETS), there is
insufficient evidence to recommend how a hypercoagu-
lable or a hypocoagulable profile should be defined in
dogs based on TEM parameters.***7 This definition is
most often based on the values of 4 measured parame-
ters (CT, CFT, a-angle, and MCF) or using G values.”
In our study, we categorized the TEM profiles based on
G and TPI values according to the results of a previous
preliminary retrospective study.” In this previous study,
the 4 measured parameters and 5 calculated indices
(maximal clot elasticity, G, TPI, global index, and coag-
ulation index) were evaluated to establish their sensitiv-
ity and specificity for identifying an exTEM
hypocoagulable or hypercoagulable profile. An exTEM
profile was arbitrarily considered abnormal if =2 of the
measured parameters changed in the same direction
(e.g, a shortened CT or CFT or an increased a-angle or
MCF to identify a hypercoagulable profile; or a pro-
longed CT or CFT or decreased a-angle or MCF to
identify a hypocoagulable profile).’” According to the
results of this previous study,” G and TPI appeared to
be the best indices for identifying hypercoagulable
(AUC=10.998 and AUC = 0991, respectively) and

hypocoagulable profiles (AUC =0.987 and
AUC = 0.999, respectively).

Some differences were obtained when we compared
the TEM parameters that were measured by the
exXTEM assay and the ibTEM assay between surviving
and nonsurviving dogs and between dogs with and
without hemorrhagic diatheses. The fibTEM assay was
useful for assessing fibrinogen functions (with tissue
factor activation) by irreversibly inhibiting the platelets
with cytochalasin D, a potent inhibitor of actin poly-
merization. Except for the fibrinolytic parameters, all
of the exXTEM parameters were significantly different
between dogs with and without hemorrhagic diatheses,
whereas no statistical differences were observed for the
fibTEM parameters between these 2 groups. These
results suggest that leptospirosis-induced hypocoagula-
bility is at least in part a reflection of the availability
of fibrinogen and platelets (fibrinogen concentrations
and platelet counts were lower in dogs with a hypoco-
agulable profile than in dogs with a hypercoagulable
profile; Fig 3), but platelet availability appeared to
play a greater rok than fibrinogen concentration in the
occurrence of hypocoagulability. The results of our
study suggest the relevance of systematically perform-
ing an exTEM assay in association with a fibTEM
assay to identify the TEM disorders in dogs with
leptospirosis.

The number of hypercoagulable TEM profiles
observed in this study may have been influenced by the
high frequency of anemia (86%). Some studies suggest
that a hypercoagulable profike induced by decreased
hematocrit may have a nonspecific influence in viscoelas-
tic tests, which may result in an artifactual hypercoagula-
ble profile.** ™ In addition, 43% of dogs in our study
had hyperfibrinogenemia, which could favor hypercoagu-
lable profiles.*® Three dogs received some glucocorticoids
before admission to our facility. The results of a previous
study showed that chronically administering prednisone
in healthy mixed-breed dogs led to increased clot strength
and decreased clot lysis when a thromboelastographic
approach was used.*' In our study, the dog that received
methylprednisolone had a normal profile, and of the 2
dogs that received dexamethasone, 1 had a hypercoagula-
ble profile, and 1 had a hypocoagulable profile. Thus, the
administration of glucocorticoids did not appear to have
influenced the TEM profiles. Finally, 2 dogs received
meloxicam before admission. These dogs were not
excluded from the study, in accordance with the results of
a previous study in which the administration of meloxi-
cam did not seem to alter hemostasis according to the
methods evaluated (TEM and whole blood platelet
aggregation) in dogs.*

In our study, the mortality rate was 37%. This result
is similar to that reported in previous studies with mor-
tality rates between 17 and 52.5%.%%1%'® The mortality
rate was lower in dogs with a hypercoagulable profile
than in those with a hypocoagulable profile, and G val-
ues were significantly higher in survivors than in non-
survivors. Other studies demonstrated that dogs with a
hypocoagulable profile had a higher mortality rate than
those with a hypercoagulable profile in DIC* in
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crotalid snake envenomation'® and in immune-
mediated hemolytic anemia.** This relationship brings
into question the rok of coagulation in inflammatory
processes. In the case of sepsis associated with lep-
tospirosis, activation of coagulation could foster com-
partmentalization of bacteria in microvessels and
decrease bacterial invasion into tissue.*® Conversely,
hypocoagulability could facilitate enhanced spread of
infection and subsequently mortality.“’

Our study had several limitations. First, the diagno-
sis of leptospirosis based on a single MAT titer, espe-
cially in vaccinated dogs, is very controversial.
Vaccination can result in titers =1 : 6400 to nonvaccine
serovars several months after vaccination.’” However,
a previous study has demonstrated that the administra-
tion of leptospirosis-inactivated bivalent vaccine
induced a relatively low- and short-lived antibody
response.*® Therefore, it remains possible that some
dogs in our study had other causes of their illness. Sec-
ond, the dogs belonged to a referral population and
are likely to represent a more severely affected popula-
tion than those seen in general practice, and it is
unclear whether our results can be extrapolated to all
dogs with leptospirosis. The third limitation is the
small sample size, which decreased the power of the
statistical tests. The frequency of DIC in our study
should be interpreted cautiously because the diagnosis
of DIC has not been standardized in dogs. A model-
based scoring system was developed in veterinary medi-
cine,” but the application of this scoring system was
not possible in this study, because it used reference
intervals for tests performed at 1 specific laboratory.
Finally, no discard tube was used to collect the blood
samples, unlike the recommended standard.**7 It is
possible that this method of blood collection led to
preanalytical bias.

In conclusion, hemostatic derangements are an impor-
tant but still poorly characterized aspect of leptospirosis.
The results of our study suggest that the hemorrhagic
tendency observed in leptospirosis is the result of an
imbalance in the hemostatic equilibrium, with alter-
ations in both primary and secondary hemostasis. This
imbalance may lead to DIC, which occurred in more
than 20% of dogs in this case series. However, DIC was
not a negative prognostic factor, and mortality rates
were lower among dogs with a hypercoagulable TEM
profile compared to those with a hypocoagulable profile.
Our results suggest that further study is warranted to
determine what triggers this disordered hemostasis,
which specific components of inflammation and
hemostasis are involved, and whether identifying a
hypocoagulable TEM profile in an individual dog with
leptospirosis has therapeutic implications.

Footnotes
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In human medicine, age is a risk factor for thromboembolic diseases associated with hypercoagulable
and antifibrinolytic states, but information in veterinary medicine is limited. This study compared the
thromboelastometric (TEM) profiles of two groups of dogs of distinct ages. Ten healthy old (>10 years)
Beagles and 10 healthy young (<3 years) Beagles were recruited. White blood cell counts and haematocrit
were significantly lower in the old group compared to the young group, and fibrinogen, total proteins,
globulins and monocyte chemoattractant protein-1 plasma concentrations were significantly higher in
the old group. Comparisons of the TEM profiles indicated a hypercoagulable profile and a decrease in
fibrinolytic activity in all old Beagles. The findings support the need to consider age as a possible risk
factor for thrombosis in dogs.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

The process of ageing in humans is accompanied by alterations
in the blood coagulation system with the development of a hyper-
coagulable state and an antifibrinolytic state (Mari et al., 1995;
Ferrucci et al., 2005). These changes are enhanced by predispos-
ing factors such as the development of low-grade inflammation
characterised by elevated plasma cytokine levels (Inadera et al.,
1999). Some human studies have demonstrated hypercoagulabil-
ity in the elderly using viscoelastic tests (Ng, 2004; Roeloffzen et al.,
2010) but this approach has not been used to assess the influence
of ageing on coagulation ability in dogs. The present study com-
pared the thromboelastometric (TEM) and cytokine profiles of two
groups of dogs of distinct ages.

The Animal Care Committee of the veterinary campus of Lyon
approved this study (number 1266; 27 September 2012). Ten old
laboratory Beagles (>10 years of age; mean, 134.5 months; range,
128-148 months; nine males, one female) and 10 young laborato-
ry adult Beagles (<3 years of age; mean, 26.5 months; range, 21-35
months; five males, five females) were recruited. The old group and
the young group were obtained from different breeders.

Venipuncture of the jugular vein using a 23 G needle connected to
a syringe was used to collect 10 mL of venous whole blood from each
dog. Automated analysers were used to obtain blood cell counts (Xt-
20001V, Sysmex), serum biochemical analyses (Konelab 30i, Thermo

* Corresponding author. Tel.: +33 4 78 87 07 07.
E-mail address: anthony barthelemy@vetagro-supfr (A. Barthélemy).

hrp://dx.doi.org/10.1016/j.vjl.2015.05.012
1090-0233/© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Fisher) and classic coagulation profiles (Coag Dx, IDEXX). Cytokine
plasma concentrations were determined using a canine-specific mul-
tiplex assay that included internal control material (CCYTOMAG-90K,
Millipore) on an automated analyser (Bio-Plex 200, Bio-Rad). The TEM
assay (ROTEM, Pentapharm) was performed according to recent Part-
nership on Rotational ViscoElastic Test Standardisation (PROVETS)
recommendations (Flatland et al., 2014). Three profiles were evalu-
ated: (1) intrinsic TEM (inTEM) profile to evaluate the intrinsic pathway;
(2) extrinsic TEM (exTEM) to evaluate the extrinsic pathway, and (3)
fibrinogen function TEM (fibTEM) profile.

The normal distribution and homogeneity of the variances were
examined using the Shapiro-Wilk test and Fisher-Snedecor test,
respectively. Intergroup comparisons were performed using a para-
metric (Student's unpaired t test) or non-parametric (Mann-
Whitney U test) two-sided test. A P value <0.05 was considered
significant. All analyses were performed using commercial soft-
ware (XLSTAT v2012, Addinsoft).

Haematocrit and white blood cell counts were significantly lower
in old dogs. Plasma fibrinogen, total protein and globulin levels were
significantly higher in old dogs, and prothrombin time and plasma
albumin levels were significantly reduced (see Appendix:
Supplementary Table S1). Of the plasma cytokine concentrations,
only the increase in monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1)
in old dogs was significant (P=0.002) (see Appendix: Supplementary
Table S2). As shown in Table 1, clotting time (CT), clot formation
time (CFT) and maximum lysis of the exTEM assay were signifi-
cantly lower in old dogs compared to young dogs, but amplitude
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Table 1

Comparison of extrinsic thromboelastomerric profiles between young and old dogs.
exTEM parameter Young dogs (n=10) 0ld dogs (n=10) Pvalue

Median Mean Range SD Median Mean Range SD

CT(s) 465 36-63 35 32-39 <0.001
A10(mm) 553 48 677 43 <0.001
CFT(s) 947 155 643 12.0 <0.001
MCF (mm) 653 54 748 31 <0.001
a(®) 713 32 781 25 <0.001
Li45 (%) 100 75-100 100 99-100 0234
Li6G0 (%) 97 66-99 98 97-99 0.009
ML (%) 10 2-27 - 1-9 0.019
TEG-G* (dynes/cm?) 9618 1795 15,106 2425 <0.001
ROTEM-TPI® 21 07 5.0 16 <0.001

CT. clotting time; A10, amplitude 10 min after CT; CFT, clot formartion time; exTEM, extrinsic thromboelastomerry; Li45, lysis index 45 min after CT; Li60, lysis index
60 min after CT; MCF. maximum clot firmness; ML, maximum lysis; ROTEM-TPL thrombodynamic potenrial index; SD. standard deviation; TEG-G, shear elastic modulus

strength.
3 TEG-G = (5000 x MCF)/(100 — MCF).
b ROTEM-TPI = (100 x MCF)/(100 - MCF)/CFT.

10 min after CT (A10), maximum clot firmness (MCF), & angle and
Li60 (lysis index 60 min after CT) were significantly higher. CFT and
ML in the inTEM assay were significantly lower in old dogs, but A10,
MCF, o and Li60 were significantly higher (Table 2). ML in the fibTEM
assay was significantly lower in old dogs, but A10, MCF, c and lysis
index 45 min after CT were significantly higher (Table 3). The ref-
erence intervals for exTEM, inTEM and fibTEM parameters are shown
in Appendix: Supplementary Table S3.

The present study is the first to demonstrate the occurrence of
a hypercoagulable profile with advancing age in dogs using a TEM
approach as previously reported for humans (Ng, 2004; Roeloffzen
et al,, 2010). Old dogs exhibited a faster rate of fibrin formation and
greater ultimate clot strength with better viscoelastic properties.
The decrease in haematocrit and the associated increase in fibrino-
gen plasma levels seemed to be the major factors contributing to
the hypercoagulability profile of old healthy dogs. Two studies have

already reported a tendency towards hypercoagulability in TEM pa-
rameters associated with a decrease in red cell mass in canine models
(Smith et al., 2012; McMichael et al., 2014). However, McMichael
et al. (2014) suggested that hypercoagulability induced by de-
creased haematocrit may be a nonspecific influence in viscoelastic
tests.

As in human medicine, the development of low-grade inflamma-
tion related to age and characterised by increased plasma fibrinogen,
pro-inflammatory cytokines, and globulin levels may be another mech-
anism underlying the hypercoagulable profile observed in old dogs
(Inadera et al, 1999; Ferrucci et al,, 2005). The increase in MCP-1 con-
centration supports the putative involvement of inflammation in
age-related hypercoagulability in dogs. This observation is consistent
with a previous study that demonstrated that MCP-1 was the sole
cytokine that was significantly higher in dogs with low-grade inflam-
mation, such as initial congestive heart failure (Zois et al., 2012).

Table 2

Comparison of intrinsic thromboelastomertric profiles berween young and old dogs.
inTEM parameter Young dogs (n=10) Old dogs (n=10) Pvalue

Median Mean Range SD Median Mean Range SD

CT(s) 169.5 280 1772 424 0.638
A10(mm) 527 6.2 652 41 <0.001
CFT (s) 739 187 508 113 0.005
MCF (mm) 652 33 728 25 <0.001
a(®) 752 34 796 25 0.004
Li45 (%) 100 99-100 100 99-100 1.000
Li6G0 (%) 96.8 13 98.7 1.0 0.002
ML(%) 7 2-16 3 1-7 21 0.004

CT. clotting time; A10, amplitude 10 min after CT; CFT, clot formarion time; inTEM, intrinsic thromboelastomertry; Li45, lysis index 45 min after CT; Li60, lysis index 60 min

after CT; MCF, maximum clot firmness; ML maximum lysis; SD, standard deviarion.

Table 3

Comparison of fibrinogen funcrion thromboelastomerric profiles berween young and old dogs.

fIbTEM parameter Young dogs (n=10) 0Old dogs (n=10) Pvalue
Median Mean Range SD Median Mean Range SD

CT(s) 37 31-66 34 31-43 0111
A10 (mm) 10 8-1 225 13-41 <0.001
CFT (s) NA NA 604 365 NA

MCF (mm) 12.10 318 2550 752 <0.001
a(®) NA NA 799 29 NA

Li45 (%) 787 96 86.6 54 0.039
Li6G0 (%) 787 106 86.9 6.7 0.055
ML (%) 269 84 157 56 0.003

CT. clotting time; A10, amplitude 10 min after CT; CFT, clot formartion time; fibTEM. fibrinogen function thromboelastomerry; Li45, lysis index 45 min after CT; Li60, lysis
index 60 min after CT; MCE. maximum clot firmness; ML, maximum lysis; NA, not applicable; SD, standard deviation.
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Concurrent with age-related hypercoagulability, we found that
age also influenced fibrinolysis. Consistent with several human
studies (Mari et al,, 1995; Ferrucci et al,, 2005), fibrinolysis was slower
and less intense in old dogs in the three TEM assays. The exact mech-
anism underlying these changes has not been elucidated, but the
age-related decrease in fibrinolytic activity may contribute to throm-
botic events in old dogs.

There are some limitations to our study. The first limitation is
the small sample size, which decreased the power of the statisti-
cal tests. Second, the different sex distributions of the two groups
could affect the interpretation of our results, although we previ-
ously demonstrated no influence of sex on TEM profiles in healthy
Beagles (Barthélemy et al., 2014). Third, the study was performed
only in laboratory Beagles, and it is unclear whether our results can
be extrapolated to other breeds or to pet dogs. Finally, with the ex-
ception of TEM profiles, no fibrinolysis parameter was measured.
Further studies should confirm our preliminary observations using
a more complete fibrinolysis profile.

In conclusion, this study has demonstrated an age-related hy-
percoagulable profile that was associated with decreased fibrinolysis
ability in dogs as assessed using a TEM approach. Low-grade in-
flammation seemed to be involved, but relationships between
increased plasma pro-inflammatory cytokine plasma concentra-
tions and hypercoagulability must be further investigated in a larger
population of old dogs. The incidence of thromboembolic dis-
eases remains to be established in old dogs, but age should be
considered a primary risk factor.
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Enoxaparin has no significant anticoagulation activity in healthy
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Enoxaparin at 0.8 mg/kg every 6 h is used in dogs to prevent prothrombotic events, but has only been
validated in healthy Greyhounds, a breed with documented hypocoagulable haemostatic profiles in vitro
and bleeding tendencies in vivo. This study investigated the effects of enoxaparin at this dose rate on
the coagulation parameters of eight healthy adult Beagles over a 48 h period. Anti-Xa activity was sig-
nificantly increased 3 h after the second and third of nine injections, and target anti-Xa activity was only
reached transiently in 3/8 dogs. Paradoxically, a transient increase in endogenous thrombin potential was
observed 6 h after the third injection. Other haematologic, biochemical and coagulation parameters were
not significantly altered from the baseline values during enoxaparin treatment (P> 0.05). This study sug-

gests that assumptions regarding the pharmacodynamic effects of enoxaparin are not generalisable across

breeds.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Low-molecular-weight heparin (LMWH) has been adopted for
primary prophylaxis in dogs at risk for thrombosis (Breuhl et al.,
2009). The dose rates of LMWH used in dogs are mostly based on
human pharmacokinetic and/or empirical data. However, the phar-
macokinetics of enoxaparin in normal dogs differ from those in
humans, challenging the use of these extrapolated doses (Lunsford
et al., 2009; Kidd and Mackman, 2013). Lunsford et al. (2009) have
shown a significant effect of enoxaparin at 0.8 mg/kg adminis-
tered SC four times daily in healthy Greyhounds, whose specific
physiological and haematological characteristics differ from those
of other canine breeds (Vilar et al., 2008; Lunsford et al., 2009). The
present study described the effect of enoxaparin using a large panel
of coagulation tests in healthy dogs.

The Animal Care Committee of the veterinary campus of Lyon
approved this study (Reference Number 1363; 12 November 2013).
Healthy laboratory male Beagles (1-2 years old; bodyweight,
9-11 kg) were used in this study.

Nine SC injections of enoxaparin at 0.8 mg/kg (Lovenox, Sanofi-
Aventis) were scheduled every 6 h over 48 h (Fig. 1). Jugular
venepuncture was performed using 21 G needles connected to a
vacutainer to collect several blood samples (Fig. 1).

* Corresponding author. Tel.: +33 6 82 74 34 05.
E-mail address: celine.pouzotnevoret@vetagro-sup.fr (C. Pouzot-Nevoret).

http://dx.doi.org/10.1016/j.tvjl.2016.01.018
1090-0233/© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Automated analysers were used to obtain blood cell counts (Xt-
2000iV, Sysmex), serum biochemical analyses (Konelab 30i, Thermo
Fisher), prothrombin time (PT) and activated partial thromboplas-
tin time (aPTT; Coag Dx, IDEXX), four profiles (exTEM, inTEM, fibTEM
and hepTEM) of thromboelastometric assays (ROTEM, Pentapharm,
performed according to recent PROVETS recommendations; Flatland
et al,, 2014) and for the measurement of anti-Xa activity, anti-
thrombin activity, fibrinogen concentration (Destiny Max, Stago),
thrombin generation and endogenous thrombin potential (ETP;
Fluoroscan, Stago, performed on platelet-poor plasma as previ-
ously described by Allegret et al.,, 2011). This large panel of
coagulation tests was used to ensure that the dogs had no coagu-
lation abnormalities prior to treatment, and because some
parameters, such as fibrinogen, haematocrit and platelet count, are
known to influence the ROTEM results (Goggs et al., 2014).

The normal distribution and homogeneity of the variances were
examined using the Shapiro-Wilk test and Bartlett test, respec-
tively. A repeated-measures parametric analysis of variance (ANOVA)
followed by a multiple comparison test (Tukey post-hoc test), or a
non-parametric approach using a Friedman test or a Kruskal-
Wallis test, was conducted if both hypotheses were verified or not,
respectively. Statistical analysis was performed using commercial
software (XLSTAT v2014, Addinsoft) and P< 0.05 was considered sta-
tistically significant.

During the study period, clinical parameters and CBCs re-
mained normal in all dogs, and no evidence of haemorrhagic
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Fig. 1. Experimental protocol.

complications were observed. Biochemical profiles in all dogs were
within the reference range.

No significant changes in PT, aPTT, ROTEM parameters, fibrino-
gen concentrations or antithrombin activity were observed during
the 48 h enoxaparin treatment (Appendix: Supplementary
Tables S1-S5). Six hours after the third enoxaparin injection (h18),
asignificant increase in plasma ETP was observed compared to base-
line values (P=0.02). This ETP peak was transient. All other ETP
values did not differ significantly from baseline values (Table 1).

Compared with the baseline values, there was only a signifi-
cant increase in anti-Xa activity 3 h after the second and third
injections (P< 0.01, Table 2). Only three of eight dogs reached the
target range of 0.5-1 U/mL used in human medicine for relevant
heparin therapeutic effect. There was increased anti-Xa activity at

3 h after the second (h9; n=1) and the third (h15; n=1) injec-
tions, and just before the third injection (h12; n=1; Table 54).
Lunsford et al. (2009) reported that the target levels of anti-Xa
activity were maintained in normal Greyhounds by the adminis-
tration of enoxaparin at 0.8 mg/kg SC every 6 h, hence the choice
of this dose in this study. However, Greyhounds are known to have
haematological parameters (including increased packed cell volume
and decreased platelet counts) that differ from those of other breeds,
and tend to exhibit slower clotting kinetics and weaker clot strength
(Vilar et al., 2008; Lunsford et al., 2009). Abnormal post-operative
bleeding in Greyhounds, possibly due to enhanced fibrinolysis, has
also been described (Marin et al., 2012). Considering these find-
ings, our study aimed to assess this dose in healthy dogs other than
Greyhounds. A significant increase in anti-Xa activity was ob-

Table 1
Changes (mean + standard deviation, SD) in endogenous thrombin potential (ETP; nM/min) with associated global P and Pvs. h18.
ETP Time point (h after first injection) Global P
Ell EI2 EI3 El4 EI5 EI6 EI7 EI9
ho h3 h6 h9 hi12 hi5 hi18 h24 h30 h36 h48 h56 h60
Mean 3093 2456 3787 248.0 3154 3913 4725 2781 279.0 304.4 292.6 295.2 330.6 <0.01
SD 85.0 599 773 778 56.2 795 76.4 46.4 47.0 55.3 524 64.0 437
Pvs.h18 0.02 <0.01 027 <0.01 <0.01 0.57 1.00 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
El, Enoxaparin injection followed by its number in the experimental protocol.
Table 2
Changes (mean + standard deviation, SD) in anti-Xa activity (U/mL; reference range < 0.15) with associated global P and P compared with hO.
Anti-Xa El and time point (h after first injection) Global P
Eln EI2 EI3 El4 EI5 EI6 EI7 EI9
ho 3 h6 h9 h12 h15 h18 h24 h30 h36 h4s h56 h60
Mean 0.15 021 0.03 0.40 023 035 0.18 0.14 0.14 0.22 017 0.16 0.05 <0.01
SD 018 0.1 0.08 017 027 011 0.15 012 012 011 012 011 0.08
Pvs.hO 1 032 012 <0.01 072 <0.01 0.98 095 075 0.25 085 0.87 0.12

El, Enoxaparin injection followed by its number in the experimental protocol.
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served transiently, 3 h after the second and third of the nine heparin
injections. Because the increase in anti-Xa activity was short-
lived, it is unlikely this dosing regimen would have
thromboprophylactic effects in healthy beagles.

During enoxaparin treatment, no dogs exhibited evidence of clin-
ical bleeding, confirming the findings of previous studies (Lunsford
et al., 2009; Scott et al., 2009). Additionally, no ROTEM param-
eters changed significantly from baseline values after heparin
administration. This finding might be attributable to either a lack
of enoxaparin efficacy at the administered dose and|or a lack of sen-
sitivity by thromboelastometry. Indeed, based on anti-Xa activity,
supratherapeutic levels of another LMWH (dalteparin) were re-
quired to alter ROTEM parameters in an in vitro study (Feuring et al.,
2011).

Our study did not demonstrate significant changes in PT and aPTT.
This was to be expected because these coagulation tests have poor
sensitivity and specificity for mild disturbances of coagulation
(Allegret et al., 2011). Furthermore, unlike unfractionated heparin,
LMWH does not prolong aPTT (Lunsford et al., 2009).

The results of the present study did not reveal any significant
decrease in thrombin generation following enoxaparin administra-
tion in healthy dogs. The baseline ETP varied from 156.28 to
462.27 nM/min, illustrating the variation in thrombin generation
between dogs. These results are similar to those reported by Allegret
et al. (2011) during unfractionated heparin therapy monitoring. Par-
adoxically, a significant increase in ETP was observed in all dogs 6 h
after the third injection (h18), a phenomenon that has been de-
scribed previously with heparin therapy in dogs (Allegret et al., 2011).
Whether this is clinically relevant or not is unknown.

Our study had some limitations. Firstly, sample size was small.
However, Lunsford et al. (2009) demonstrated significant antico-
agulant activity of enoxaparin in a group of seven dogs; therefore
it is reasonable to assume that a similar effect would be observed
in this study. Secondly, transient modifications in anti-Xa activity
and parameters associated with thrombin generation were mea-
sured at 3 h intervals. Thus, it is possible that changes in anti-Xa
activity and ETP could have occurred between sampling intervals,
but been undetected. However, if such transient effects occurred,
they were unlikely to be clinically relevant. The sex distribution of
our study population (only males) might also have affected our
results. However, we previously observed no influence of sex on
ROTEM profiles in healthy Beagles (unpublished data). Finally, this
study was performed only in young adult Beagles, and the results
should be extrapolated with caution to other canine breeds or to
old and/or unhealthy animals.

Our study demonstrated that an enoxaparin dose of 0.8 mg/kg
SC four times daily was safe, but did not maintain the anti-Xa ac-
tivity level within our predetermined target range. This calls into
question the efficacy of dosing enoxaparin at 0.8 mg/kg every 6 h
in non-Greyhound dogs, and supports other studies suggesting that
monitoring of anti-Xa activity is advisable in individual dogs re-
ceiving LMWH (Kidd and Mackman, 2013). Moreover, the transient
hypercoagulability observed in our study, as well as its clinical sig-
nificance, should be investigated further. The determination of an
efficacious dose rate in healthy and critically ill dogs appears to be

a major challenge in veterinary critical care medicine. Further in-
vestigation of the pharmacodynamic effects of enoxaparin in healthy
and critically ill dogs is warranted.
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