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INTRODUCTION

Les plaquettes sont les principales cellules impliquées dans ’hémostase. Ce sont des cellules
anucléées chez les mammifeéres (a la différence des reptiles et des oiseaux) qui s’activent
lorsqu’une breéche se crée au sein du réseau vasculaire. Elles jouent également un role dans

I’inflammation, les maladies cardio-vasculaires et les maladies néoplasiques.

La numération plaquettaire, le volume plaquettaire moyen (VPM), et le plaquettocrite sont des
outils intéressants pour le clinicien dans de nombreux contextes. Ces données sont rapidement
accessibles en médecine vétérinaire grace aux analyseurs présents dans la plupart des
cliniques. Cependant, les conditions pré-analytiques et analytiques sont susceptibles
d’influencer la numération plaquettaire et 1’obtention d’un spécimen sanguin de bonne
qualité, par exemple pour la réalisation d’une analyse hématologique peut s’avérer
compliquée en routine.

Le stress des animaux lors du prélévement est notamment un facteur susceptible d’influencer
la qualité des résultats et est souvent difficilement contrélable par 1’opérateur.

Afin de limiter au maximum les erreurs pré-analytiques, il est nécessaire de suivre certaines
recommandations : les vaisseaux endommagés sont a proscrire [1], le volume prélevé doit
respecter le rapport anticoagulant/sang, le tube doit étre rempli en une fois et étre rapidement
homogénéisé¢. Malgré 1’absence de données en médecine vétérinaire sur ce sujet il est
conseillé de ne pas utiliser d’aiguille de trop petit diametre et de n’effectuer qu'une dépression
faible en utilisant une seringue, comme recommandé en biologie médicale humaine [2]. La
présence de micro caillots au sein du tube peut passer inapergue si les spécimens ne sont pas
examinés trés soigneusement et peut mener a une numération plaquettaire faussement
diminuée.

Les erreurs analytiques sont plus spécifiques a certaines espéces. Dans 1’espece féline, les
plaquettes ont une taille importante (12,1-15,1fL contre 5,4-9,2 fL chez le chien [3]) et de
petites hématies (39,0-55,0fL contre 60,6-77,0fL chez le chien [3]). L’étendue de taille des
plaquettes et celui des hématies se recoupent donc souvent. Ainsi le comptage plaquettaire par
impédance fondé uniquement sur la taille des cellules est peu fiable, notamment chez le chat
[4]. Les automates utilisant la cytométrie de flux analysent la structure interne des cellules en
plus de leur taille ce qui permet de différencier pour une méme taille les plaquettes des

\

hématies. Mais, D'erreur la plus fréquente aboutissant a une pseudothrombopénie dans
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I’espece féline est la présence d’agrégats plaquettaires et ne dépend pas de la méthode

d’analyse utilisée.

L’agrégation plaquettaire in vivo est une des étapes clés de la formation du clou plaquettaire
lors de I’hémostase. L’adhésion des plaquettes aux protéines du sous endothélium (facteur de
von Willebrand (vWF) et collagéne principalement) exposées lors de bréche vasculaire
provoque leur activation, leur changement de forme, ainsi que la sécrétion du contenu des
granules et I’expression en surface de molécules pro-coagulantes [5]. Les plaquettes circulant
dans la zone proche de la lésion endothéliale sont activées par 1’augmentation de la
concentration locale en molécules agonistes (ADP, thromboxane A2, thrombine) qui
interagissent avec différents récepteurs présents a leur surface. Ces interactions entrainent
I’activation de voies de signalisation internes complexes permettant la mobilisation du
calcium intracellulaire. Ce phénoméne aboutit notamment a I’activation de 1’intégrine ounfs,
récepteur permettant 1’agrégation plaquettaire via la formation de ponts de fibrinogéne entre
les plaquettes [5]. Des mécanismes modulateurs de 1’activation et de I’agrégation plaquettaire
existent et font intervenir notamment des prostaglandines et le monoxyde d’azote (NO) [6].

L’agrégation plaquettaire est un phénomene indispensable in vivo pour le bon déroulement de
I’hémostase mais représente in vitro un obstacle majeur pour I’exploration de 1’hémostase et
les analyses hématologiques. Les mécanismes en jeu dans I’agrégation in vitro ne sont pas
encore totalement ¢lucidés mais sont trés probablement similaires a ceux en action dans
I’agrégation in vivo. Bien que toutes les especes dont I’Homme soient sujettes au phénomene
d’agrégation plaquettaire in vitro, certaines, comme le Chat, y sont particuliérement sensibles.
Cette sensibilit¢ des plaquettes félines a I’agrégation serait notamment liée a leur grande
taille, leur sensibilité¢ a des molécules telles que 1’adrénaline [7], la possibilité¢ d’induire une
agrégation plaquettaire par de faibles concentrations d’ADP, la concentration élevée en
sérotonine dans les granules denses, I’agrégation irréversible et la sécrétion des granules en

réponse a la sérotonine [4,8].

La présence d’agrégats plaquettaires empéche de dénombrer les plaquettes. En effet, il est
impossible de dénombrer les plaquettes présentes dans les agrégats que ce soit visuellement
sur un frottis ou a 1’aide d’automates d’hématologie. La présence d’agrégats plaquettaires
entraine donc des pseudothrombopénies par sous estimation de la numération plaquettaire et

parfois une surestimation de la numération leucocytaire notamment lors d’utilisation
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d’automates a impédance. Un comptage précis des plaquettes nécessite de s’affranchir de ce
phénomeéne d’agrégation.

Cela représente un obstacle important en hématologie féline de routine car la prévalence est
particuliérement €levée chez le chat avec ’utilisation d’acide éthyléne diamine tétra acétique
(EDTA), I’anticoagulant de choix en hématologie : plus de 50 % sur 359 spécimens sanguins

provenant de chats [4], 66.6% sur 48 chats sains sous anesthésie [9].

Certaines recommandations existent pour tenter de réduire la formation d’agrégats
plaquettaires dans 1’espéce féline mais toutes ne sont pas vérifiées par des études. Une
ponction veineuse difficile est souvent considérée comme prédisposant a 1’agrégation
plaquettaire du fait de I’activation des plaquettes au site de ponction [4,10] mais la réalisation
d’une ponction veineuse parfaite n’empéche pas la formation d’agrégats plaquettaires. De
plus, Riond et al n’ont pas montré d’influence de la difficulté¢ de réalisation du prélévement
sur la présence d’agrégats plaquettaires [11]. Dans tous les cas, une contention minimale et
des conditions permettant de limiter au maximum le stress de I’animal sont recommandées.
En effet, I’adrénaline sécrétée lors de stress bien que n’induisant pas a elle seule 1’agrégation
plaquettaire chez le chat potentialise 1’agrégation induite par I’ADP, le collagéne et la
thrombine [12,13].

La veine jugulaire est généralement conseillée comme site de ponction sanguine chez le chat
car le débit sanguin relativement faible limiterait 1’activation plaquettaire, ceci n’est pas
confirmé par 1’étude de Moritz et al. qui ne montre pas de différence significative sur la
présence d’agrégats plaquettaires entre une ponction a la veine céphalique et une ponction a la
veine jugulaire [14].

Il est également recommandé de ne pas utiliser les premiers millilitres (2 a 5) de sang prélevés
pour I’analyse des plaquettes car ils sont riches en plaquettes activées qui ont tendance a
s’agréger [14]. Ce sang peut étre récolté sur un autre tube et étre utilisé pour d’autres analyses
notamment sérologiques et biochimiques.

Il est généralement conseillé d’analyser le prélévement rapidement pour limiter la formation
d’agrégats plaquettaires. Moritz et al. préconisent de réaliser le comptage plaquettaire dans les
30 minutes suivant le prélévement [14], Weiser et al dans 1’heure [15], et Knoll et al. 4 4 6
heures apres le prélévement car les plaquettes ont tendance a s’agréger avec le temps [16].
Pour autant, Norman et al. n’ont pas montré de différence significative entre les spécimens
analysés dans la foulée du prélevement ou apres envoi par la poste [4]. Ces différentes

observations peuvent s’expliquer par le fait qu’une partie des agrégats plaquettaires qui se
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forment dans 1’espéce féline en présence d’EDTA est réversible et que la premicre apparition
et le pic de présence d’agrégats est différent pour chaque individu [11]. Il peut donc étre utile
d’effectuer a nouveau ’analyse plusieurs heures apres dans le cas de thrombopénie liée a la

présence d’agrégats plaquettaires [11].

De nombreux anticoagulants ont été étudiés pour tenter de limiter ce phénomene, l'utilisation
de CTAD (citrate, theophylline, adénosine, dipyridamole) seul ou en association a I’EDTA a
montré des résultats trés satisfaisants [17,18] mais se révele difficile a utiliser en hématologie
féline de routine notamment du fait de la nécessité de respecter et de prendre en compte le
rapport de dilution de 1 volume d'anticoagulant pour 9 volumes de sang. La prostacycline
(PGI2) et son analogue synthétique, l'iloprost, ont également montré¢ des résultats
encourageants [10] mais nécessitent pour les cliniciens de préparer leurs propres tubes car
aucun tube de ce type n'est commercialisé a 1'heure actuelle ce qui représente un obstacle
important pour une utilisation en clinique vétérinaire.

Les propriétés antiagrégantes du magnésium sont connues depuis les années 1900, mais la
commercialisation d’un tube a base de sulfate de magnésium ne date que de quelques années.
Ce tube a montr¢ des résultats intéressants dans le cas de pseudo-thrombopénies secondaires a
la présence d’agrégats plaquettaires en médecine humaine. A I’heure actuelle aucune donnée
sur I’efficacité du magnésium comme antiagrégant plaquettaire n’est disponible dans I’espece

féline.

Le présent travail reprend les données disponibles sur les propriétés antiagrégantes du sulfate
de magnésium et son utilisation en hématologie humaine. La deuxiéme partie, expérimentale,
est consacrée a 1’étude du sulfate de magnésium comme antiagrégant dans ’espece féline et

son impact sur la prévalence d’agrégats plaquettaires.
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Le magnésium joue de nombreux roles au sein de 1’organisme. Il agit comme cofacteur pour
plus de 300 enzymes permettant de réguler un grand nombre de fonctions fondamentales
comme la contraction musculaire, la conduction neuromusculaire, le contrdle de la glycémie,
la contraction myocardique, la pression artérielle, et I’agrégation plaquettaire [19,20]. Il joue
¢galement un rdle dans la production d’énergie en conditions aérobie et anaérobie, participe a
la structure des protéines, acides nucléiques et des mitochondries, permet le transport
transmembranaire d’ions calcium et potassium, régule la migration et I’adhésion cellulaire, et

est indispensable pour la syntheése d’acides nucléiques [20].

1. Les propriétés antiagrégantes plaquettaires du magnésium

Les propriétés antiagrégantes du magnésium sont connues depuis les années 1900 [22] et les
sels de magnésium étaient utilisé pour le comptage plaquettaire jusque dans les années 1950
[23]. A cette époque, les sels d’EDTA sont introduits dans les laboratoires d’hématologie et
s’installent rapidement comme anticoagulant de choix en hématologie [23]. Les propriétés
antiagrégantes du magnésium sont alors laissées de coté et le sulfate de magnésium n’est plus
utilisé en hématologie jusqu’a la commercialisation du tube ThromboExact®, il y a une
dizaine d’années. Bien que le sulfate de magnésium ait été longtemps laissé de coté en
hématologie, ses effets antiagrégants ont été étudiés et exploités in vivo dans diverses

affections.

1.1. Les mécanismes de ’activation et de ’agrégation plaquettaire
Afin de comprendre les mécanismes a 1’origine des propriétés antiagrégantes du sulfate de
magnésium, il est nécessaire de comprendre les mécanismes d’activation et d’agrégation des
plaquettes. Ce paragraphe reprend les éléments importants concernant les plaquettes et leurs

mécanismes d’activation et d’agrégation.

1.1.1. Bref rappel sur I’anatomie des plaquettes

Les plaquettes sont les plus petites cellules sanguines circulantes. Ce sont des fragments
cytoplasmiques anucléés produits a partir du cytoplasme des mégacaryocytes, de grandes

cellules plurinucléées issues de la différenciation de cellules souches myéloides. Un
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mégacaryocyte peut produire 2000 a 8000 plaquettes en 12 heures. Les plaquettes au repos
ont une forme discoide de quelques micrométres de diameétre plus ou moins sphérique avec de
fines granulations contenant des molécules impliquées dans les phénomenes d’activation,
d’adhésion et d’agrégation des plaquettes. Elles ont une durée de vie faible et relativement
¢gale chez toutes les especes (5 a 7 jours), elles sont phagocytées par les macrophages de la
rate et du foie.

Elles sont composées :

- d’'une membrane plasmique qui comprend notamment des récepteurs comme des
glycoprotéines qui jouent un role majeur dans I’activation des plaquettes ainsi que des
phospholipides, cholesterol, glycolipides responsables de la structure membranaire. Le
systtme canaliculaire ouvert constitue une surface de contact importante avec
I’environnement et forme une réserve de membrane mobilisable pour le changement de forme
[24].

- d’organites comme des mitochondries, le réticulum endoplasmique correspondant aux
réserves intracellulaires de calcium, des grains de glycogenes et des granules de stockage. 11
existe notamment les granules de stockage o qui sont les plus abondants et contiennent
principalement des glycoprotéines adhésives, des facteurs de coagulation et des facteurs de
croissance, et les granules denses & qui contiennent du magnésium et de nombreux facteurs
pro-agrégants et pro-coagulants comme 1’ADP, I’ATP, le Ca2+, et I’épinéphrine. Les granules
A contiennent eux de nombreuses protéases. [24]

- d’un cytosquelette composé¢ de microtubules qui maintiennent la forme au repos et
d’actomyosine. L’activation des plaquettes entraine des remaniements du cytosquelette a

I’origine de la sécrétion des granules et de changements de forme de la cellule.

1.1.2. Les récepteurs membranaires activent différentes voies de signalisation

La membrane plasmique des plaquettes contient de nombreux récepteurs différents impliqués
dans D’activation des plaquettes. Chaque récepteur a une affinité particuliére pour chaque
ligand et un récepteur peut interagir avec plusieurs ligands et inversement. Il existe plusieurs

familles de récepteurs au niveau des plaquettes (7Tableau 1) :
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Les intégrines

Ce sont des protéines hétérodimériques impliquées dans I’adhésion des plaquettes, il en existe
6 types différents. Leurs ligands sont principalement des molécules présentes dans le sous-
endothélium (collagéne, fibrinogéne, vWF, laminines). La liaison du ligand avec 1’intégrine
nécessite une activation préalable de cette derniére qui correspond au passage d’une
conformation conférant peu d’affinité envers le ligand a une conformation conférant une forte
affinité. L’ensemble des signaux aboutissant a 1’activation des intégrines correspond a la
signalisation « inside-out ». Les 2 principales intégrines plaquettaires sont oupPs et afi. La
premiére est la plus importante et la plus présente des intégrines [25], elle interagit
principalement avec le fibrinogéne et permet 1’adhésion et I’agrégation des plaquettes, la
sécrétion des granules et le changement de forme, la deuxieéme permet 1’adhésion des
plaquettes via une interaction avec le collagéne. La liaison du ligand a I’intégrine déclenche

ensuite une signalisation dite « outside-in ».

Les récepteurs avec répétitions riches en leucine

Le principal est le complexe glycoprotéique GPIb-IX-V qui interagit principalement avec le
VWF lui méme li¢ ou non au collagéne [26]. L’interaction entre le vVWF et le GPIb-IX-V est
rapidement réversible ce qui permet notamment aux plaquettes de rouler sur la surface
endothéliale et augmente ainsi I’interaction des autres récepteurs a leurs ligands (notamment
GPVI avec le collagéne) [27]. Les signaux transmis suite a ’interaction protéine-ligand
aboutissent a 1’activation, I’adhésion et 1’agrégation plaquettaire via notamment 1’activation
de la phospholipase C gamma-2 (PLCy2) et la stimulation de la synthése de thromboxane A2.
La phosphoinositol 3-kinase (PI3K) est lice au complexe GPIb-IX-V dans les plaquettes au

repos [28] et est impliquée dans la signalisation inside-out vers I’intégrine o3 [29].

Les récepteurs de la superfamille des immunoglobulines
Le principal récepteur de cette famille est le GPVI qui interagit avec le collagene en
conformation triple hélices [30]. La liaison du ligand a ce récepteur entraine une cascade de

signalisation aboutissant a I’activation de PI3K, PLCy?2 et la petite protéine G Racl [5].

Les récepteurs couplés aux protéines G hétérodimériques (RCPG)
Ce sont des récepteurs a 7 domaines transmembranaires qui possédent une forte affinité pour
leurs ligands. Ils sont couplés aux protéines G qui sont des hétérodimeres constitués de 2 sous

unités a et By, maintenus en conformation inactive par la liaison d’un groupement GDP a la
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sous-unité G,. La liaison du ligand a son récepteur permet a ce dernier d’agir comme facteur

d’échange de nucléotide guanine (FEG) provoquant la substitution du GDP au niveau de la

sous-unité G, par du GTP [31]. L’activit¢ FEG de ces récepteurs leur permet d’interagir avec

de nombreuses sous-unités de protéines G (G213, Gg, Gi) permettant d’activer plusieurs voies

de signalisation simultanément aboutissant a une amplification ou une inhibition du signal [5].

Parmi cette famille de récepteurs, on trouve entre autres les récepteurs activés par des

protéases (PAR), les récepteurs a I’ADP, et les récepteurs des prostaglandines (Figure 1).

Les PAR sont des récepteurs activés suite au clivage de I’extrémité N-terminale par
des protéases (principalement la thrombine) [32]. Il en existe de 4 types chez
I’Homme (PAR1-4). Chez I’'Homme comme chez le chien [33], les deux principaux
types impliqués dans la réponse des plaquettes a la thrombine sont PAR1 qui provoque
une augmentation rapide de la concentration calcique intracellulaire en réponse a de
faibles concentrations de thrombine et PAR4 qui provoque une augmentation plus
lente et prolongée [34]. La transduction du signal fait ensuite intervenir les protéines
Gz et Gq (Figure 1) et aboutit a la dégranulation des plaquettes, 1’activation des
intégrines et I’agrégation plaquettaire. Suite au clivage et a la transduction du signal,
les PAR sont internalisés et détruits. Aucun stock de PAR n’est disponible dans les
plaquettes ce qui fait que les plaquettes ne peuvent réagir qu’une fois a la thrombine
[5].

Il existe 2 récepteurs a I’ADP chez ’Homme, P2Y 1, et P2Y,. La liaison de I’ADP sur
son récepteur P2Y, entraine d’une part ’inhibition de 1’adénylate cyclase (AC) et
donc la diminution de concentration intracellulaire en AMPc par activation de la sous-
unité protéique G2 [35] et d’autre part, I’activation de PI3K par activation de la sous-
unité Gg,. Les P2Y, amplifient également la mobilisation de calcium induite par les
P2Y, bien que le mécanisme ne soit pas totalement ¢lucidé.

Les récepteurs P2Y, sont 10 fois moins nombreux que leurs homologues P2Y, [36].
Ils jouent un rdle dans le changement de forme et dans 1’agrégation plaquettaire
transitoire et réversible induite par I’ADP [38] et font intervenir les protéines Gq
aboutissant a 1’activation de phospholipase C beta (PLCP) et les protéines Gz
aboutissant a 1’activation des protéines kinases associées a rho (ROCK) (Figure 1)
[39]. Apres activation, les récepteurs P2Y 1, s’internalisent et sont finalement recyclés
vers la membrane plasmique, a la différence des RAP [40].

Les principaux récepteurs des prostaglandines sont les récepteurs TP, et TP qui

interagissent avec le TXA2 et les récepteurs a la PGI2 li¢ a la protéine G (IP). La
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liaison du TXAZ2 a ses récepteurs participe a I’agrégation plaquettaire via la protéine
G, et au changement de forme via une interaction avec la protéine G,13 [41]. Chez de
nombreux chiens, le TXA2 ne déclenche pas D’agrégation plaquettaire [42],
contrairement au chat [43]. La PGI2 est un puissant agent vasodilatateur et
antiplaquettaire produit par les cellules endothéliales. Elle inhibe 1’activation
plaquettaire induite par le collagéne, la thrombine, I’ADP et le TXA2 et est capable de
dissoudre les agrégats déja formés [44]. La liaison de PGI2 a son récepteur entraine
I’augmentation d’AMPc via I’activation de la protéine G, (Figure 1). L’ AMPc induit
la phosphorylation de protéines clés inhibant notamment la sécrétion des granules, et

I’ intégrine aIIbB3 [5] .
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Figure 1 : Les voies de signalisation des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), d’apres Goggs et al. [5]
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Famille de récepteur Spus-type R écepteur Autres noms | Ligandis)
Intezrine Bl a2fl Cplalle, V0LAZ ) | Colkesne
CDeeCOL
aspl Fibmnedine
a6pl Laminine
A2 alp? ?
A3 allbis Gpliblllz, Fitwincgane, VWE, fitrine
CD,, ACLOL
a\B3 Vitonedine
LER GPE X-V mmplex | C0y VWE, collzgine, P-sélactins
TLRZ Lipopeptides, acide
Ij]:c-ﬂhedmﬁe
TLR4 LFS, Fibdinogéne
TLRS dligoddsonynudsotides CpG
Reécaptaurs couplés an protsines G Reéceptaurs & |z theombine RAF1 Thombine
R AFZ Protézses lides 2 12 rypsine
RAF3 Thrombins
R AP Thrombins
Réceptaus 2 |"ADP BY ADP
B Yo ADP
Receptaurs des protaglandines | TXA, FGH. TXA,
PGl FGI,
PGE PCE,
Réceptaurs lipidiqus PAF PAF
Reéceptaurs de chimickines CXCR, Factewr 1 derine des callules
srmmals
CCR1,CCR3 RAMTES
CCR4 Chimickines darives des
mOonoCyEs
Aurtres V. Vasgpressine
A Adenocide
B2 adrénerzique Epingphrine, norépinaphiine
5-HT.. Sépitonine
Superi amille des immumnog)dbul ines GRYI Collzgane {avec FoRy)
FoRILA
FczRlI
Wolsoules dafhesion JTAM-1 Fi1 ?
JAM-3 Mac-1 derive des lewcooytes
ICAM-2 Intéerines i
PECAM-1 PECAM-1
Coy
Recaptaur des lectines type C F-z2ledine CD.P
Récaptaurs TK TFOR cmpl, €O, TFD
Glycoproines PSGL-1 CD.. SHectine Pde kumoytes
Ligand C[, COis4 CO.

Tableau 1 : Liste des récepteurs membranaires des plaquettes d’aprés Goggs et al. [5]
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1.1.3. [Vactivation de I’intégrine oyf; permet la fixation du fibrinogéne. étape clé de

Iagrégation

L’ensemble des signaux intracellulaires aboutissant a 1’activation de 1’intégrine oumps
correspond aux signaux dits inside-out. La signalisation inside-out est initiée par la liaison de
protéines du sous endothélium aux récepteurs GPVI et GPIb-IX-V, par le clivage des PAR par
la thrombine, et par la stimulation autocrine et paracrine des récepteurs a I’ADP et aux
prostaglandines.

Ces différentes voies de signalisation font toutes intervenir I’activation de PLC aboutissant a
la formation d’inositol triphosphate (IP3) et de diacyglycérol (DAG) a partir d’un
phospholipide membranaire, le phosphoinositol (PIP2) (Figures I, 2). L’IP3 se lie ensuite a
ses récepteurs qui sont des canaux calciques situés au niveau du réticulum endoplasmique
permettant la translocation du calcium stocké dans la réticulum endoplasmique vers le
cytoplasme, aboutissant a une augmentation transitoire de la concentration calcique
intracellulaire (Figure 2) [5]. Cette baisse de concentration calcique au sein du réticulum
endoplasmique active un capteur calcique (STIM-1) présent au niveau de sa membrane qui
active a son tour des canaux calciques (Orai-1) situés au niveau de la membrane plasmique
permettant 1’entrée de calcium extracellulaire et renfor¢ant ainsi la concentration calcique
intracellulaire (Figure 2) [45].

L’augmentation de la concentration calcique intracellulaire et la présence de protéine kinase C
(PKC) - activée par la présence de DAG, stimulent 1’activité du facteur d’échange de
nucléotide guanine CalDAG-GEFI [46] qui active une protéine liée a la membrane plasmique,
la Rap1B [47]. Une fois activée, la Rap1B recrute la protéine RIAM, une protéine capable de
se lier a la RaplB et a la taline-1. Le recrutement de RIAM au niveau de la membrane
plasmique permet donc a la talinel d’étre proche de la membrane plasmique et d’interagir
avec le domaine libre cytoplasmique de la sous-unité ; de I'intégrine ouPs [48] (Figure 2).
L’interaction de la taline-1 avec la sous-unité [; est indispensable au changement de
conformation de I’intégrine vers une forme conférant une forte affinité pour le fibrinogeéne
mais elle n’est pas suffisante. La Kindlin-3 est une autre protéine qui se lie a la sous-unité 3;
et est indispensable a I’activation de D’intégrine aunf; et 1’agrégation des plaquettes au méme
titre que la taline-1 [49], mais les mécanismes en jeu dans la coopération de ces deux
protéines restent méconnus [5]. En paralléle, les protéines ROCK activées par la voie de la

protéine Gi23 participent au changement de forme des plaquettes en permettant le remodelage
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du cytosquelette, et a I’activation de I’intégrine ouPs et la sécrétion des granules en activant
une PKC [50].

Il existe également une signalisation inside-out différente aboutissant a 1’activation de
I’intégrine a»P, suite a la liaison du collagene sur le récepteur GPVI [51].

L’augmentation de la concentration intracellulaire en calcium joue également un réle majeur
dans la sécrétion des granules et stimule la pompe Na+/H+ a I’origine d’une alcalinisation du
milieu intracellulaire, et la phospholipase A2 qui catalyse le relargage d’acide arachidonique.
L’acide arachidonique est alors transformé en prostaglandine H2 (par la prostaglandine G/H)
elle méme ensuite transformée par la thromboxane synthétase en TxA2 [5]. Le TxA2 est
relargué a I’extérieur de la cellule et amplifie I’activation des plaquettes via son action sur les

récepteurs TP.

La liaison des ligands a Dintégrine ouPs est 1’étape clé de 1’agrégation, elle permet
I’interaction des plaquettes entre elles via la formation de ponts de fibrinogene et ainsi la
formation d’agrégats [10] (Figure 3). Elle entraine également des réarrangements du
cytosquelette permettant la sécrétion du contenu des granules et le changement de forme avec
I’émission de filopodes et lamellipodes via des voies de signalisation complexes. La sécrétion
du contenu des granules permet la stimulation autocrine et paracrine des plaquettes par

augmentation de la concentration en agonistes solubles dans 1I’environnement.
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1.1.4. Des mécanismes inhibiteurs régulent I’activation plaquettaire

Les plaquettes sont capables de s’activer pour colmater des breches au sein du réseau
vasculaire, mais en I’absence de 1ésion endothéliale, elles sont maintenues au repos par des
voies inhibitrices. Ces voies inhibitrices permettent également de juguler les phénomenes
d’activation et d’agrégation plaquettaire et limiter la taille des thrombi. Les récepteurs de la
prostacycline (PGI2) ainsi que des immuno-récepteurs a motifs ITIM (immuno-tyrosine based
inhibition motifs) (PECAM) [52] régulent le niveau d’inhibition des plaquettes circulantes.
De méme, le monoxyde d’azote (NO) produit au niveau de I’endothélium inhibe les
plaquettes en stimulant une guanylate cyclase et la production de GMP cyclique.

Les nucléotides cycliques AMPc ou GMPc interferent a de nombreuses étapes de 1’activation
des plaquettes (Figure ). lls agissent principalement via des protéines kinases dépendantes de
nucléotides cycliques (AMPc-PK, GMPc-PK). L’AMPc-PK et le GMPc-PK empéchent
I’augmentation de la concentration calcique via I’inhibition des réactions catalysées par les
PLC, ils interférent aussi au niveau des récepteurs IP3 en catalysant leur phosphorylation mais
les mécanismes en jeu sont méconnus [53]. Ils sont également capables de phosphoryler le
récepteur du TxA2 I’empéchant de se lier aux protéines G et de les activer [54], et de

phosphoryler des protéines clés impliquées dans les réorganisations du cytosquelette [53].

1.2. Les différents effets du sulfate de magnésium sur les plaquettes

Le magnésium possede des propriétés antiadhésives et antiagrégantes sur les plaquettes chez
I’Homme. L’ajout de MgSO, ou MgCl, [57, 58] in vitro inhibe la formation d’agrégats
plaquettaires de facon dose-dépendante en réponse a I’ADP, la thrombine, le collagéne [58-
62] le TXA2 [63] et I’épinéphrine [64]. L’inhibition de 1’agrégation plaquettaire est visible
des 0,3-1 mmol/L [65] et la réponse est dose-dépendante [58-62]. La présence de MgSO.
inhibe également 1’adhésion in vitro des plaquettes au repos au fibrinogene [61]. Ces effets
antiagrégant et antithrombotique sont également visibles in vivo suite a 1’administration de
MgSO, par voie orale ou intraveineuse [55, 62-66]. Chez I’Homme, [’hypomagnésémie est
associée a une hyperréactivité des plaquettes [56]. Plusieurs mécanismes d’action du MgSO,

sont suspectés comme étant a 1’origine de ces propriétés.
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1.2.1. Le magnésium agit sur la membrane plasmique des plaguettes

Le 1,6-diphenyl-1,3,5-hextriene (DPH) est une des sondes les plus utilisées en polarisation de
fluorescence. C’est un marqueur fluorescent qui s’incorpore dans les membranes et dont un
petit déplacement de son axe de symétrie entraine une dépolarisation de 1'émission de
fluorescence. L’utilisation de plaquettes marquées au DPH a montré que Mg** est capable
d’interagir avec la membrane plasmique des plaquettes. L’ajout de MgSO4 (1,5mmol/L) a une
suspension de plaquettes a 4,5.10° plaquettes/mL obtenue a partir de PRP (platelet rich
plasma), augmente significativement I’intensité de la fluorescence liée au DPH ce qui suggére
que le magnésium agit sur la fluidit¢ membranaire [57]. On peut donc penser que le
magnésium peut moduler I’effet des agonistes plaquettaires agissant sur des récepteurs
transmembranaires, en modifiant ces récepteurs au sein de la membrane. Par ailleurs, lors de
’activation de certains de ces récepteurs, il y a rapprochement de certains d’entre eux voire
parfois dimérisation, mécanisme nécessaire a la transduction du signal [5]. Ces mécanismes
pourraient donc étre perturbés par le magnésium.

En revanche, la présence de MgSO, (3mmol/L) n’augmente pas 1’activit¢ de la lactate
déshydrogénase (LDH) suggérant que le MgSO, n’influe pas sur la perméabilité membranaire

[57].

1.2.2. L.e magnésium régule 1’activité des intéerines via les sites MIDAS

Les intégrines présentent des sites d’adhésion dépendant d’ions métalliques (Metal ion
dependent adhesion site MIDAS ou MIDAS-like) au niveau de leurs sous-unités a et B [67].
Ces sites sont des sites de fixation du ligand dont la structure est influencée par la présence de

cations divalents. Les cations peuvent stimuler ou inhiber la fixation du ligand.

a) Le magnésium stimule la liaison du collagene a I’intégrine o,p; chez I’Homme

Les plaquettes peuvent se lier au collagéne via différents récepteurs (GPVI, GPIV, I’intégrine
axP1) suivant le type de collagéne [68]. Le GPVI se lie uniquement a la forme fibrillaire du
collagene tandis que I’intégrine a,p; se lie également au collagéne monomérique de type I, 111
et IV [5, 69]. La liaison du collagene a I’intégrine a.,f3; permet 1’adhésion des plaquettes mais

n’entraine pas la sécrétion des granules [69].

29



Chez I’homme, la présence de certains cations divalents (Mg*® Mn*, Fe*, Cu*, Zn*", ou
Co?") est nécessaire pour la liaison de I’intégrine a,f; au collagéne fibrillaire ou monomérique
[69, 70]. A I’inverse, le Ca** inhibe la stimulation de 1’adhésion des plaquettes au collagéne
par Mg*" [69].

Chez le lapin, I’adhésion des plaquettes au collagéne est indépendante de la présence de Mg**
ce qui suggere que I’intégrine a,P; ne participe pas a la liaison des plaquettes au collageéne
dans cette espece [71]. La présence ou I’absence de I’intégrine a.; dans cette espece n’a pas
¢été objectivée et aucune donnée a ce sujet n’a été trouvée dans la littérature concernant
I’espece féline.

Le GPVI ne présente pas de site MIDAS, sa liaison au collagéne ne dépend donc pas de la

présence de cations divalents.

b) Le magnésium participe a la structure de I’intégrine auwP; chez I’Homme

L’intégrine oupPs possede un motif MIDAS au centre du domaine B, entouré par 2 autres sites
dépendant d’ions métalliques, notamment Ca** (SyMB et ADMIDAS) [72,73]. Le motif
MIDAS est chargé en Mg*" préalablement a la liaison du ligand a I’intégrine [72] et y
participe en interagissant avec le groupement carboxyle du ligand [73]. L’¢lectrophilie de
I’ion Mg*" est augmentée en conformation active de I’intégrine ce qui augmente 1’affinité pour
le ligand [73].

Au niveau de la sous-unité IIb, on retrouve 4 sites occupés en conditions physiologiques par
le Ca**. La liaison du Ca*" au niveau des 4 sites permet une liaison optimale au fibrinogéne et
la présence de Mg*" en grande quantité inhibe la liaison du Ca®" au niveau de ces sites par

compétition [74].

1.2.3. Le magnésium inhibe la mobilisation intracellulaire de calcium

La présence de magnésium in vitro inhibe la mobilisation intracellulaire de calcium qui joue
un role majeur dans la synthése de TXA2 et I’activation de I’intégrine o33 [57, 60]. Cet effet
est probablement secondaire a I’inhibition du métabolisme des phosphoinositiques et
notamment IP3 [57, 58]. De plus, Mg*" inhibe I’entrée de Ca*" dans le cytoplasme depuis le
milieu extracellulaire, il agit probablement directement au niveau des canaux calciques
membranaires par compétition pour les sites de liaison [75]. Le blocage de la mobilisation

intracellulaire de calcium est au moins en partie a I’origine des propriétés antiagrégantes du
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magnésium et implique le blocage des voies de signalisation en aval et donc I’inhibition de la
synthése de TxA2 [57, 60], de I’alcalinisation du milieu intracellulaire [58] et de I’activation

de ’intégrine ouiP3; et de sa liaison au fibrinogene [57].

1.2.4. e magnésium stimule la production d’AMPc¢

Hsiao et al. ont montré que 1’addition de MgSO4 limite la variation de pH consécutive a
I’augmentation de la concentration calcique intracellulaire et que 1’utilisation d’un inhibiteur
de I’activité de ’AMPc sur la protéine kinase A inhibe cet effet [58]. De plus, I'utilisation de
MgSO4 in vitro stimule de fagon dose dépendante la production d’AMPc [57]. La stimulation
de la production d’AMPc peut a elle seule expliquer les propriétés antiagrégantes du
magnésium et ses effets sur ’augmentation de la concentration intracellulaire en calcium
développés dans le paragraphe précédent. L’étude de 1’agrégation plaquettaire en présence de
magnésium et d’un inhibiteur de I’activité de I’AMPc permettrait de savoir si le magnésium
inhibe I’agrégation uniquement via la stimulation de la production d’AMPc ou s’il agit
¢galement a d’autres endroits en aval des voies de signalisation. Nous n’avons pas trouvé
d’information a ce sujet dans la littérature.

Le Mg” n’a pas d’influence sur la production de GMPc [57].

1.2.5. L.e magnésium stimule la production de PGI2 par les cellules endothéliales

Le magnésium est utilis¢é en médecine humaine dans le traitement des infarctions
myocardiques [64] et de la prééclampsie [76] notamment pour ses propriétés antiagrégantes.
In vivo, le magnésium participe probablement aussi a I’inhibition de I’agrégation plaquettaire
indirectement, par son action sur I’endothélium. Le magnésium stimule la production de PGI2
par les cellules endothéliales ex vivo [76, 77]. Pour autant, I’administration de MgSO,
n’entraine pas d’augmentation de concentration de PGI2 au niveau systémique [64, 78].

Le magnésium ne stimule pas la production de NO par les plaquettes in vitro [57] et un
traitement a base de MgSO, n’entraine pas d’augmentation de concentration de NO in vivo
[64]. En revanche, Shechter et al. ont montré que I’hypomagnésémie diminue le relargage de

NO par les cellules endothéliales coronaires [63].
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2. L’intérét de I’utilisation du tube ThromboExact® en médecine humaine

Le magnésium a été laissé de c6té en hématologie pendant de nombreuses années suite a la
découverte des sels d’EDTA qui se sont rapidement imposés comme anticoagulants de choix.
La présence de pseudothrombopénies secondaires a la présence d’agrégats plaquettaires avec
I’utilisation de sels d’EDTA bien que relativement rare chez I’Homme a motivé la recherche
de nouveaux anticoagulants. Dans les années 1980, Mg*" a été utilisé avec succés en tant
qu’anticoagulant pour le comptage plaquettaire dans le cas de pseudothrombopénie induite
par ’EDTA [79]. Dans les années 2000, il a été utilisé avec succeés pour I’analyse
hématologique de routine a 1’aide d’automates [80]. Pour autant, il n’était pas utilisé en
routine en hématologie notamment du fait de I’absence de tubes a base de Mg** disponibles.
Les travaux de Schuff~Werner et al. ont motivé la commercialisation du tube ThromboExact®
du laboratoire Sarstedt il y a quelques années [23]. Ce tube offre une réelle alternative pour le
comptage plaquettaire en cas de pseudothrombopénie induite par de nombreux anticoagulants

chez I’Homme.

2.1. Les pseudothrombopénies dépendantes des anticoagulants chez ’Homme

La pseudothrombopénie est un phénomeéne in vitro relativement rare chez I’Homme (touche
0,03-0,27% de la population générale) [81]. Ce phénomeéne s’explique par la présence
d’agrégats plaquettaires qui se mettent en place in vitro, au sein de 1’échantillon. Son
identification par le praticien est importante afin de ne pas conclure faussement a une
thrombopénie et ainsi éviter la réalisation ou la contre-indication inutiles d’examens
complémentaires ou de traitements.

La pseudothrombopénie est généralement rapportée avec I’utilisation d’EDTA comme
anticoagulant, on parle méme de pseudothrombopénie EDTA-dépendante. Elle met en jeu des
phénomenes immunologiques avec I’implication d’autoanticorps dont probablement des
agglutinines froides, des anticorps antinucléaires et des immunoglobulines de type G
principalement, mais aussi A et M [81].

La présence d’EDTA, un chélateur irréversible de Ca**, modifie la conformation de I’intégrine
amPs [81, 82, 83]. Ceci est trés probablement en lien avec la présence de cations divalents
(notamment Ca*") participant au maintient de la structure de 1’intégrine via des interactions au
niveau de sites de liaison comme expliqué dans le paragraphe 1.2.2. La présence d’EDTA

induit donc un changement de conformation de I’intégrine oaupPs qui aboutit a 1’exposition
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d’épitopes cryptiques (Figure 4) [81, 82, 84]. Chez I’Homme, les personnes atteintes de
pseudothrombopénie, ont un taux de certains anticorps circulants plus élevé que les individus
sains, comme les agglutinines froides, et les anticorps antinucléaires dont 1’origine reste
encore méconnue mais qui peuvent étre naturels ou acquis [81]. Les anticorps peuvent se lier
aux épitopes exposés par ’EDTA qui forment des néoantigénes a la surface des plaquettes
(Figure 4), et provoquer I’activation et I’agrégation des plaquettes via ’activation d’une

tyrosine kinase [85] elle-méme a I’origine de 1’activation de la PLCy notamment [5].

Mise en présence
d’EDTA

Changement
conformationnel de
I'intégrine GP IIb/111a

Agrégation plaguettaire

Figure 4 : Mécanismes d’activation de I’intégrine alIbB3 chez les personnes souffrant de PTCP EDTA-dépendante [119]

D’autres voies sont également susceptibles d’expliquer le phénoméne de
pseudothrombopénie. Les autoanticorps dirigés contre des phospholipides chargés
négativement peuvent également se lier a des antigénes modifiés par I’EDTA et participer au

phénomene d’agrégation [81, 86]. Des complexes immuns sont également susceptibles
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d’interagir avec les récepteurs Fc et d’induire I’agrégation plaquettaire en présence d’EDTA
[87].

D’autres anticoagulants sont susceptibles d’induire une pseudothrombopénie. Environ 20 %
des patients présentant une pseudothrombopénie en présence d’EDTA en présente également
une en présence de citrate [88]. L’héparine est également susceptible d’induire des
pseudothrombopénies et n’est pas recommandée car elle entraine la présence de halos autour
des ¢éléments cellulaires rendant I’interprétation au frottis difficile [81]. Chez certains
individus on remarque la présence de pseudothrombopénies en présence de nombreux
anticoagulants comme le citrate, ’héparine, le fluorure de sodium, I’hirudine ou I’oxalate de
sodium [89-93]. Les mécanismes en jeu dans ces pseudothrombopénies sont méconnus.

La présence de pseudothrombopénies induites par de multiples anticoagulants chez certains
individus a encouragé la recherche de nouveaux anticoagulants. Parmi eux, le CPT (citrate de
trisodium, pyridoxal-5’ phosphate et Tris) et le CTAD ont été utilisés, et aucun cas de
pseudothrombopénie n’a ¢été rapportée [81]. Mais le CPT n’est pas disponible en tube
conditionné sur le marché, et le CTAD comme le citrate nécessite de respecter le rapport sang/
anticoagulant et de prendre en compte le facteur de dilution. L’acide citrate dextrose (ACD)

semble également prévenir I’agrégation mais a été tres peu étudié. [81]

2.2. Le tube ThromboExact® réduit I’agrégation plaquettaire dans le cas de

pseudothrombopénie chez ’Homme

Dés les années 1980, le magnésium a prouvé son efficacité pour prévenir 1’agrégation
plaquettaire in vitro en cas de pseudothrombopénie induites par I’EDTA. [79] Il constituait
alors une option possible en cas de pseudothrombopénie, disponible a relativement bas cotit
mais peu pratique étant donné I’absence de tube conditionné a base de Mg*".

Les résultats encourageants des travaux de Schuff-Werner et al en 2013 [23] ont motivé la
commercialisation du tube ThromboExact® peu de temps aprés. Sur 44 patients souffrant de
pseudothrombopénie induite par I’EDTA, aucun spécimen sanguin prélevé sur le tube
ThromboExact® n’a présenté d’agrégats plaquettaires selon I’automate, ce qui a été confirmé
au frottis. Chez tous les patients la numération plaquettaire mesurée par impédance est
supérieure en présence de MgSO, par rapport a ’EDTA. De plus, 5 patients sur 10 ont
¢galement présenté des agrégats plaquettaires en présence de citrate, suggérant que le tube
ThromboExact® peut inhiber la formation d’agrégats chez les patients souffrant de

pseudothrombopénie induite par de multiples anticoagulants.
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Sur 217 patients dont la présence d’agrégats plaquettaires a été préalablement objectivée par
cytométrie de flux (signal « agrégats », ADVIA 2120) dans un spécimen sanguin recueilli sur
EDTA, aucun spécimen recueilli sur tube ThromboExact® n’a révélé la présence d’agrégats
par I’automate ou par observation directe sur le frottis. La numération plaquettaire était plus
importante avec I’utilisation du tube ThromboExact® chez les patients avec une
pseudothrombopénie importante avec formation d’agrégats de grande taille en présence
d’EDTA. En revanche, pour des agrégats de petite taille, la numération plaquettaire reste plus
élevée avec I’utilisation d’EDTA par rapport au tube ThromboExact® [94].

Une autre étude du méme type a montré des résultats plus contrastés concernant la présence
d’agrégats plaquettaires sur des spécimens recueillis sur des tubes a base de MgSO.. Pour 4
spécimens sur 15, ’automate d’hématologie par impédance a rapporté la présence d’agrégats,
confirmée par observation du frottis. Ces agrégats étaient cependant moins gros que ceux
retrouvés dans les spécimens EDTA sur les mémes sujets. Ces résultats s’expliquent
probablement par 1’utilisation d’un tube beaucoup moins concentré en MgSO, que le tube
ThromboExact® [95].

Des cas plus isolés d’utilisation du MgSO, dans le cas de pseudothrombopénie ont également
¢été rapportés. Kohlschein et al rapportent le cas d’une femme de 69 ans pour laquelle le
comptage plaquettaire était de 35.10°/L avec la présence d’agrégats au frottis avec I’utilisation
d’EDTA, de 45.10°/L sur citrate et de 253.10°/L sur ThromboExact® [96]. Kovacs et al.
rapportent le cas d’un patient 4gé qui présentait une pseudothrombopénie a 5 anticoagulants
(EDTA, hirudine, héparine de lithium, citrate de sodium et oxalate de sodium), plus marquée
avec l’utilisation d’EDTA. Avec [’utilisation de MgSO., le comptage plaquettaire était
significativement plus élevé et ne diminuait pas avec le temps contrairement aux autres
anticoagulants [97].

L’utilisation du MgSO, semble également capable d’empécher la formation d’agrégats chez
les individus souffrant de pseudothrombopénie induite par 1’Abciximab un antiagrégant

plaquettaire utilisé en médecine humaine ayant une action dirigée contre 1’intégrine oup; [98].

2.3. Influence du tube ThromboExact® sur les paramétres hématologiques

Afin de savoir si le tube ThromboExact® peut étre utilisé en routine pour les analyses
hématologiques sur des individus ne présentant pas de pseudothrombopénie, plusieurs auteurs
se sont intéressés aux effets du MgSO, sur les différents paramétres hématologiques chez des

individus sains.
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2.3.1. Influence du tube ThromboExact® sur la numération plaquettaire

Schuff-Werner et al. ont montré sur 21 patients sains que la numération plaquettaire mesurée
par impédance n’est significativement pas différente entre un tube EDTA et le tube
ThromboExact®, bien que 1égérement plus faible dans ce dernier (numération plaquettaire
moyenne 220.1 + 15.3 x 10°/L sur tube ThromboExact® contre 257 + 18.7 x 10°/L sur tube
EDTA) [23]. Francgois et al. ont confirmé cette tendance plus tard la méme année avec une
¢tude sur 23 patients sains. La numération plaquettaire moyenne mesurée par cytométrie de
flux était significativement plus élevée avec ['utilisation d’EDTA par rapport au tube
ThromboExact® (respectivement 255.10°/L [175-337] et 215.10°/L [140-289]) [94]. Une
autre étude portant sur 61 sujets sains a montré qu’indépendamment du temps de stockage, la
numeération plaquettaire est plus faible avec 1’utilisation de MgSOj par rapport a ’EDTA mais
que ’écart dépend de 1’analyseur utilisé. Elle est plus faible de 15.4% a 18.9% pour le XE
5000 un analyseur utilisant la méthode par impédance, 5.2% a 7.6% pour le DxH 800 un autre
analyseur utilisant la méthode par impédance, et 12.9% a 16.5% pour 1’Advia 120 utilisant la
cytométrie de flux. [99]

Mannuf et al. ont étudié les effets du délai avant analyse sur les paramétres plaquettaires de
21 patients ne présentant pas de pseudothrombopénie sur des spécimens sanguins récoltés sur
EDTA, citrate et MgSO,. Ils ont notamment montré que la numération plaquettaire augmente
de 228,6 +49 .10°/L 4 240,6 + 59 .10°/L en 180 minutes sur les spécimens récoltés sur EDTA
alors qu’elle est relativement stable pour les spécimens récoltés sur citrate et MgSO,
(respectivement de 197,6 = 42 .10°/L a 189 .10°/L et de 201,6 + 41 .10°/L a 206,6 =+
42 .10°/L). Ils ont également montré que la numération plaquettaire moyenne mesurée par
impédance était nettement moins élevée avec 1’utilisation de MgSO4 comme anticoagulant
par rapport a PEDTA (respectivement 190,6 + 42 .10°/L et 217,6 + 49 .10°/L). Cette
différence est bien moins importante avec ’utilisation de la cytométrie de flux (228,6 +
54 .10°/L pour ’EDTA et 223,6 =+ 53 .10°/L pour le tube ThromboExact®). Ils ont ensuite
confirmé sur 834 patients sains que la numération plaquettaire était significativement plus
faible avec le tube ThromboExact® en utilisant la méthode par impédance qu’avec 'EDTA
(respectivement 205.10°/L [32, 642] et 243,6.10°/L [32-769]). En utilisant la cytométrie de
flux la différence n’était plus significative (226,5.10°/L [34-787] pour le tube ThromboExact®
et 236,5.10°/L [39-799] pour le tube EDTA) [22].
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2.3.2. Influence du tube ThromboExact® sur le volume plaguettaire moyen

Le volume plaquettaire moyen (MPV) dépend de 1’anticoagulant utilis¢é mais également de
’analyseur.

Le MPV mesuré par impédance (Coulter LH 750 et Sysmex XE 5000) est plus élevé en
présence d’EDTA que de MgSO, (respectivement 10,6 fL et 9,6fL [23] ; 10,4fL et 9,5fL [99] ;
10,4fL et 9,31fL [22]). En revanche, le MPV mesuré par cytométrie de flux (Advia 2120,
Advia 120) est moins ¢élevé avec ’utilisation d’EDTA qu’avec le MgSO, (respectivement
8,5fL et 9,4fL [99] ; 8,6fL et 10,4fL [94]). Aucune hypotheése pour expliquer cette différence
n’a été trouvée dans la littérature.

En présence d’EDTA, les plaquettes grossissent avec le temps et passent d’une forme discoide
a une forme sphéroide aboutissant a une augmentation du MPV objectivable par impédance
ou par cytométrie de flux [22, 99-101]. Ce phénoméne est moins marqué avec 1’utilisation de
MgSO, comme anticoagulant. Mannuf3 et al. ont montré une augmentation du MPV de 9.31 +
0.97 fL a 9.66 = 1.06 fL aprés 180 minutes pour les spécimens récoltés sur tube
ThromboExact® et une augmentation de 10.40 = 1.18 fL a 11.12 + 1.32 {L pour ceux récoltés
sur tube EDTA [22]. Cette tendance se vérifie avec des résultats similaires pour 3 analyseurs
différents (Coulter LH 750, Sysmex XES5000 et Advia 2120) a 4h et 24h suivant le
prélevement [99]. Le MPV est significativement différent au bout de 24h méme avec
I'utilisation du tube ThromboExact® mais 1’augmentation est moins marquée qu’avec I’EDTA
[99]. Le tube ThromboExact® présente donc I’avantage de pouvoir limiter I’impact du temps

sur I’augmentation du MPV par rapport a ’EDTA.

2.3.3. Influence du tube ThromboExact® sur les autres variables hématologiques

Schuff-Werner et al. ont montré sur 21 patients sains que la numération érythrocytaire et
leucocytaire ainsi que la différentiation leucocytaire sont comparables entre le tube EDTA et
le tube ThromboExact®. De méme, la qualité des frottis est comparable entre les deux tubes
[23].

Les résultats de Frangois et al. sur 23 patients ne présentant pas de pseudothrombopénie ont
montré que le composant plaquettaire moyen (mean platelet component MPC) mesuré avec
I’ADVIA 2120 est significativement moins élevé avec le tube ThromboExact® qu’avec le tube

EDTA [94]. Le MPC est une variable plaquettaire donnée par certains automates utilisant la
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cytométrie de flux. Le MPC est calculé a partir de I’indice de réfraction et est corrélé a la
densité et donc la granularité des plaquettes, il diminue avec 1’activation et la dégranulation
plaquettaires [102]. La diminution du MPC dans le tube ThromboExact® par rapport au tube
EDTA suggére donc une activation des plaquettes. De méme, 1’analyse du diagramme de la
diffraction des plaquettes a montré 1’apparition de particules de petites tailles sans
granulations dans les tubes ThromboExact® chez les patients avec pseudothrombopénie et
chez les témoins, cette observation a ¢t¢ confirmée par 1’observation de plaquettes sans
granulations au frottis. Pour 6 patients témoins, une seconde analyse a été réalisée 9 heures
apres la premicre et n’a pas montré de diminution du MPC, suggérant I’absence d’activation
supplémentaire dans le tube ThromboExact® contrairement au tube EDTA ou le gonflement
des plaquettes et leur activation augmentent avec le temps [94].

Mannuf3 et al. ont montré sur 21 patients témoins que 1’expression de CD62 (sélectine P) -une
molécule présente dans les granules et donc marqueur de 1’activation et de la dégranulation
des plaquettes- est plus faible en présence de citrate ou de MgSO. suggérant une activation
des plaquettes moins importante dans ces anticoagulants par rapport a ’EDTA [22]. Ce
résultat contredit I’hypothése de Francois et al. selon laquelle la diminution du MPC dans le
tube ThromboExact® par rapport au tube EDTA résulte d’une activation des plaquettes. Cette
diminution du MPC est probablement en lien avec la forme discoide des plaquettes en
présence de MgSO, ou de citrate, contrairement a I’EDTA qui provoque des changements de
forme des plaquettes vers une forme sphérique et leur gonflement avec le temps [22, 102]. En
effet, pour un objet discoide la diffraction de la lumiere dépend en plus du volume et de
I’indice de réfraction, de I’orientation du disque par rapport au flux lumineux ce qui n’est pas
le cas pour les objets sphériques. Ainsi ’orientation des plaquettes discoides peut étre a

I’origine d’une sous estimation du MPC [102].
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SECONDE PARTIE (ETUDE
EXPERIMENTALE) :

L’utilisation du tube ThromboExact® dans I’espéce

féline
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Cette partie présente les résultats d’une étude comparative entre un tube K3 EDTA et le tube
ThromboExact® concernant la numération plaquettaire et la présence d’agrégats plaquettaires
au frottis. Cette étude a été réalisée sur des spécimens analysés au laboratoire de I’Ecole

nationale vétérinaire de Toulouse (ENVT).
1. Protocole

1.1. Personnes impliquées
Amélie Marchand et Francoise Michel : réalisation des prélévements
Dr Catherine Trumel : Coordination de 1’étude, analyse des prélévements
Théo Chenal : Regroupement des résultats, analyse des prélévements, interprétation des
résultats
Jean-Pierre Braun : Analyse des données récoltées

1.2. Période et durée de I’étude
L’étude s’est déroulée entre juillet et octobre 2020.

1.3. Protocole expérimental

1.3.1. Recrutement des animaux

Les prélevements ont été réalisés sur des chats présentés en consultation ou hospitalisés a
I’ENVT apres accord du propriétaire (signature d’un consentement éclair¢). La nature de leur
affection tout comme leur statut sanitaire ou leur stade physiologique n’ont pas été des

critéres de sélection.

1.3.2. Prélévements

Les prélévements ont été réalisés par Amélie Marchand ou Francoise Michel. La contention
de I'animal a été réalisée par un étudiant ou un interne.
A TI’aide d’une tondeuse adaptée au chat (silencieuse), un rectangle de 2 cm de long sur 1,5 cm

a ¢t¢ tondu au niveau de la fosse jugulaire lorsque I’animal n’était pas trop stressé.
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La compression a été effectuée par la personne qui préleve. Les prélevements ont été effectués
avec une aiguille stérile 23Gx5/8" (0.6x16mm) montée sur un corps de prélevement BD
Vacutainer® et récoltés directement dans le tube Sarstedt ThromboExact® (S-Monovette® 2,7
ml, 66x11 mm). Un vide était préalablement créé dans le tube en tirant le piston au maximum
puis en le cassant. Pour les spécimens témoins, les prélévements ont été récoltés avec le méme
systéme mais sur tube EDTA sous vide (Vacumed® 13x75 mm avec K3 EDTA x 3 ml de sang)
a la place du tube ThromboExact®.

Chaque tube a ensuite été identifi¢é avec le numéro de dossier de l'animal et acheminé
directement vers le laboratoire de ’ENVT ou il est analysé.

Lorsque I’animal ne nécessitait pas d’analyse hématologique pour sa prise en charge
diagnostique, un prélévement sur tube ThromboExact® a été prélevé puis un autre sur tube
EDTA si le tempérament et la patience de 1’animal le permettaient. Pour les animaux dont la
prise en charge diagnostique nécessitait une analyse hématologique, 1’ordre des tubes était

inversé.

1.4. Etapes pré-analytiques et analytiques

Deux sous-études ont été réalisées : une étude comparative concernant les chats pour lesquels
les deux types de tubes ont pu étre réalisés (étude Comp) et une étude concernant tous les
spécimens récoltés sur la période de 1’¢tude (étude Per).

Chaque tube (EDTA ou ThromboExact®) a fait I’objet d’une analyse hématologique de
routine :

- comptage cellulaire par cytométrie de flux par 1’automate d’hématologie (Sysmex XT-
20001V-1) pour lesquels les résultats ont été regroupés dans le logiciel utilisé par les cliniques
de 'ENVT (et des autres ENV) : Clovis.

- un frottis sanguin par tube récolté a été réalisé au moyen d’une lame porte objet en verre
lavée (Thermo scientific, Menzel-Gliser, lame porte-objet préte a I’emploi, ca/env 76x26mm)
sur laquelle a été déposée une petite goutte de sang a 1’aide d’une pipette en verre (pipette
pasteur en verre a usage unique, C.E.B., Angers, France) ou d'un tube capillaire en verre pour
microhématocrite. Cette goutte a ensuite été étalée avec une lame rodée (Menzel-Gléser, lame
a bords rodés, LRE, 50x20mm) positionnée a 30°, conformément aux normes C.L.S.I.
(Clinical and Laboratory Standard Institute). Les frottis sanguins ont ét¢ séchés a 1’air libre
par agitation et ont été identifiés avec le numéro de dossier de 1’animal ainsi que le numéro de

laboratoire et le numéro d’hémogramme. Les frottis sanguins ont été¢ colorés et montés dans
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I’heure suivant leur réalisation au moyen d’une coloration May-Griinwald Giemsa par une
coloreuse automatique (Aerospray hematology slide stainer cytocentrifuge 7150, Wescor,

Logan, UT).

Une lecture des frottis sanguins a été réalisée. Un comptage différentiel sur 100 leucocytes a
¢été établi pour chaque frottis. La répartition des cellules, la morphologie et I’aspect quantitatif
ont été estimés. La présence et la quantité d’agrégats qu'ils soient plaquettaires, leucocytaires,
ou leucoplaquettaires a également été¢ estimée et notée — (absence), +/- (présence en trés
faible quantité¢), + (présence en faible quantité) , ++ (présence en quantit¢ modérée), +++

(présence en quantité importante), ++++ (présence en quantité trés importante).

Les lames ont toutes été analysées les unes a la suite des autres sans interruption afin de

limiter au maximum le biais li¢ a I'estimation de la quantité d'agrégats.

1.5. Etapes post-analytiques

1.5.1. Résultats

Les résultats d’analyses ont été collectés et retranscrits dans le logiciel Clovis comme pour les
analyses effectuées en routine a ’ENVT. Les frottis ont été relus une premiére fois par Théo
Chenal puis par le Dr Catherine Trumel et les résultats ont été collectés dans deux feuilles de
calcul Excel. Une feuille correspondant a I'é¢tude Comp et regroupant les résultats pour
lesquels un tube EDTA et un tube ThromboExact® ont pu étre prélevés sur le méme individu
(n=16) et 'autre feuille correspondant a 1'étude Per portant sur tous les prélévements effectués
sur la période (n=24 pour le tube ThromboExact® et n=43 pour le tube K3-EDTA). Les scores
d’agrégats ont ensuite été convertis en scores de 0 a4 (0;0,5; 1; 2 ; 3 ; 4) pour faciliter les

analyses statistiques.

1.5.2. Interprétation des résultats scientifiques — statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Excel et Reference Value Advisor

macroinstructions (Microsoft Corp, Redmond, WA, USA).

2. Résultats (Annexe 3)
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Dans les deux études, la numération plaquettaire n’est significativement pas différente entre
’utilisation des tubes ThromboExact® et des tubes K3-EDTA. Pour I’étude Per, la numération
plaquettaire moyenne avec le tube ThromboExact® (n=24) est de 274 6.10°/L et 245,6 10°/L
avec le tube K3-EDTA (n=43), cette différence n’est pas significative (p-value 0,9843 avec le
test Mann-Whitney - Tableau 4). Pour 1’é¢tude Comp (n=16) en revanche, la numération
plaquettaire moyenne est légérement plus faible avec le tube ThromboExact” (264,3.10°/L)
qu’avec ’EDTA (267,6.10°/L), ici la p-value est nettement moins élevée (0,0833 avec le test

de Wilcoxon — Tableau 5) mais la différence reste non significative.

La numération plaquettaire décroit avec I’augmentation du score d’agrégats plaquettaires pour
les deux études (p-value 0,0126 avec n=15 pour I’¢tude Comp -Tableau 6- et p-value 0,0003
avec n=67 pour I’étude Per -Tableau 7). En revanche, la numération plaquettaire semble
augmenter avec le score d’agrégats leucoplaquettaires pour le tube ThromboExact® (n=11)
dans I’étude Per (n=67) mais la différence n’est pas significative (p-value respectivement de

0,2210 et 0,9971 avec la corrélation de Spearman — Tableaux 8, 9).

L’étude Per montre une quantité plus importante d’agrégats plaquettaires avec le tube
ThromboExact® (score moyen 1,42) qu’avec le tube K3-EDTA (score moyen 0,73) ; cette
différence est significative avec le test de Mann-Whitney (p-value 0,0183) (7ableau 10). Cette
différence se retrouve dans 1’étude Comp (score moyen d’agrégat plaquettaire de 1,31 pour le
tube ThromboExact® et 0,97 pour le tube K3-EDTA) mais n’est en revanche pas significative
(p-value 0,3394 avec le test de Wlicoxon — Tableau 11).

Concernant 1’¢tude Per, la présence d’agrégats leucoplaquettaires est nettement plus
importante avec le tube ThromboExact® (score moyen 1,48) qu’avec le tube K3-EDTA (score
moyen 0,03) avec une p-value inférieure 0,0001 avec le test de Mann-Whitney (Tableau 12).
Cette différence se retrouve dans 1’é¢tude Comp (scores moyen de 1,78 pour le tube
ThromboExact® et 0,09 pour le tube K3-EDTA) avec une p-value inférieure a 0,001 avec le
test T apparié (Tableau 12). Seulement 2 spécimens sur 43 récoltés sur tube K3-EDTA
présentent des agrégats leucoplaquettaires avec un score de 0,5 pour ’'un et 1 pour ’autre. Ces

deux spécimens font également partie de 1’étude Comp.

Aucune relation entre I’'importance des agrégats plaquettaires et leucoplaquettaires n’a été

mise en évidence. Des agrégats leucocytaires ont également été observés (2 avec le tube K3-

43



EDTA avec des scores de 1 et 2 et 2 avec le tube ThromboExact® avec des scores de 0,5 et 1)

mais aucune interprétation n’est possible en raison de leur trop faible nombre.

Les résultats de 1’é¢tude Comp ont par ailleurs montré une baisse de la numération plaquettaire
avec 1’age avec une p-value de 0,0072 avec la corrélation de Spearman (7ableau 13). Aucun

effet sexe n’a été observé.

De rares plaquettes sont parfois présentes au sein des agrégats leucocytaires (Figure 7). Des

exemples des différents types d’agrégats sont illustrés a la page suivante (Figures 5-7).
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Figure 5 : Photographies d’agrégats plaquettaires, microscope optique grossissement x400 (A) et x1000 (B) (photographie personnelle)
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Figure 6 : Photographies d”’ALP, microscope optique grossissement x400 (A) et x1000 (B) (photographie personnelle)
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Figure 7 : Photographies d’agrégats leucocytaires, microscope optique grossissement x400 (A) et x1000 (B) (photographie personnelle)
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DISCUSSION

L’étude a mis en évidence une tendance a 1’augmentation de la quantité d’agrégats
plaquettaires avec le tube ThromboExact® par rapport au tube K3-EDTA avec une différence
significative pour I’étude Per mais pas pour 1’étude Comp. Elle a également mis en évidence
la présence en grande quantité d’agrégats leuco-plaquettaires (ALP). L’effet antiagrégant du
MgSO4 observé chez ’'Homme n’est donc pas retrouvé dans I’espéce féline. Cette étude ne
s’étant intéressée qu’a I’observation d’agrégats en présence de MgSO, il est difficile de
proposer des hypothéses physiologiques pour expliquer cette différence avec 1’espéce
humaine. L’¢tude de différents marqueurs de I’activation et I’agrégation plaquettaire
(développés dans la partie 1.1.2 comme par exemple la concentration en AMPc, TxA2,
I’expression membranaire de P sélectine ...) en présence de MgSO, dans I’espéce féline
pourrait permettre de comprendre 1’origine de cette différence avec 1’espece humaine. Il
pourrait également étre intéressant d’étudier les effets de concentrations plus faibles ou plus

importantes de MgSO4 sur 1’agrégation dans cette espece.

Concernant les ALP, a notre connaissance, aucune observation de telles entités n’a été
rapportée dans la littérature a ce jour dans I’espece féline. De telles observations sont en
revanche rapportées chez I’espéce humaine avec la présence de plaquettes satellites (ou « en
rosettes ») ou d’ALP. L’observation d’ALP est relativement rare dans 1’espéce humaine avec
’utilisation d’EDTA, 3 % des pseudothrombopénies seulement sont attribuées a la présence
de plaquettes satellites [103]. Plusieurs mécanismes ont ét€ proposés pour expliquer ces
phénomeénes. Bizzaro et al. ont mis en évidence la présence d’un anticorps de type IgG
EDTA-dépendant dirigé contre 1’intégrine allbB3 des plaquettes et le récepteur Fc y RIII
(CD16) des neutrophiles, dans le sérum de 14 individus présentant des plaquettes en rosettes
[104]. Un mécanisme similaire est potentiellement a 1’origine des 2 spécimens de notre étude

récoltés sur tube K3-EDTA présentant des ALP.

Par ailleurs, la dégranulation des plaquettes lors de leur activation entraine une libération de
thrombospondine (TSP) qui peut agir comme un pont entre les récepteurs GP IV des
plaquettes et des monocytes (Figure 8) [105]. Elle entraine également la libération de P
s¢lectine qui se retrouve au niveau de la membrane plasmique des plaquettes. Celle-ci peut
alors se lier a son récepteur, PSGL-1 exprimé¢ de maniere constitutive a la surface des

leucocytes (Figure 8) [106].
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Figure 8 : Principales voies de liaison entre les plaquettes et les neutrophiles/monocytes d’aprés Rossaint et al. [120]

Les sélectines sont des protéines Ca®" dépendantes et ’utilisation d’EDTA rend définitivement
indisponible le Ca** et empéche la formation d’ALP [107]. L’ajout ’EDTA a un spécimen

récolté sur hirudine entraine méme la dissociation des complexes leuco-plaquettaires [108].

La présence d’ALP dépend de I’anticoagulant utilisé, ils sont plus rares en présence de citrate
(probablement du fait de la complexation partielle du Ca®" par le citrate) qu’en présence

d’héparine, hirudine ou PPACK (D-Phenylalanyl-prolyl-arginyl Chloromethyl Ketone) [109].
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Contrairement a ’EDTA, le MgSO. n’empéche pas la liaison Ca**-dépendante impliquant la P
sélectine [110]. Ainsi, bien que non rapportée dans la littérature dans I’espéce humaine,
I’observation d’ALP avec I’utilisation du tube ThromboExact® est tout a fait envisageable
[107]. L’hypothése d’ALP masqués par 1’utilisation de routine de I’EDTA chez le chat est
alors tentante pour expliquer la présence d’ALP en grande quantité avec le MgSO4 dans notre
¢tude. Pour autant, aucune observation d’ALP n’a été rapportée dans la littérature chez le chat
malgré la présence d’études portant sur I’agrégation plaquettaire avec I’'utilisation de divers

anticoagulants -et I’observation du frottis sanguin.

Approximativement 4 a 14 % des monocytes et 2 a 12 % des neutrophiles de donneurs en
bonne santé récoltés sur tube citraté sont liés a des plaquettes [106]. De plus, tous les
phénomenes aboutissant a une activation des plaquettes sont susceptibles de provoquer la
formation d’ALP in vivo ou in vitro. La présence d’agrégats monocytes-plaquettes est méme
plus sensible pour repérer I’activation plaquettaire que le dosage de P sélectine [111]. Chez
I’Homme, des affections telles que les maladies cardiovasculaires, les affections pulmonaires
aigués, D’arthrite thumatoide, 1’inflammatory bowel disease, les glomérulonéphrites, les AVC
[112] ainsi que I’hypercholestérolémie et le diabete sucré [113], ... , sont associées a la
présence en plus grande quantité d’ALP. Chez le chat les cardiomyopathies hypertrophiques
(CMH) sont associées a une expression accrue de P sélectine au niveau de la membrane des
plaquettes -d’autant plus importante que la CMH est sévere et qu’il y a un souffle, suggérant
une activation de ces dernieres [114]. Aucune observation d’ALP n’est rapportée dans cette
¢tude mais aucune observation de frottis ne semble avoir été réalisée. La présence de TNFa -
une cytokine pro-inflammatoire- en quantité augmentée provoque également une

hyperréactivité des plaquettes chez la souris [115].

Notre étude comporte majoritairement des chats « malades » amenés pour divers motifs en
consultation aux cliniques de I’ENVT. La présence en grande quantit¢ d’ALP est
potentiellement, au moins en partie biaisée par I’échantillonnage pouvant trés largement
comporter de nombreux individus avec des ALP circulants secondaires a un contexte

particulier (CMH, ...) ou simplement un contexte inflammatoire.

Visuellement au frottis dans notre étude, les granulocytes et les monocytes sont les leucocytes
majoritairement présents dans les ALP, la présence de lymphocytes est plus exceptionnelle.
Ces observations concordent avec les données disponibles chez I’Homme qui montrent que le

récepteur PSGL-1 est présent sur plusieurs types de leucocytes, les plaquettes se lient
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préférentiellement aux monocytes, suivis des neutrophiles et des lymphocytes dans une

moindre mesure [111, 116].

Les limites de notre étude sont 1’effectif relativement faible et la présence de chats « sains » et
« malades » présents dans le méme effectif sans considération du statut pathologique. Il est

donc important de rester prudent quant a I’interprétation des résultats.

CONCLUSION

Malgré le faible nombre d’individus testés, cette étude expérimentale a permis de démontrer
que ['utilisation du tube ThromboExact en hématologie féline n’a pas d’intérét par rapport a
I’utilisation d’un tube K3-EDTA étant donné la présence en quantité similaire (voire
augmentée) d’agrégats plaquettaires et la quantité importante d’ALP pouvant étre a 1’origine

de nombreuses erreurs analytiques.
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Annexe 1 : Protocole expérimental

Les phénomenes d’adhésion et d’agrégation in vivo sont essentiels pour la formation du clou
plaquettaire lors de I’hémostase primaire mais, le phénomene d’agrégation plaquettaire in
vitro représente 1’une des difficultés pré-analytiques les plus fréquemment rencontrées en
hématologie. Ceci limite 1’obtention de spécimens sanguins adéquats pour les analyses
hématologiques et I’investigation de I’hémostase chez certaines especes animales
particulierement sensibles, telles que le chat. D’apres Norman et al, sur 359 hémogrammes
effectués avec un analyseur automatique a impédance sur des prélevements récoltés sur tube
EDTA sur des chats recus a University of Glasgow Veterinary Hospital, 256 (71%) montraient
une numeération plaquettaire inférieure a la limite inférieure de I’intervalle de référence. Pour
autant, apres estimation du nombre de plaquettes par observation du frottis (Tasker et al),
seulement 11 (3,1%) présentaient réellement une thrombopénie (<200.109 cellules/L). Ceci
est en partie di au fait que chez le chat, les plaquettes peuvent étre trop grandes pour étre
reconnue par ’analyseur a impédance mais surtout par la forte prévalence d’agrégats
plaquettaires (plus de 50 % ici, 66.6% sur 48 chats sains sous anesthésie [Zelmanovic et al]).
Byrne et al ont montré que sur 41 spécimens sanguins provenant de chats, dans 56 % des cas
la présence d’agrégats plaquettaires interférait avec le comptage automatique par impédance.
La présence d’agrégats plaquettaires interfére également avec le comptage par cytométrie de
flux (Zelmanovic et al) et le comptage manuel car il est impossible de compter les plaquettes
présentes dans les agrégats, de plus, la présence d’agrégats plaquettaires peut mener a une
distribution déséquilibrée des plaquettes sur la lame, avec des agrégats se répartissant plutot
sur les bords du frottis. Un comptage précis des plaquettes nécessite donc de s’affranchir de ce
phénomene d’agrégation.

L'utilisation de CTAD (citrate, theophylline, adénosine, dipyridamole) a montré des résultats
trés satisfaisants (Granat et al.) mais se révele difficile a utiliser en hématologie féline de
routine notamment du fait de la nécessité de respecter et de prendre en compte le rapport de
dilution de 1 volume d'anticoagulant pour 9 volumes de sang. La prostacycline (PGI2) et son
analogue, l'iloprost, ont également montré des résultats encourageants mais nécessitent pour
les cliniciens de préparer leurs propres tubes car aucun tube de ce type n'est commercialisé a
I'heure actuelle.

D’autres pistes sont également étudiées : le magnésium empéche la liaison du fibrinogéne aux
plaquettes activées par le collagéne et a le potentiel d’inhiber la mobilisation du calcium
intracellulaire et du thromboxane A2 chez les plaquettes activées. Plusieurs études se sont
intéressées aux activités anticoagulantes du magnésium in vitro ou in vivo. Schuff et al. ont
montré une diminution de prévalence des pseudo-thrombocytopénies secondaires a la
présence d’agrégats plaquettaires avec utilisation du sulfate de magnesium par rapport a
I’EDTA. Les résultats encourageants de ce tube sur la prévalence de pseudothrombopénie en
médecine humaine ont donc motivé cette étude. L’objectif a donc été de déterminer si I’ajout
de magnésium a PEDTA permettait d’inhiber la formation d’agrégats plaquettaires et donc
d’améliorer les comptages plaquettaires.

2. Personnes impliquées
Amélie Marchand et Francoise Michel : Réalisation des prélévements
Dr Catherine Trumel : Coordination de 1’étude, analyse des prélévements

Théo Chenal : Regroupement des résultats, analyse des prélévements, interprétation des
résultats
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Jean-Pierre Braun : Analyse des données récoltées
3. Période et durée de I’étude

L’¢étude se déroule sur des prélévements récoltés a 1’Ecole nationale vétérinaire de Toulouse
(ENVT) sur des chats présentés aux cliniques entre juillet et octobre 2020

4. Protocole expérimental
4.1. Recrutement des animaux

Les prélévements sont réalisés sur des chats présentés en consultation ou hospitalisés a
ENVT. La nature de leur affection tout comme leur statut sanitaire ou leur stade
physiologique ne sont pas des criteres de sélection.

4.2. Prélevements

Les prélévements sont réalisés par Amélie Marchand ou Frangoise Michel. La contention de
l'animal est réalisée par un €tudiant ou un interne.

A T’aide d’une tondeuse adaptée au chat (silencieuse), un rectangle de 2 cm de long sur 1,5 cm
est tondu au niveau de la fosse jugulaire lorsque I’animal n’est pas trop stressé.

La compression est effectuée par la personne qui préléve. Les prélévements sont effectués
avec une aiguille stérile 23Gx5/8" (0.6x16mm) montée sur un corps de prélevement BD
Vacutainer® et récoltés directement dans le tube Sarstedt ThromboExact (S-Monovette® 2,7
ml, 66x11 mm). Un vide est préalablement créé¢ dans le tube en tirant le piston au maximum
puis en le cassant. Pour les échantillons témoins, les prélévements sont récoltés avec le méme
systetme mais sur tube EDTA sous vide (Vacumed® 13x75 mm avec K3 EDTA x 3 ml de
sang) a la place du ThromboExact.

Chaque tube est ensuite identifié avec le numéro de dossier de l'animal et acheminé
directement vers le laboratoire de ’ENVT ou il sera analysé.

Lorsque I’animal ne nécessite pas d’analyse hématologique pour sa prise en charge
diagnostique, un prélévement sur tube ThromboExact est prélevé puis un autre sur tube EDTA
si le tempérament et la patience de I’animal le permettent. Pour les animaux dont la prise en
charge diagnostique nécessite une analyse hématologique, 1I’ordre des tubes est inversé.

5. Etapes pré-analytiques et analytiques

Deux sous-études sont réalisées : une étude comparative concernant les chats pour lesquels les
deux types de tubes ont pu étre prélevés et une étude concernant tous les spécimens récoltés
sur la période de 1’étude.

Chaque tube (EDTA ou Sarstedt) fait I’objet d’une analyse hématologique de routine :

- comptage cellulaire par cytométrie de flux par I’automate d’hématologie (Sysmex XT-V)

pour lesquels les résultats sont regroupés dans le logiciel utilisé par les cliniques de 'ENVT
(et des autres ENV) : Clovis.
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- un frottis sanguin par tube récolté est réalis¢ au moyen d’une lame porte objet en verre lavée
(Thermo scientific, Menzel-Glidser, lame porte-objet préte a 1’emploi, ca/env 76x26mm) sur
laquelle est déposée une petite goutte de sang a I’aide d’une pipette en verre (pipette pasteur
en verre a usage unique, C.E.B., Angers, France) ou d'un tube capillaire en verre pour
microhématocrite. Cette goutte est ensuite étalée avec une lame rodée (Menzel-Glaser, lame a
bords rodés, LRE, 50x20mm) positionnée a 30°, conformément aux normes C.L.S.I. (Clinical
and Laboratory Standard Institute). Les frottis sanguins sont séchés a ’air libre par agitation
et sont identifiés avec le numéro de dossier de 1’animal ainsi que le numéro de laboratoire et
le numéro d’hémogramme. Les frottis sanguins sont colorés et montés dans 1’heure suivant
leur réalisation au moyen d’une coloration May-Griinwald Giemsa par une coloreuse
automatique.

Une lecture des frottis sanguins est réalisée. Un comptage différentiel sur 100 cellules est
¢tabli pour chaque frottis. La répartition des cellules, la morphologie et 1’aspect quantitatif
sont estimés. La présence et la quantité d’agrégats qu'ils soient plaquettaires, leucocytaires, ou
leucoplaquettaires est également estimée et notée — (absence), +/- (présence en tres faible
quantité), + (présence en faible quantité) , ++ (présence en quantité modérée), +++ (présence
en quantité importante), ++++ (présence en quantité trés importante).

Les lames sont toutes analysées les unes a la suite des autres sans interruption afin de limiter
au maximum le biais li¢ a l'estimation de la quantité d'agrégats. Cela permet en effet de
s'affranchir des variations de sensibilité de l'observateur suivant le jour de l'analyse. Cela
permet également de comparer les différentes lames entre elles et ainsi d'avoir une estimation
plus fiable pour chaque lame.

6. Etapes post-analytiques
6.1  Résultats

Les résultats d’analyses sont collectés et retranscrits dans le logiciel Clovis comme pour les
analyses effectuées en routine a ’ENVT. Les frottis sont relus une premiere fois par Théo
Chenal puis par le Dr Catherine Trumel et les résultats sont collectés dans deux feuilles de
calcul Excel. Une feuille correspond a I'é¢tude comparative et regroupe les résultats pour
lesquels un tube EDTA et un tube ThromboExact ont été prélevés (n=16) et l'autre feuille
correspond a 1'étude portant sur tous les prélévements effectués sur la période (n=24 pour le
tube ThromboExact et n=43 pour le tube EDTA).

6.2 Interprétation des résultats scientifiques — statistiques

Les calculs statistiques sont effectués grace au logiciel Excel et I’outil Reference Value
Advisor macroinstructions (Microsoft Corp, Redmond, WA, USA).
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Annexe 2 : Matériel de prélevement
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Figure 9: Tube ThromboExact® (photographie personnelle)
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Annexe 3 : Résultats détaillés de I’étude

EDTA Thromboexact
Numéro dossi¢ Numéro labo  Numéro Héma Age Sexe Numeération pl Agr Plt AgrLP AgrLeu Numération pl Agr Plt AgrLP Agr Leu
T20-3165  20-3820 Hgl 2 M 451.10°/L 0,5 0 0 443.10°/L 0 3 0
T20-3068  20-3889 Hg2 12 F 174.10°/L 0 0 0 161.10°/L 1 0,5 1
T20-3894 20-3954 Heb 3 M 393.10%/L 0 0 0 369.10%/L 0 2 0
T20-3713  20-3794 Hg7 10 M 37.10°/L 4 0,5 1 285.10°/L 4 0,5 0
T20-3896  20-3957 Hg8 6 M 139.10°/L 4 0 0 428.10°/L 0 4 0
T20-3141  20-3646 Hg9 5 F 183.10°/L 2 0 0 141.10°/L 3 0,5 0
T20-3850  20-3914 Hg19 4 M 392.10°/L 0 0 0 288.10°/L 4 1 0
T20-2455  20-4003 Hg6 14 F 264.10°/L 1 0 2 244.10°/L 0 3 0
T11-4844  20-3976 Hgs 9 F 227.10°/L 0 0 0 205.10°/L 2 0,5 0
T20-2205 20-4011 Hell 1 M 369.10%/L 0 0 0 322.10°/L 0,5 0,5 0,5
T19-706 20-3968 Hg3 12 M 214.10°/L 1 0 0 196.10°/L 1 3 0
T11-6276  20-4039 Hg16 9 F 380.10°/L 0 0 0 264.10°/L 2 2 0
T19-284 20-4060 He3 5 F 392.10%/L 0 0 0 336.10°/L 0 3 0
T20-2533  20-4097 Hgb 2 M 265.10°/L 0 0 0 218.10°/L 1 2 0
T10-481 20-4119 Hg13 11 M 70.10°/L 3 1 0 70.10°/L 2 1 0
T20-4059  20-4121 Hgl 9 M 331.10°/L 0 0 0 258.10°/L 0,5 2 0
Tableau 2: Données de 1’étude comparative (Comp)

Muméro dos Muméro labs Muméra Hér num EDTA Age Sene PLTOEDTA &gPItE AgnLeuP E AgleuE Muméro dos Mumére labs Muméro Hér num TEXT - Age Sene PLTO TE=T AgPlk T AgnlewP T AgleuT

T13-TOG 20-3227  Hal 1 1z M 157 [u] [u] [u] T20-3165 20-3520  Hgl 1 2M 443 a 3 a

T14-5041 E0-3715 Hagl z 15 M 266 [u] [u] [u] Tz0-3068 20-3583 HgZ z2 12 F 161 1 05 1

Te0-3165  20-340 Hglz 3 Zm 158 n] n] n] T20-35834 20-33%4  Hgh 3 M 363 o 2 o

Muméro dos Muméro labs Muméra Hér num EDTA Age Sene PLTOEDTA &gPItE AgnLeuP E AgleuE Muméro dos Mumére labs Muméro Hér num TEXT - Age Sene PLTO TE=T AgPlk T AgnlewP T AgleuT

T13-TOG 20-3227  Hal 1 1z M 157 [u] [u] [u] T20-3165 20-3520  Hgl 1 2M 443 a 3 a

T14-5041 E0-3715 Hagl z 15 M 266 [u] [u] [u] Tz0-3068 20-3583 HgZ z2 12 F 161 1 05 1

Te0-3165  20-340 Hglz 3 Zm 158 n] n] n] T20-35834 20-33%4  Hgh 3 M 363 o 2 o

T20-3165  20-3820  Hgl 4 M 451 05 0 0 T20-3713  20-3734  Hg? 4 10 M 285 4 0s il

T20-3776 20-3861  Hgl 5 0F 176 1 0 0 T20-3896 20-3357  HgS 5 6 M 428 il 4 il

T20-3088 20-3889  Hg2 [ 2F 174 0 0 0 T20-3141  20-3646  Hgd 6 5F H 3 05 il

T20-2533 |20-3257 | Hg3 7 M 223 0 0 0 T20-3850 20-3314  Hgld 7 4 M 288 4 1 0

T13-4563  20-3410 Hag3 g 3F 306 [u] [u] [u] T20-2455 20-2837  Hgb g " F 247 3 a a

T13-3260 20-3543 Hg3 k] am 397 [u] [u] [u] T13-1875  20-3119 Hgld =l 13 F 136 2 a a

T15-3747  20-3212 Hao4 10 o0 F 15 [u] [u] [u] T13-5860  20-3137 Had 10 E M 147 2 1 a

T20-3421 20-3545 Hogd 1 M 348 [u] [u] [u] T13-4188  20-3123 Hagl 1 @ F 204 1 a a

Te0-3426 20-3565  Hgd 1z nM 57 1 [u] [u] TI5-2336  20-3141 Hat 12 3F 285 a 1 a

Te0-3410  20-3555  HgS 13 oM 57 3 [u] [u] Tz0-26581  20-3171 Hafb 13 3F 923 4 1 a

Ti3-216¢  20-3571  Hgb i 13 F 36 1 0 0 T20-2265 20-3183  Hg2 1 7F 188 1 2 il

T20-3834  20-3954  Hgb i3 M 393 0 0 0 TO3-4162  20-3200  Hgl 15 hill3 164 0 H il

T20-3713  20-3734  Ha? ® oM 37 q 05 1 T20-2455  20-4003  Hgb 16 14 F 244 0 3 0

T20-1945  20-3216  Hg? 17 3F 354 0 0 0 TH-48dd  20-3376  HgS 17 9F 205 H 05 il

T20-2637 20-3268 HgB 13 13 M 274 0 0 0 T20-2205  20-4011 Hall 1B 1M 32z 05 05 05

T20-3356 20-3505  HgB 13 12 F 323 1 [u] [u] T13-706 20-3368 Hg3 1B zM 136 1 3 a

TIE-4880 20-3795  HgB 20 9F 32 [u] [u] [u] TI-6276  20-4033 Hgls 20 9F 264 2 2 a

T20-3836 20-3357  Hgh 21 G M 133 4 [u] [u] T13-284 20-4060  Hg3 21 SF 336 a 3 a

Te0-3080 20-3263  Hgd 2z M 422 [u] [u] [u] Tz0-2533 E20-4037  Hgh 2z z2M 215 1 z2 a

Te0-3141  20-3646  Hgd 23 SF 153 Z [u] [u] T0-4&1 20-4113 Hal3 23 M TO 2 1 a

Te0-3091  20-3235  Hglo 24 TF 333 n] n] n] T20-4053  20-4121 Hal 29 am 255 05 2 o

Ti2-766  20-3270  Hgld 25 1F 248 0 0 0

T19-4795  20-3271  Hall 26 aF a1 3 0 0

T20-2205 20-3578  Hall 27 1M 209 0 0 0

TI7-1671  20-3283 Hglz 28 16 F 8 0.5 0 0

T13-3834 20-3582 Hglz 29 13 F =i 2 [u] [u]

T20-3635 20-3764  Hgld jeii) 12 M 33 1 [u] [u]

T20-3850 20-3314 Hg13 5l 4 M 332 [u] [u] [u]

T15-4552 E20-3770  HgZs 5z 1M 330 Z [u] [u]

T1-5375 20-3415 Hgf 33 am 240 [u] [u] [u]

Te0-2425 20-4003  Hghb 34 4 F 264 1 n] 2

Til-d8dd  20-3376  HgS 35 aF 227 0 0 0

T20-2205 20-401  Hail 36 1M 363 0 0 0

T19-706  20-3968  Hg3 37 2m 214 1 0 0

T1-6276 20-4033 HglE 35 aF 380 0 0 0

T13-284 20-4080  Hg3 39 SF 332 [u] [u] [u]

T20-1553  20-4071 Hagf 40 7 mais F 433 05 [u] [u]

T20-2533 20-4037  Hgb 41 zZM 265 [u] [u] [u]

T10-451 20-4113 Hgl3 42 nM T 3 1 0

Te0-4053  20-4121 Hagl 43 am xil [u] [u] [u]

Tableau 3: Données de 1’étude sur la méme période (Per)
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Tableau 4 : Test Mann-Whitney, numération plaquettaire en fonction de I’anticoagulant (Per)



n Pelean a5x Cl EE 1 =0
PLTO 32 2653 2255 to 3064 13,53 112,15
FLTOE 15 261,56 200,7 to 3345 31.33: 125,56
FLTOT 16 2643 210,53 to 315,2 25,291 101,15
| 1
1 }
1
n Flin 1zt Guartil: Fledian 25% Cl 3rd Guartile Pelax IR
PLTO 32 3T 1354 264,0 EDS.D: bo 3360 IE30 451 150,56
FLTOE 16 3T 1778 264.5 174,0) ke 3320 3510 451 203,53
PLTOT 16 o 133,58 261,0 135,D: ba 53356,0 330,2 4475 130,4

mpare Pairs - Paired t-test

1
I
1
1
____________ Flt n Plzan_ ZE 20 S PP VUV PVEREUEDETE [N
PLTOE 16 267,56 1,539 125,56 |
PLTOT 1 264,25 5,235 101,15 I
Difference [PLTOE - PLTOT) 1 3,51 27525 .23 :
1
Mean difference i | 1
a5% | -55,39 b 62,62 :
E 27,523 I
| 1
k skakistic 0,1z :
DF 1= I
2-tailed p 09065 :
1

nl 18 :
| |
Difference between pairs n Fank sum FAcan rank : [
Poitive 13 ai0 7,00 1
e gative a 25,0 14,50 :
Zera 1 \
|
Median difference 0,00 :
A5.6% Cl -T2,00 ta 57,50 [exact] 1
| |
“Wilcoxan's statizkic l M0 :
|
Z skatigtic - |
2-tailed p 005333 [exact tables used, 13% ties] :
|

Tableau 5 : Test Wilcoxon et t-paired, numération plaquettaire en fonction de I’anticoagulant (Comp)
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Correlation - Spearman

Agr PIt w PLTO Moy rz ' 0
crformed by Jean-Pierre Braun

n I 15 [cazes cxcluded: 1 due ba mizzing values)
rs skatiskic -0,635
35% Cl -0,56 ko 0,17 [rarmal appraximation]
E zkatiztic -2,.53
OF 15
2-tailed p 0,026 [t approximation, correckxd far ties]
Scatter Plot
a0 - y = 25,8559« - 127 83 + 304,58
RY = 04645
L]
L]
=37 39]x + 28633
- 3 = 1, 2956
L]
300 4

250 1

LTG May

g

150 +

LMD ~

5I] T T T T 1
0.5 % 15 15 15 45

Tableau 6 : Corrélation de Spearman entre la présence d’agrégats plaquettaires et la numération plaquettaire (Comp)

70



est  Correlation - Spearman

AgPItwPLTO.rs * O
ned by lean-Pierre Braun Jat 19 juillet 2021

n &7
rs statistic -0,43
85% Cl -0,61 to -0,21 (normal approximation)
t statistic -3,87
DF 65
2-tailed p 0,0003 (t approximation, corrected for ties)
Scatter Plot
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200 -
200 -
700 -
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Tableau 7 : Corrélation de Spearman entre la présence d’agrégats plaquettaires et la numération plaquettaire (Per)



Test

rforrned b

Correlation - Spearman

AgnleuP « PLTO. re 1 0
Jearn-Fierre Braun

19 juillet 2021

o] &7
rz statishic 0,00
= L -0.24 to 024 [riorrnal apﬁrnximatinr‘n]
|
b statistic 0,00 i
DF B5 I
2-tailed p 0,397 [t approxirmation, corrected For ties)
|
|
Scatter Plot
1000 -
=]
200+
y = 18 813x + 245 51
R = 0,0166
200 H
700+
&00
g 5[':' - [=]
e o
o -]
400 + !
| . .
200 P S
200 4 EPE#Z_F- : o
N
1[':' . 8
o ]
o o
|:| ! T T T T 1
0,5 05 15 25 s 45
AgnleuP

Tableau 8 : Corrélation de Spearman entre la présence d’ ALP et la numération plaquettaire (Per)
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Test Correlation - Spearman

Agr LP * PLTO THBXT.r= ' 0
rformned by Jean-Pierre Braun

h I 1 [cazes excluded: & due to mizsing values)
rz statistic 0.40
53 C -0.26 to 0,31 [Hormnal approxiration)
b statistic 1.3
DF 9
2-tailed p 02210 [t approxirnation, corrected for ties)

e el ~ -~ - -~ - -~ -

Scatter Plot

450 - .
=]
400 -
y = 68,415x + 121,38
350 R?=0,3433
300

PLTO THEXT
(%)
&

200
150 4
100
[=]
5':' T T T 1
05 15 25 35 15

Agr LP

Tableau 9 : Corrélation de Spearman entre la présence d’ALP et la numération plaquettaire (Comp)
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Tableau 10 : Test Mann-Whitney score agrégats plaquettaires en fonction de ’anticoagulant (Per)
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n [Mean 35 Cl SE =]
Schig 3z 114 0,63 to 1,65 0,250 1416
ScbgE 16 047 0,13 to 1,75 0,366 1,466
ScbgT 16 131 057 to2,05 0,347 1,383
n Mir 1zt Quartile Median 35 Cl Srd Quartile Max IZR
Schg 3z 0.0 0,00 0,50 0,00 o200 2,00 4.0 2.00
ScbgE 16 0.0 0,00 0,00 0,00 to 2,00 158 4,0 155
ScbgT 16 0.0 0,00 1.00 0,00 toz,00 2,00 4.0 2.00

Test

erfarmed by

Compare Pairs - Paired t—test
List da t

Schg Plt: ScAgE * Schg T

Jean-Fierre Braun

n| %
Schg Pl n Mean SE S0
SchgE 16 0.97 0,366 147
SchgT 16 1.31 0,347 139
Difference [ScAgE-SchgT) 16 -0.34 0427 1.7
Mean difference -0,34
35 Cl -1.25 o 057
SE 0,427
t statistic -0.50
OF 15
2-tailed p 0.4339

Teszt

erfarmed by

Compare Pairs — Wilcoxon test
List da t

Schg Pl ScAgE * ScAg T

Jean-Pierre Braun

n| 16
Difference betw een pairs m Rank zum | Meanrank
Pazitive 4 255 6,35
Megative g 525 E.56
Zera 4
Median difference -0,50
35.6% Cl -1.00 100,25 [exact]

‘wileowon's statisticl

£ statistic
Z-tailed p

255

0.33394 [exacttables used, 1003 ties]

Tableau 11 : Test Wilcoxon et t-paired, score agrégat plaquettaire en fonction de I’anticoagulant (Comp)
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Tableau 12 : Test Mann-Whitney score ALP en fonction de 1’anticoagulant (Per)
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n Mean 95 Cl SE S0
aglP 32 0,34 051 01,37 0.212 1136
agLPE 16 0,03 -0,05 o024 0,065 0272
AgLPT 16 1.7a 116 1o 2,40 0,292 1163
n Min Tzt Quartile Median 35 Cl 3rd Qluartile Mz ICIR
aglP 32 0.0 0,00 0,50 0,00 o100 200 4,0 200
agLPE 16 0.0 0,00 0,00 0,00 o000 0,00 1.0 0,00
agLPT 16 0.5 0,50 200 0,50 to3,00 3.00 4.0 250

erformed by

Compare Pairs — Paired t-test
List da

Schg LeucoPlt: AgLPE ®" AglLPT

Jean-Pierre Braun Date

13 juill=t

n| 16
Schg n Mean SE S0
AglLFPE & 0,03 0,065 0.27
AglLPT & 1.78 0,292 117
Difference (AgLPE-AgLP T] 16 -1.63 0.313 1258
Mean difference -1.63
354 C -2,.37 ta-101
SE 0,313
b statistic -5.23
oF 1=
Z-tailed p <0.0001

Tex=t

erformed by

Compare Pairs — Wilcoxon test
List da t
SchAg LeucoPlt: AgLPE ®" AgLPT

Jean-Pierre Braun

nl )=
Difference betw een pairs m Rank sum | Mean rank
Pasitive 0 0.0 -
MNegative 14 105.0 T.50
Zera 2
Median difference -1.75
3563 CI -2.50 ta-1,00 [enact]
‘wilcoxon's statistic I 0.0
£ statistic -
Z2-tailed p 00007 [exact tables used, 562 ties)
Tableau 13 : Test Wilcoxon et t-paired score ALP en fonction de I’anticoagulant (Comp)
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TITRE : INTERET DE L’UTILISATION DES TUBES THROMBOEXACT® POUR LIMITER LA
PRESENCE D’AGREGATS PLAQUETTAIRES LORS DE L’ANALYSE HEMATOLOGIQUE CHEZ LE
CHAT

RESUME : La présence d’agrégats plaquettaires est I’un des principaux obstacles a I’obtention d’un spécimen
de bonne qualité pour une analyse hématologique dans I’espece féline. De nombreuses observations d’agrégats
avec ou sans pseudothrombopénie associée sont rapportées avec 1’utilisation d’EDTA chez le chat avec une
prévalence supérieure a 50 %. Plusieurs anticoagulants ont déja été testés avec des résultats satisfaisant comme
le CTAD ou I’lloprost mais sont difficilement utilisables en routine. Par ailleurs, le tube ThromboExact®,
Sarstedt ; a base de MgSO4 a montré des résultats trés satisfaisants sur la prévention d’agrégats plaquettaires
chez I’Homme atteint de pseudothrombopénie induite par les anticoagulants.

L’objectif de ce travail est d’étudier I’intérét de 1’utilisation du tube ThromboExact® dans !’espéce
féline pour limiter la présence d’agrégats plaquettaires en vue d’une potentielle utilisation en médecine
vétérinaire de routine.

La premiére partie de cette thése est une étude bibliographique sur les propriétés antiagrégantes du
sulfate de magnésium et D’utilisation du tube ThromboExact® chez I’Homme notamment en cas de
pseudothrombopénie induite pat les anticoagulants.

La deuxiéme partie correspond a 1’étude expérimentale réalisée entre juillet et octobre 2020 a partir de
spécimens sanguins récoltés sur des chats présentés aux cliniques de ’ENVT. Les résultats obtenus ne montrent
pas de différence significative au niveau de la présence d’agrégats plaquettaires entre 1’utilisation du tube
ThromboExact® et d’un tube K3-EDTA. Par ailleurs de nombreux agrégats leuco-plaquettaires ont été observés
avec I’utilisation du tube ThromboExact®. L’utilisation de ce tube en hématologie féline n’a donc pas d’intérét.

MOTS-CLES : AGREGAT PLAQUETTAIRE, AGREGAT LEUCO-PLAQUETTAIRE, SULFATE DE
MAGNESIUM, THROMBOEXACT, HEMATOLOGIE, CHAT.

ENGLISH TITLE : BENEFIT OF USING THROMBOEXACT® TUBES TO REDUCE THE PRESENCE
OF PLATELET AGGREGATES IN HAEMATOLOGICAL ANALYSIS IN CATS

ABSTRACT : Presence of platelet aggregates is one of the primary obstacles to obtaining a specimen of good
quality for haematological analysis in cats. Many observations of platelet aggregates with or without associated
pseudothrombocytopenia have been reported in with the use of EDTA in cats with a prevalence of more than
50%. Several anticoagulants such as CTAD or Iloprost® have already been tested and shown satisfactory results,
but these are not easily used in routine haematology. ThromboExact®, Sarstedt ; magnesium sulfate-based tubes
have shown very satisfactory results in preventing platelet aggregates formation in human with anticoagulant
dependent pseudothrombocytopenia.

The aim of this work is to study the benefit of using ThromboExact® tubes in cats to reduce the
presence of platelet aggregates and its potential for use in routine veterinary medicine.

The first part of this thesis is a review of the current literature on the antiaggregant properties of
magneisum sulfate and the use of ThromboExact® tube in humans, particularly in the case of anticoagulant
dependent pseudothrombocytopenia.

The second part is a prospective study performed between July and October 2020 using blood
specimens collected from cats presented to the teaching hospital of ENVT. The results obtained showed no
significant difference between the use of a ThromboExact® tube and a K3-EDTA tube in the quantity of platelet
aggregates. In addition, numerous leukoplatelet aggregates were observed with the ThromboExact® tube.
Therefore, the use of this tube in feline haematology has no benefit.

KEYWORDS : PLATELET AGGREGATE, LEUKOPLATELET AGGREGATE, MAGNESIUM SULFATE,
THROMBOEXACT, HAEMATOLOGY, CAT.
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