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file:///C:/Users/Clélia/Documents/Thèse/Rapport/Debonne_Thèse%20MPO.docx%23_Toc530687529
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file:///C:/Users/Clélia/Documents/Thèse/Rapport/Debonne_Thèse%20MPO.docx%23_Toc530687530
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file:///C:/Users/Clélia/Documents/Thèse/Rapport/Debonne_Thèse%20MPO.docx%23_Toc530687543
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INTRODUCTION

Bien que les sports équestres et canins existent depuis de nombreuses années, la variété de
disciplines et leur importance en termes de nombre d’adhérents et de participants en
compétition a trés fortement augmenté au cours de ces dernieres années. La Fédération
Francaise de Sport de Traineau (FFST) a ainsi enregistrée un doublement de ses licenciés
ces quatre derniéres années pour la pratique des sports canins d’attelage, et les évenements
autour du chien de traineau rencontrent un succes grandissant tant en loisir, que dans la
pratique d’activités touristiques ou en compétition. De nombreux clubs canins, gérés par la
Société Centrale Canine (SCC), sont présents en France pour pratiquer un sport canin
mettant 1’athléte canin au centre de 1’activité, avec une grande variété de disciplines telles
que ’agility, le cani-cross, le cani-VTT... Les sports équestres gérés au niveau du territoire
francais par la Fédération Francaise d’Equitation (FFE) et la Fédération Equestre
Internationale (FEI) au niveau international connaissent le méme engouement. L’effort
demandé aux chiens et chevaux de sport de haut niveau est impressionnant tant pour le
néophyte que pour les initiés. L’objectif des encadrants de ces disciplines est de permettre a
ces performances de se réaliser dans un cadre de bien-étre de I’animal, élément incluant des
criteres physiques et psychiques, et de prévention & maxima des accidents lors des
manifestations et a I’entrainement. Ainsi, des contrdles vétérinaires sont organisés sur tous
les grands événements afin de veiller a la bonne santé physique des animaux athlétes.
Malgré cela, des accidents sont parfois a déplorer, incluant de maniere rare mais notable le
décés d’un chien ou d’un cheval. Ainsi, la nécessité de contrbles vétérinaires les plus précis
possible en course est une évidence ; le recours aux examens complémentaires peut étre
justifié pour préciser les résultats de I’examen clinique.

A ce jour, plusieurs marqueurs de 1’inflammation sont utilisés dans les différentes espéces.
Cependant, la nécessité d’une prise de sang rend les analyses difficilement réalisables dans
un contexte sportif en particulier sur le terrain et en compétition. Ainsi, le développement
d’une méthode de dépistage de I’inflammation par un test non invasif et facile a réaliser
serait utile dans le monde des sports canins et équins afin d’aider le vétérinaire lors des

contréles terrains.
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La myéloperoxydase, découverte par Agner en 1941 (Agner, 1941) est une enzyme hémique
a activité peroxydase, présente dans les granules azurophiles des neutrophiles. Elle est
libérée lors de processus inflammatoire dans le milieu extra cellulaire ainsi que dans les
liquides biologiques (urines, salive). Elle s’est avérée au cours des études successives,
lorsqu’elle est mesurée dans le sang, étre un marqueur de I’inflammation.

L’objectif de ce travail est de faire d’une part le point sur les mécanismes de 1’inflammation
et le réle de la myéloperoxydase dans celle-ci, et d’autre part, d’évaluer la répétabilité et la
reproductibilité d’un test salivaire permettant de déterminer de maniere qualitative la
quantité de MPO présente dans la salive d’animaux sains au repos, chiens et chevaux.

La premiére partie de notre travail est une étude bibliographigue présentant une synthése des
informations disponible sur le mécanisme de I’inflammation, et plus particuliérement la
myéloperoxydase. La seconde partie présente les résultats de notre étude expérimentale qui
a consisté a participer au développement d’une méthode fiable de dépistage de la MPO

salivaire chez le chien et le cheval.
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1.PREMIERE PARTIE : ETUDE
BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Les neutrophiles et leurs implications dans la réaction

inflammatoire

1.1.1. Rappels sur la réaction inflammatoire
1.1.1.1. Définition

Au cours du temps, la notion d’inflammation a fortement évolué. D’aprés Scott (2004), elle
a été découverte par Celsus il y a 2000 ans. Celui-ci lui attribuait alors quatre signes :
chaleur, rougeur, gonflement et douleur. Le terme d’impotence fonctionnelle a été rajouté a
la définition par R. Wirchow en 1858. Aujourd’hui, on définit I’inflammation ou réaction
inflammatoire comme étant la réponse des tissus vivants vascularisés a une agression
(Abbas et al., 2015). Ce processus comprend des phénomeénes généraux d’une part,
exprimés biologiquement pas le syndrome inflammatoire et cliniquement de facon variable
(fievre, altération de 1’état général), et des phénomeénes locaux dans le tissu conjonctif
vascularisé d’autre part. Ainsi, les tissus non vascularisés (cartilage par exemple) sont
incapables de développer une réaction inflammatoire compléte. L’inflammation est
normalement un phénomeéne bénéfique dont le but est d’éliminer 1’agent pathogene et de
réparer les lésions tissulaires. Cependant elle peut parfois étre néfaste en particulier en cas

d’anomalie de régulation du processus inflammatoire (CLOS, 2012).

1.1.1.2. Etiologie

L’inflammation est le plus souvent due a un agent pathogeéne responsable de Iésions
cellulaires et tissulaires qui déclenchent I’inflammation. Il peut s’agir d’une infection
(bactéries, virus, parasites, champignons), d’un agent physique (traumatisme, chaleur,
froid...), d’un agent chimique (caustique, toxines), d’un corps étranger exogene ou
endogene, d’un défaut de vascularisation a 1’origine d’une nécrose par ischémie ou bien
d’une agression dysimmunitaire (CLOS, 2012). L’effort physique induisant a la fois une
répétition de micro-traumatismes, et de phénomeénes d’ischémie-reperfusion est donc un

phénomeéne potentiellement hautement inflammatoire.
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1.1.1.3. Déroulement qénéral des différentes étapes de la réaction

inflammatoire

Nous reprendrons les différentes étapes de la réaction inflammatoire décrites par CLOS
(2012).

1.1.1.3.1. Réaction vasculo-exsudative

Cette phase débute par une étape de congestion active, qui se caractérise par une
vasodilatation artériolaire puis capillaire de la zone atteinte. Ceci entraine une augmentation
de ’apport sanguin associée a un ralentissement du courant circulatoire.

Ensuite, un exsudat constitu¢ d’eau et de protéines plasmatiques passe dans le tissu
conjonctif interstitiel ou les cavités séreuses et constitue un cedéme inflammatoire. Ceci
entraine un gonflement des tissus mous responsable de la douleur. Il permet I’apport de
médiateurs chimiques de I’inflammation et de moyens de défense, et favorise le phénomeéne

de diapédése leucocytaire, premiére étape de la phase cellulaire.

1.1.1.3.2. Réaction cellulaire

La réaction cellulaire commence par la phase de diapédese leucocytaire correspondant au
passage de leucocytes a travers les parois des capillaires dilatés et a leur accumulation dans
le foyer lésionnel. Les premieres cellules a traverser sont les polynucléaires, en particulier
les neutrophiles pendant les 6 & 24 premieres heures. Dans un second temps, ils sont suivis
par les monocytes et les macrophages. En effet, les polynucléaires neutrophiles sont doués
d’une grande mobilité et ils sont donc les premiers & arriver au niveau du foyer
inflammatoire par diapédése (c.f.1.1.3). Leur nombre décroit ensuite rapidement car leur
durée de vie en dehors du compartiment sanguin est courte. On observe d’abord un
ralentissement du courant circulatoire permettant une accumulation des leucocytes le long
de I’endothélium vasculaire. Ceux-ci vont ensuite adhérer aux cellules endothéliales,
permettant leur passage a travers la paroi vasculaire. Apres avoir quitté la circulation, les
leucocytes continuent a migrer vers le site inflammatoire par chimiotactisme.

Une fois sur le site inflammatoire, les neutrophiles phagocytent les débris cellulaires et les

agents infectieux. Le polynucléaire ingere la particule en invaginant sa membrane
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plasmique, avec formation corrélative d’un phagosome qui fusionne avec les lysosomes
dont les enzymes dégradent la particule ingérée.

Les monocytes (macrophages et cellules dendritiques) vont ensuite stimuler les
polynucléaires et devenir des cellules présentatrices d’antigénes permettant de passer au

stade d’inflammation chronique spécifique qui ne sera pas détaillé ici.

1.1.1.3.3. Détersion

La détersion correspond a la phase ou les éléments étrangers ou nécroses sont éliminés du
foyer inflammatoire. Elle peut étre interne, lorsque les macrophages prennent en charge les
déchets, ou externe lorsque ceux-ci sont éliminés vers 1’extérieur, par la peau ou dans un
conduit naturel. C’est le cas des abcés sous cutanés qui murissent sous la peau puis vont
fistuliser, souvent vers 1’extérieur, afin d’éliminer des éléments étrangers via le drainage du
pus.

La détersion externe peut étre indirecte si le foyer inflammatoire est situé a distance de la
peau et qu’une fistule se forme afin de relier ce foyer inflammatoire a 1’extérieur. Enfin, la
détersion peut étre chirurgicale, ce qui consiste a nettoyer le foyer infectieux afin de
favoriser la guérison.

La détersion est une étape essentielle a la réparation qui ne peut se faire que sur un milieu

sain.

1.1.1.3.4. Réparation et cicatrisation

Cette phase permet de faire disparaitre toutes traces de la réaction inflammatoire. Dans un
premier temps, on assiste a la mise en place d’une matrice extracellulaire riche en
glycosaminoglycane et en fibronectine mais pauvre en collagéne. Les macrophages activés
par la phagocytose des polynucléaires apoptotiques jouent un réle essentiel a cette étape
puisqu’ils libérent de nombreux facteurs permettant la mise en place de cette matrice. Celle-

ci est ensuite stabilisée par le collagéne qui s’organise en couches.

La Figure 1 reprend les étapes de 1’inflammation.

17



Figure 1 : Schéma récapitulatif des différentes étapes de l'inflammation (Réalisation personnelle)
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1.1.2. La formation des neutrophiles lors de I’hématopoiése

Les cellules neutrophiles dont nous venons de parler sont formées lors de 1’hématopoicse.
Ce processus correspond & la formation des cellules de la lignée sanguine. 1l se déroule en
continu dans l’organisme et durant toute la vie de I’animal. La cellule souche
hématopoiétique pluripotente donne tous les précurseurs et les cellules différenciées de
toutes les lignées. Apres la naissance, la moelle osseuse est le principal site de déroulement
de I’hématopoicse. Comme le montre la Figure 2, les granulocytes neutrophiles sont issus
des myéloblastes qui se différencient en myélocytes neutrophiles puis en granulocytes
neutrophiles. L’ensemble des granulocytes (basophiles et éosinophiles également) est iSsus

de myéloblastes.
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Figure 2 : Déroulement de I'nématopoiése, différenciation des neutrophiles (D'aprés Cordonnier,
2016).
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1.1.3. Les neutrophiles et leur migration jusqu’au site inflammatoire

Apreés leur différenciation dans la moelle osseuse, les neutrophiles entrent dans la circulation
sanguine et circulent dans I’ensemble du corps (Abbas et al., 2015). Bien que ces cellules
soient capables de phagocyter et de détruire des agents pathogénes dans le sang, leur action
principale se fait dans le milieu extravasculaire. Les neutrophiles de la circulation sanguine
sont recrutés par les tissus infectés. Les macrophages ayant phagocyté des microbes
produisent des cytokines (TNFa, IL-1B) qui activent les cellules endothéliales qui
produisent alors la sélectine, des récepteurs aux intégrines et des chémokines.

Les sélectines permettent une fixation de faible affinité des neutrophiles sanguins sur les
cellules endothéliales et la force du flux sanguin permet le « roulement » des neutrophiles a
la surface des cellules endothéliales.

Les chémokines produites dans le tissu infecté ou par les cellules endothéliales sont

disséminées a la surface des cellules endothéliales et se lient aux récepteurs présents a la
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surface des neutrophiles. Ceci entraine une activation des intégrines des neutrophiles qui
passent alors a un haut niveau d’affinité. Les intégrines activées se lient ensuite aux cellules
endothéliales ce qui permet une fixation de haute affinité entre les neutrophiles et les
cellules endothéliales.

Les neutrophiles se déplacent ensuite vers les jonctions cellulaires ou ils peuvent traverser la
paroi vasculaire et atteindre le tissu lésé.

L’ensemble de ces étapes est repris dans la Figure 3.

Figure 3 : Migration des neutrophiles jusqu'au site inflammatoire (D’apres Abbas et al., 2015)
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1.1.4. Le rdle de phagocytose des neutrophiles

Les neutrophiles sont des cellules spécialisées dans la phagocytose chez 1’humain. Ils
phagocytent les bactéries dans des organites cellulaires appelés des phagosomes et

contenant de nombreux agents cytotoxiques.
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1.1.4.1. La formation du phagosome

\

Le neutrophile établit d’abord un contact étroit avec 1’organisme a phagocyter, puis la
membrane plasmique du neutrophile I’entoure progressivement jusqu’a ce qu’il soit
totalement encerclé, ce qui conduit a la formation du phagosome. Ceci permet de minimiser
la quantité de liquide extracellulaire présent dans le phagosome. De nombreux granules
fusionnent alors avec le phagosome pour y déverser leur contenu et représentent une part
importante de son volume. Le contenu des granules est libéré en quelques secondes apres la
phagocytose (Edwards et al., 1987; Hirsch et Cohn, 1960). La fusion avec des vésicules de
la cellule (préférentiellement des organites de la voie endocytaire) permet la formation de
phagolysosomes. Les endosomes (ou granules) précoces et tardifs fusionnent facilement
avec les phagosomes de maniére ATP dépendante. Ainsi, au fur et & mesure des fusions
successives, la membrane du phagosome change progressivement pour devenir semblable a
celle des endosomes plus tardifs. L’efficacité de cette fusion des endosomes avec le
phagosome diminue a mesure que les phagosomes vieillissent. Ceci explique que les
phagosomes acquiérent les enzymes lysosomales trés tot apres leur formation (environ deux
heures). La Figure 4 présente la fusion du phagosome avec les endosomes. Lors de la
fusion, les deux organites pouvent s’échanger leurs composants internes et membranaires.
La fusion peut étre totale ou partielle. Plusieurs fusions, totales et partielles, permettent

d’aboutir a la formation du phagosome mature. (Tjelle et al., 2000).

Figure 4 : Modeéle de fusion du phagosome avec les endosomes (Tjelle et al., 2000).
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1.1.4.2. La production d’oxydants dans le phagosome

Pendant la phagocytose, les neutrophiles consomment une quantité d'oxygene similaire a
celle des stimuli fortement solubles, mais ne liberent que de petites quantités d’anion
superoxyde ou de peroxyde d'hydrogéne dans I'environnement. L’anion superoxyde et le
peroxyde d’hydrogéne sont générés dans le phagosome et autour des bactéries ingérées. En
présence d'inhibiteurs de la myéloperoxydase, le peroxyde d'hydrogene détecté dans le
milieu peut représenter la majeure partie de l'oxygene consommé. En supposant que
I'ingestion de 15 a 20 bactéries donne une consommation maximale d'oxygene, Hampton et
al. ont calculé que I’anion superoxyde devrait se former dans le phagosome a un taux
extraordinairement élevé de 5 a 10 mmol/L par seconde. Etant donné le nombre de granules
dans le phagosome, la concentration en myéloperoxydase devrait tourner autour de 1 a 2
mmol/L. Ainsi une forte production de HOCI dans le phagosome est attendue. Cependant,
I’activité enzymatique de la myéloperoxydase est trés complexe et la production de HOCI
dépend fortement des conditions. Par exemple, sa production est diminuée a pH acide ainsi
qu’en cas de fortes concentrations en peroxyde d’hydrogéne ou en chlorides (Hampton et

al., 1998).

1.1.5. L’activation des neutrophiles et leur impact sur le site

inflammatoire

La stimulation des neutrophiles ainsi que la phagocytose de micro-organismes par ceux-cCi
induit une soudaine augmentation exponentielle de leur consommation en oxygeéne. C’est ce
qu’on appelle « la flambée respiratoire », causée par un complexe NADPH oxydase présent
au niveau de la membrane du phagosome. Celle-ci conduit a la formation d’espéces
réactives de 1’oxygéne, et de 1’azote que nous ne détaillerons pas ici. En effet, les
neutrophiles sont une source majeure d’oxydants trés réactifs et contribuent de maniére
certaine aux dommages cellulaires et tissulaires liés a 1’oxydation dans les différentes
pathologies ou les cellules inflammatoires interviennent.

La stimulation des neutrophiles conduit également a leur dégranulation et a la diffusion

d’enzymes hydrolytiques et protéolytiques (cf. 1.1.6.2).
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Ces especes réactives de 1’oxygene et ces enzymes agissent normalement a I’intérieur du
phagosome pour la destruction des organismes phagocytés mais elles peuvent parfois étre
relachées dans le milieu extracellulaire et contribuer a la destruction des cellules et des
tissus voisins (cf. 1.2.5.3) lorsque la stimulation des neutrophiles est excessive et devient

incontrélable.

Les neutrophiles deviennent apoptotiques apres la phagocytose, et les especes oxydantes
sont impliquées dans ce processus. Ce dernier implique le peroxyde d’hydrogéne et ses
dérivés, mais les espéces oxydantes issues de I’action de la myéloperoxydase ne semblent

pas impliquées (Hampton et al., 1998).

1.1.6. Les granules des neutrophiles

1.1.6.1.  Présentation

D’un point de vue historique, les granules des neutrophiles étaient séparés en deux groupes
sur la base de la coloration a la myéloperoxydase. On distinguait les granules azurophiles et
les granules specifiques ou secondaires. Cependant, on a découvert par la suite que le
contenu des granules s’adaptait progressivement et sélectivement aux changements
d’environnement. Les granules azurophiles sont synthétisés essentiellement au stade
promyélocyte et contiennent la myéloperoxydase (molécule d’adhésion de la matrice). Les
granules secondaires sont eux synthétisés dans les myélocytes (CLOS, 2012).

La granulopoiése débute lorsque les myéloblastes se différencient en promyélocytes (Figure
5). Des études sur les neutrophiles de lapin ont montré la présence de trois types de granules
dans le neutrophile mature. Leur formation séquentielle dans la moelle osseuse a permis de
les nommer granules primaires, secondaires et tertiaires (Bainton et al., 1971). Des études
plus approfondies sur les neutrophiles humains ont ensuite permis de préciser tout cela en
caractérisant les granules primaires de granules azurophiles, les granules secondaires de
granules spécifiques et les granules tertiaires de granules a gélatinase (Cowland et
Borregaard, 2016).
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Figure 5 : Etapes de la granulopoiése (D'aprés Cowland et Borregaard, 2016).
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MB = Myéloblaste ; PM = promyélocyte ; MC = Myélocyte ; MM = métamyélocyte ; BC = ; SC
neutrophile segmenté ; PMN = granulocyte neutrophile ; AG = granule azurophile ; SG =
granulocyte spécifique ; GG = granule a gélatinase ; SV = vésicules sécrétoires. (D'apres Cowland et
Borregaard, 2016)

- Les granules azurophiles (Bainton et Farguhar, 1968)

La myéloperoxydase est la protéine qui définit les granules positifs a la peroxydase,
communément appelés granules azurophiles. Les autres protéines majeures des granules
azurophiles sont les sérine-protéases, la protéinase 3, la cathepsine G, 1’élastase neutrophile,
la protéase enzymatique inactive CAP37 (azurocidine) et la protéine NSP4. On trouve
également dans ces granules les défensines et la protéine bactéricide augmentant la
perméabilité. A ce jour, la question de savoir si les neutrophiles contiennent des lysosomes
en tant qu’entité distincte ou si les granules azurophiles doivent étre considérés comme les

lysosomes des neutrophiles n’est pas complétement tranchee.

- Les granules spécifiques et les granules a gélatinase

Les granules négatifs a la peroxydase contiennent d’autres protéines dont la lactoferrine, la
lipocaline associée a la gélatinase des neutrophiles (NGAL) et la gélatinase. lls peuvent étre
séparés en trois sous populations de granules : les granules contenant de la lactoferrine et du
NGAL mais pas de gélatinase, des granules contenant de la gélatinase mais pas de
lactoferrine ou de NGAL et des granules contenant les trois (Kjeldsen et al., 1993).
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1.1.6.2. La dégranulation des neutrophiles: libération de la

myeéloperoxydase
La myéloperoxydase (MPQO) est une enzyme spécifique des granules azurophiles des

neutrophiles (King et al., 1997). Les granules des neutrophiles semblent également contenir

un certain nombre de protéinases potentiellement capables d’activer ou d’inactiver les
enzymes libérées et donc de reguler leur activité extracellulaire (Edwards et al., 1987).
Ainsi, I'inactivation de la myéloperoxydase dans le milieu extracellulaire pourrait étre due a
I’action d’une de ces protéinases. L’inactivation rapide de la MPO aprés sa libération

pourrait également étre due a la formation d’un complexe MPO-H;0..
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1.2. Structure et roles de la myéloperoxydase

1.2.1. Histoire
La myéloperoxydase fut mentionnée pour la premiere fois par Agner sous le nom de
verdoperoxydase en 1941 (Agner, 1941).
Elle a été purifiée depuis chez ’homme, le bovin, le porc, le chien, les rongeurs et le cheval.
Elle appartient a la famille des peroxydases des mammiféres qui comprend: la
lactoperoxydase, 1’€osinophile peroxydase, la peroxydase thyroidienne, la prostaglandine H-
synthase (PGHS) et la myéloperoxydase.

1.2.2. Structure et synthése

La conformation de la MPO est trés semblable dans les différentes especes mais quelques
séquences d’acides aminées varient d’une espece a I’autre. La myéloperoxydase humaine

est celle qui a été de loin la plus étudiée.

1.2.2.1. MPO humaine
1.2.2.1.1. Structure de la myéloperoxydase

Elle a été décrite pour la premiere fois par Agner en 1941. En 2003, Serteyn et al. décrivent
sa structure de maniere plus précise. La myéloperoxydase est une enzyme hémique (Figure
6). Elle posséde en effet un héme, dérivé de la proporphyrine 1X, lié par son atome de fer
Fe" 3 deux histidines de la protéine. L’ensemble forme un complexe hexacoordonné sur
I’atome de fer Fe{'"",

L’héme présente également au niveau de deux noyaux pyrroles trois liaisons covalentes
avec des acides aminés de la protéine : deux groupes méthyles modifiés sont liés
respectivement a un residu aspartate et a un résidu glutamate. Ces deux liaisons sont
communes a toutes les peroxydases des mammiféres. La troisieme liaison se forme entre le
groupe vinyle d’un noyau pyrrole et ’atome de souffre de la méthionine. Cette liaison

sulfonium est caractéristique de la myéloperoxydase et responsable des activités de

chloration.
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Figure 6 : Structure du noyau hémique de la MPO humaine ( D'aprés Serteyn et al., 2003)
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La myéloperoxydase mature humaine est un homodimere symétrique formé de deux hémi
enzymes elles-mémes composées de deux sous unités reliées par un pont disulfure. Une
chaine lourde allant de 55 kDa a 80 kDa et une chaine legere allant de 10 a 15 kDa
composent chaque sous unité (Koeffler et al., 1985). Son site actif est localisé a la base
d’une poche hydrophobe, étroite et profonde, accessible uniquement pour les substrats de

faible poids moléculaire.

1.2.2.1.2. Synthése de la myéloperoxydase

La synthése de la MPO a été décrite par plusieurs auteurs (Hansson et al., 2006; Koeffler et
al., 1985).

e Forme précurseur de I’enzyme : protéine de 70 & 80 kDa, modifiées dans le
réticulum endoplasmique par N-glycosylation pour donner une apopro MPO de 90
kDa inactive ;

e L’apopro MPO incorpore le groupe prosthétique hémique Fe** dans le réticulum
endoplasmique pour donner la pro MPO de 90 kDa ;

e La pro MPO quitte le réticulum endoplasmique et passe dans un compartiment pré-

granulaire ou elle devient I’enzyme mature.
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Plusieurs études montrent la présence de MPO et de son ARN messager uniquement aux
premiers stades de différenciation myéloide avec un pic au stade promyélocyte. Le gene
devient indétectable dans les granulocytes matures. Ainsi, il a été déduit que la synthese de
la MPO se faisait uniquement au stade promyélocyte, la MPO n’est plus synthétisée au stade
de granulocyte ou de macrophage méme si ces cellules contiennent de I’enzyme active.

La régulation de la synthese se fait essentiellement au stade d’ARNm.

1.2.2.2. MPO équine
La myéloperoxydase équine est semblable & la myéloperoxydase humaine. Il s’agit d’une

enzyme glycosylée, composée de deux hémi enzymes contenant chacune une sous unité
lourde contenant I’héme et une sous unité Iégere.

Ses caractéristiques et les modalités de son activité enzymatique semblent similaires a celles
de la MPO humaine (Serteyn et al., 2003).

1.2.3. Lieu de stockage

La myéloperoxydase est présente a concentration élevée (2 a 5 % en poids) dans les

granules primaires des cellules polynucléaires neutrophiles. Il s’agit d’une enzyme
specifique des granules azurophiles primaires des neutrophiles (cf. 1.1.6)

On la retrouve également dans les monocytes en concentration plus faible. La concentration
en MPO devient indétectable lors de la maturation en macrophages (Serteyn et al., 2003).
La concentration en MPO est trois fois plus importante dans les neutrophiles que dans les
monocytes. De plus, elle représente plus de 5% des protéines totales contenues dans les
neutrophiles.

On la retrouve ainsi dans les fluides biologiques dans lesquels on peut retrouver ces cellules.
Son activité peut donc étre retrouvée dans le sang d’une part, ainsi que dans la salive, les

urines, les larmes ou encore le tissu musculaire (cf. 1.3.2)
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1.2.4. Activité enzymatique et réqulation

1.24.1. Activité enzymatique

La myéloperoxydase possede deux activités enzymatiques majeures : 1’activité peroxydase
(Klebanoff, 2005) et I’activité de chloration (Harrison et Schultz, 1976). Ces deux activités
sont possibles sous forme proMPO et sous forme mature.

La forme naturelle MPO-Fe et son composé | Cdl (structure hémique & Fe™ avec un

radical centré sur un acide aminé de la protéine) possédent une tres grande réactivité.

1.24.1.1. L activité peroxydase

Les peroxydases sont des enzymes utilisant le peroxyde d’hydrogéne H,O, pour oxyder leur
substrat. Le composé | MPO*-Fe™)=0 (noté Cdl par la suite) peut ainsi réagir avec
plusieurs substrats réducteurs (DH) comme 1’ascorbate, 1’urate, les catécholamines, la
sérotonine, les cestrogénes, la tyrosine ou 1’ion nitrite NO,™ pour former une espéce oxydante
notée D" ainsi que le composé 11 (noté Cdll) MPO-Fe"’=0. L’oxydation d’une nouvelle
molécule DH permet alors le retour & la forme native MPO-Fe™" ainsi que la formation
d’une seconde espéce oxydante. Les réactions chimiques de 1’activité peroxydase sont

regroupées ci-dessous (Serteyn et al., 2003):

MPO-Fe™" + H,0, <> MPO""-Fe™)=0 + H,0
MPO*-Fe"™)=0 + DH — MPO-Fe!")=0 + D"+ H*
MPO-Fe!)=0 + DH — MPO-Fe'" + D"+ H*

1.24.1.2. L’activité de chloration

La myeloperoxydase, grace au peroxyde d’hydrogéne, catalyse 1’oxydation a deux électrons
des ions CI" pour former I’acide hypochloreux HOCI, lui-méme étant une espece oxydante
puissante. Cette réaction passe également par la formation du composé | présenté ci-dessus.
Le composé | Cdl réagit rapidement avec les ions chlorures (Cl") pour former 1’acide
hypochloreux (HOCI) et restituer MPO-Fe!"". La formation de HOCI se fait donc par les

réactions suivantes (Serteyn et al., 2003):

MPO-Fe"" + H,0,  MPO*"-Fe")=0 + H,0
MPO*"-Fe™)=0 +CI" + H" - MPO-Fe"" + HOCI
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1.2.4.1.3. Réactions annexes

Deux réactions annexes considérées comme indésirables peuvent avoir lieu (Serteyn et al.,
2003). D’une part, le composé I peut réagir lui-méme avec le peroxyde d’hydrogéne pour
former I’anion superoxyde O, et le composé 1l selon la réaction suivante :
MPO*-Fe"'=0 + H,0, — MPO-Fe™)=0 + O;"
D’autre part, la forme native peut réagir directement avec 1’acide hypochloreux pour former
le composé | Cdl :
MPO-Fe!") + HOCI — MPO*-Fe'=0 + H* + CI".
La MPO-Fe™" peut également former le composé Il — Cd 111 - MPO-Fe'" inactif sous

I’action de réducteurs comme 1’ion superoxyde O, selon la réaction suivante :

MPO-Fe!"" + 0," — MPO-Fe™ + O,
MPO-Fe!"" + 0, — MPO-Fe("-0,

Cette inactivation pourrait se produire au début de la phagocytose lorsque le pH du
phagosome est alcalin ou neutre, permettant un fonctionnement maximal de la NADPH

oxydase et une quiescence de la myéloperoxydase.

1.2.4.1.4. Bilan sur les réactions enzymatiques catalysées par la

myéloperoxydase

L’activité de chloration et 1’activité peroxydase sont indissociables car elles sont a I’origine
de composés intermédiaires communs.

L’ensemble des réactions contrblées par la myéloperoxydase est schématisé dans la Figure
1.
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Figure 7 : Etapes détaillées de I'activité enzymatique de la MPO (Serteyn et al., 2003).
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[MPO-Fe(l11)] : enzyme native - Cd | : composé portant un radical libre sur un acide aminé de la
chaine protéique — DH : substrat donneur d’¢électrons (réd : forme réduite) — Do : radical dérivé de
DH par perte de Ho — 1 et 2 : voies réactionnelles annexes.

1.2.4.2. Espéces oxydantes produites par la myéloperoxydase

Toutes les MPO isolées a ce jour a partir de neutrophiles de différentes espéces produisent
les mémes familles d’oxydants. Le principal oxydant formé par action de la MPO est I’acide
hypochloreux HOCI. 11 s’agit d’un oxydant fort, capable d’oxyder et de chlorer de
nombreuses molécules. Ainsi, il peut oxyder de nombreux substrats dont les fonctions thiols
et thioesters de nombreuses protéines avec lesquelles il régit trés rapidement, mais
également 1’ascorbate, 1’urate, la pyridine et le tryptophane avec lesquels la réaction est
moins rapide. L’activité de chloration est possible avec les groupes amines pour donner des
chloramines (espéces trés oxydantes), les résidus tyrosyles, les lipides insaturés et le
cholestérol pour donner des chlorhydrines et les cytosines des acides nucléiques. L’acide
hypochloreux contribue a I’immunité contre les bactéries et les champignons (bactéricide
puissant). De plus, il s’agit d’un composé directement cytotoxique a forte concentration. En
faible concentration, HOCI peut activer la voie MAPK et entrainer 1’arrét de la croissance

cellulaire et I’apoptose (Rutgers et al., 2003; Serteyn et al., 2003). La myéloperoxydase est
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la seule enzyme humaine capable de catalyser la formation de HOCI dans des conditions
physiologiques (Kettle et Winterbourn, 1997). Tous ces derivés issus de la réduction de
I’acide hypochloreux sont eux-mémes pour la plupart des composés oxydants. Ainsi, la
MPO est responsable de la synthése directe ou indirecte de nombreuses especes oxydantes
qui participent a la défense de I’hote.

La myéloperoxydase permet également la formation d’oxygéne singulet *O, par réaction de
H,0, avec HOCI. L’oxygeéne singulet est trés énergétique et capable d’oxyder la majorité
des substrats organiques, mais son action in vivo est encore trés discutée (Klebanoff, 2005;
Serteyn et al., 2003). Il serait capable de réagir avec de nombreuses molécules biologiques,
dont les lipides membranaires, afin d’initier des réactions de peroxydation (Hampton et al.,
1998).

Les chloramines R-NHCI sont également des espéces réactives de 1’oxygéne issues de
I’action de la myéloperoxydase sur HOCI et les amines R-NH,. Les chloramines sont des
oxydants moins puissants que HOCI et leur durée de vie est plus longue. Elles peuvent
réagir avec les thiols, les thioesters, et les molécules possedant un heme avec un atome de
fer. Leur toxicité est variable et dépend de la polarité et de la perméabilité membranaire. De
plus, les chloramines issues des acides aminés a se dégradent lentement en aldéhydes
potentiellement toxiques. Les chloramines ont également une activité bactéricide.

Enfin, par réaction entre HOCI et I’anion superoxyde O, la myéloperoxydase est a I’origine
de la formation du radical hydroxyle "OH. Celui-ci est extrémement réactif avec la plupart
des substrats biologiques. Il peut entrainer des modifications de I’ADN ou encore la
séparation des brins d’ADN. De plus, il peut étre a ’origine d’inactivation enzymatique ou
encore de la peroxydation lipidique. Enfin, il peut générer des radicaux secondaires par
exemple a partir du bicarbonate ou de chlorure (Hampton et al., 1998). La Figure 8
(Hampton et al., 1998) présente les différentes espéces réactives issues de I’action de la

myéloperoxydase dans les neutrophiles ainsi que leur origine.
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Figure 8 : Réactions oxydantes possibles suite a la stimulation des neutrophiles
NOS : Oxide nitric synthase - MPO : myéloperoxydase. (D’aprés Hampton et al., 1998)
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1.2.4.3. Régulation
En 1981, Segal et al. expliquent que la MPO est active a un pH optimal de 5,5. Dans le

phagosome en début de phagocytose, le pH étant alcalin ou neutre, la MPO est alors sous
forme inactive Cdlll en majorité. A ce pH, le systtme NADPH oxydase est lui tres actif ce
qui permet la formation de peroxyde d’hydrogéne qui servira ensuite a la MPO lorsque
celle-ci sera active. La MPO devient active lorsque le pH du phagosome diminue, a la fin de
la phagocytose.

Il semblerait que I’acide hypochloreux HOCI soit capable de détruire I’héme de la
myéloperoxydase et ainsi d’entrainer son inactivation irréversible. Cette réaction
contribuerait donc a un mécanisme d’autorégulation.

Plusieurs paramétres participent a la régulation des voies réactionnelles de la MPO : le pH,
la production de O, conduisant a la formation d’H,O,, la concentration en CI’, la
concentration en réducteurs (ascorbate, méthionine) et en monoxyde d’azote NO en font

partie. Le monoxyde d’azote est un radical libre libéré par 1’oxyde nitrique synthase lors de
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la modulation de I’activité peroxydase de la MPO. La MPO et I’oxyde nitrique synthase
sont localisées dans les granules primaires des neutrophiles. Ainsi, lors de 1’activation des
phagocytes comme lors de 1’ingestion d’une bactérie par exemple, ces deux protéines sont
libérées ensemble dans le phagolysosome et dans le compartiment extracellulaire. D’apres
Abu-Soud et Hazen, (2000) a de faibles niveaux de NO, on observe une augmentation de
I’activité peroxydase de la MPO, tandis qu’une inhibition de cette activité peroxydase est
observée a des niveaux élevés de NO. Le monoxyde d’azote joue également un role de

régulation en servant de substrat aux différents composés de la MPO.

1.2.5. Role dans ’organisme

1.25.1. Activité antimicrobienne

Le neutrophile phagocyte les microorganismes qui sont séquestrés et détruits dans les
vacuoles phagocytaires (les phagosomes) par 1’action oxydante des espéces activées
dérivées de 1’activité de la NADPH oxydase, de la NOsynthase et de la MPO et I’action des
enzymes protéolytiques granulocytaires. La fusion des granules spécifiques avec les
granules azurophiles contenant la MPO entraine la formation de nouvelles espéces activées
par ’action de la MPO dont ’action s’intensifie avec 1’acidification du milieu. La MPO est
active sur une grande variété de microorganismes qu’elle attaque par oxydation (virus,
bactéries, champignons, protozoaires (Babior, 2000).
Les étapes de son activité antimicrobienne sont les suivantes :
- Fixation sur la membrane du microorganisme en de hombreux points ou existent des
structures polysaccharidiques ;
- Attaque extracellulaire des microorganismes trop volumineux pour étre phagocytés ;
- Contact avec les microorganismes = production d’HOCI et autres espéces capables
de chloration et de nitration qui attaquent plusieurs molécules : hemes, groupes
aminés, centre Fe-S, groupe SH, lipides insaturés et bases nucléiques... ;
- Oxydation des structures hémiques -> altération de nombreuses fonctions
enzymatiques dont celles de la chaine respiratoire = mort bactérienne.
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Odell et Segal, (1988) ont montré que I’effet bactéricide apparaissait au moment de la
flambée respiratoire. De plus, cette étude portait sur I’activité bactéricide sur S. aureus et
semble avoir démontré que 1’activité intracellulaire du systtme MPO seul ne suffisait pas a
détruire cette bactérie et que la participation d’autres composants des granules était
également nécessaire.

De nombreuses espéces de bactéries sont facilement tuées par le systeme
myéloperoxydase/hydrogéne, peroxyde/chloride. Ces systemes ciblent particulierement les
protéines contenant des atomes de soufre ou de fer, les protéines de transport, les systéemes

de génération d’ATP ainsi que les sites de réplication de I’ADN (Hampton et al., 1998).

1.25.2. Activité sur le systéme inflammatoire

Bradley et al., (1982) ont mesuré la teneur en MPO dans les neutrophiles circulants et dans
les neutrophiles qui avaient migré sur des sites d’infection bactérienne in vivo. Il a été
montré que le processus de phagocytose induit une perte de MPO des neutrophiles et qu’une
fraction de I’enzyme perdue peut étre retrouvée sous forme active dans le milieu
extracellulaire. Ainsi, les neutrophiles libérent de la MPO qui se retrouve dans le milieu
extracellulaire. Au cours d’une réaction inflammatoire contrlée, 1’activité de la MPO se
limite aux vacuoles intracellulaires et seules des petites quantités de MPO sont libérees dans
le milieu extracellulaire (10 a 15%). Si la réaction inflammatoire devient incontrdlée, la
dégranulation massive et la mort des neutrophiles entrainent un relargage important de MPO
dans le milieu extracellulaire.

Ainsi, la MPO est prise comme marqueur dans de nombreuses affections liées a I’activation

des neutrophiles et a leur infiltration tissulaire.

Au niveau des sites inflammatoires, la MPO est responsable de I’inactivation
d’enzymes et de I’oxydation de nombreuses molécules comme les molécules hémiques,
porphyrines, lipides insaturés, I’ADN, les nucléotides...

Une fois dans le milieu extérieur, la MPO va catalyser la formation de HOCI a partir
d’ions chlorides et du peroxyde d’hydrogéne H,O, (Rutgers et al., 2003). HOCI oxyde
pratiquement tous les acides aminés en aldéhydes qui deviennent des composés actifs au site

inflammatoire.
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La MPO agit également en activant des enzymes latentes comme la progélatinase et
la procollagénase ce qui conduit a la destruction de tissus conjonctifs. La encore, cette
activation est attribuée a I’action oxydante d’HOCI. Enfin, cela aboutit a une fragilisation du

squelette protéique.
Certains auteurs commencent méme a suggérer que des niveaux élevés de MPO in vivo
pourraient étre associés de manicére universelle au développement d’une inflammation

(Wang et al., 2014).

1.25.3. Activité cytotoxigue : un effet délétére pour I’organisme

La MPO est cytotoxique pour les hématies. Elle active la stimulation des plaquettes et peut
oxyder les neutrophiles eux-mémes. Elle est également cytotoxique pour les cellules
endothéliales et les fibroblastes. En effet, in vivo les neutrophiles peuvent adhérer a
I’endothélium et s’activer a son contact (Abbas et al., 2015). On observe alors une
dégranulation locale qui libére la MPO a I’origine d’une agression oxydante.

Lors de stimulation excessive des neutrophiles, la MPO contribue aux dommages cellulaires
et tissulaires en produisant des espéces oxydantes telles que 1’acide hypochloreux HOCI ou

le chlorure (CI-).

1.25.4. Agent modulateur des fonctions cellulaires

La MPO et HOCI activent le facteur nucléaire NF-kB qui peut augmenter 1’expression des
médiateurs de I’inflammation avec un effet bénéfique ou néfaste. Les espéces oxydantes
dérivées de la MPO entrainent ’activation de la caspase-3, une protéase qui entraine
I’apoptose cellulaire lorsqu’elle est activée.

Les espéces oxydantes produites localement par la MPO lorsque celle-ci est libérée dans le
milieu extracellulaire vont également influencer les fonctions des cellules avoisinantes.
Ainsi, ’activit¢ des lymphocytes « natural killers» est diminuée dans les tumeurs en
présence de phagocytes. De plus, la MPO perturbe les fonctions de prolifération, de
production d’anticorps et de cytolyse des lymphocytes B, T et NK. La MPO aurait donc

dans ce cas un effet néfaste sur la lutte de I’organisme face aux cellules tumorales.
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Par fixation sur les macrophages, la MPO peut également moduler d’une mani¢re dose
dépendante la production de certaines cytokines.

Enfin, la MPO agit sur les neutrophiles en diminuant leur activité phagocytose par
modification oxydante des récepteurs cellulaires. Cet effet peut donc limiter la réaction
inflammatoire (Stendahl et al., 1984).

La MPO peut donc interagir avec de nombreuses cellules (lymphocytes, macrophages,
fibroblastes, érythrocytes, plaquettes, cellules endothéliales) avec un effet qui peut étre
bénéfique ou néfaste. Elle peut aussi bien augmenter leurs défenses que les altérer selon
I’intensité et les cibles atteintes par les especes oxydantes produites.

Il semblerait enfin que la MPO joue un rdle dans I’apoptose des cellules transformées
comme les cellules tumorales productrices d’02-+, mais ces données restent contestées
(Engelmann et al., 2000). Le tableau 1 récapitule les différents effets de la MPO et leurs

conséquences pathologiques.

37



Tableau 1 : Effets de la myéloperoxydase et leurs conséquences pathologiques (D’aprés Rutgers et

al., 2003)

Fonction
Production de HOCI

Effet
Bactéricide

Importance pathologique
Participe a I’¢limination des

bactéries

Activation de pro-MMP
Activation MAPK

Contribution a la dégradation
de la matrice
Contribution a I’expression de

MPO par les neutrophiles

Inhibition de la prolifération

des lymphocytes T
Pro apoptotiques ou
cytotoxiques selon la

concentration

Apoptose excessive a
’origine d’auto-anticorps
Apoptose des cellules
endothéliales

Consommation de H,0O,

Inactivation des

inhibiteurs de protéases

Inhibe 1’inactivation des

protéases

Contribution aux dommages

vasculaires par les protéases

Oxydation

Oxydation des LDL

Pro apoptotique, stimulation
des interactions entre cellules
endothéliales et monocytes,
stimulation de la prolifération
des cellules musculaires lisses
et des
monocytes/macrophages,
accumulation des LDL en son

absence

Consommation de NO

Faible biodisponibilité en

NO au site inflammatoire

Contribution au
dysfonctionnement de

I’endothélium, favorise les

lésions rénales
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1.2.55. Déficience en MPO

Les patients atteints de déficience en MPO peuvent étre séparés en deux types : la déficience

en MPO primaire ou congeénitale, et la déficience en MPO secondaire ou acquise. Dans les

deux cas, la déficience en MPO peut étre totale ou partielle. Les causes de déficience

secondaire sont les suivantes :

Néoplasie des cellules sanguines (leucémie myéloide chronique, leucémie myéloide
aigue, myélofibrome avec métaplasie myéloide) ;

Cancers dissémines ;

Carence en fer ;

Intoxication au plomb ;

Thrombopathie ;

Transplantation rénale ;

Maladies infectieuses severes ;

Diabeéte sucré ;

Lipofuscinose ;

Gestation.

La déficience en MPO secondaire peut étre transitoire et un traitement étiologique permet

souvent une resolution des effets enzymatiques.

Les caractéristiques biologiques et hématologiques des déficiences en MPO primaire et

secondaire sont présentées dans le Tableau 2 (Lanza, 1998).
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Tableau 2 : Comparaison des caractéristiques cliniques et biologiques des patients atteints de
déficience en MPO primaire ou secondaire.

Caractéristiques cliniques Déficience primaire Déficience secondaire
et biologiques _
Héréditaire Oui Non
Activité en MPO dans les Absente (faible pour les Variable d’une cellule a
cellules sanguines déficiences partielles) Iautre
Activité en MPO dans les Absente Variable d’une cellule a
précurseurs des cellules Iautre

sanguines dans la moelle

osseuse
Variations intracellulaires Absentes (faible chez Présentes dans tous les cas

de P’activité en MPO quelques patients ayant

développé d’autres
mutations du gene de la
MPO)
Maladie concomitante Parfois Toujours
Type de mutation Germinale Somatique

Activité peroxydase dans Présente Présente, parfois diminuée

les éosinophiles

La déficience en MPO ne touche qu’une personne sur 4000, et il semble que ces personnes
ne soient pas spécialement plus sensibles aux infections que les patients sains (Hampton et
al., 1998). Plusieurs études ont montré une diminution de 1’activité fongicide, bactéricide et
une augmentation des infections séveres a Candida chez les patients déficients en MPO qui
souffraient aussi d’un diabéte sucré. Il semble donc que 1’association diabéte
sucré/déficience en MPO soit un facteur de risque d’infections séveres.

Enfin, la MPO semblant jouer un réle dans 1’apoptose de cellules tumorales, il a été évoqué
a plusieurs reprises que les patients cancéreux souffrant de déficience en MPO auraient un
risque plus élevé de développer une malignité. Ceci n’a cependant pas été démontré pour le

moment (Kitahara et al., 1981).
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Les patients déficients en MPO ont de trés haut taux d’enzyme anti oxydante des LDL
(Swets et al., 2001).

1.3. Milieu de dosage et intéréts cliniques du dosage de la
MPO

1.3.1. Purification de la MPO : une étape préalable nécessaire aux

différentes méthodes de dosage

Les leucocytes sont d’abord extraits du sang par sédimentation sur gradient de densité.
Ensuite, les neutrophiles sont homogénéisés dans un tampon d’acétate de sodium a un pH de
4.7, puis des inhibiteurs de protéases sont ajoutés. Apres centrifugation, les protéines des
granulocytes dont la MPO sont pour la plupart rejetées dans le surnageant. La MPO est
ensuite isolée par chromatographie. La purification de la MPO était ensuite Vérifiée par
électrophorése et par des essais enzymatiques en comparaison aux MPO bovine et humaines
déja isolées par le passé et trés proches de la MPO équine (Deby-Dupont et al., 1998).

1.3.2. Méthodes et milieu de dosage
1.3.2.1. Plasma

1.3.2.1.1. Composition

Lorsque 1’on centrifuge un échantillon de sang récolté sur un tube contenant un

anticoagulant, on obtient trois phases : les globules rouges et les plaquettes, les globules
blancs et le plasma (Akers et Denbow, 2013a). Ces trois phases sont présentées dans la
Figure 9.
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Figure 9 : Composition du sang aprés centrifugation (D’aprés Klein, 2013)
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Sang total
sur anticoagulant

solution des protéines (5 a 7%), des électrolytes, des nutriments, des gaz, des hormones et
des déchets dans 91,5% d’eau (Gilles et al., 2006a; Klein, 2013a).

Les protéines majeures du plasma sont I’albumine (54% chez I’humain en moyenne), les
globulines (environ 38%), le fibrinogéne (environ 7%) et toute autre protéine pouvant étre
transportée par le sang dont la MPO (environ 1%). Les électrolytes contenus dans le plasma
sont le sodium Na’, le chlore CI', et les bicarbonates HCOs'. Les gaz sont en solution dans le
plasma, ou bien couplés & des protéines de transport. On y trouve le dioxygéne O, le
dioxyde de carbone CO,, et le diazote N,. Enfin, les nutriments correspondent a diverses
molécules absorbées au niveau gastro-intestinal ou produits au niveau du foie tels que le

glucose, les acides aminés ou encore les lipides (Akers et Denbow, 2013a).

1.3.2.1.2. Méthode de mesure de MPO

En 1998, Deby-Dupont et al mettent au point une méthode radio-immunologique de

dosage de la MPO ¢équine dans le plasma. L’activité¢ de la MPO ne peut étre mesurée dans le
plasma car une grande partie de la MPO est sous forme inactive une fois sécrétée dans le
milieu extérieur. Ainsi, afin de mettre en évidence ’activation des neutrophiles dans le sang
des chevaux atteints de torsions intestinales, Deby-Dupont et al. ont d’abord purifi¢ la MPO
des neutrophiles pour ensuite développer une méthode radio-immunologique permettant de

mesurer les variations de concentration en MPO dans le plasma.
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Apreés purification (cf.1.3.1), la MPO est marquée a 1’aide d’un marqueur radio actif, I’iode
1251 Du sérum de lapin contenant des anticorps anti MPO équine a ensuite été mis en
contact avec la MPO afin de créer des liaisons anticorps-antigénes. Puis, la radioactivité
était mesurée pour des concentrations en MPO connue afin de realiser une courbe étalon
(Figure 10). Cette courbe est ensuite utilisée pour la mesure de concentrations de MPO non

connues.

Figure 10 : Courbes standard de radio-immunologie pour la MPO équine obtenues a partir de MPO
marquée depuis 4 jours (ronds) ou depuis 30 jours (carrés) (Deby-Dupont et al., 1998).
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1.3.2.1.3. Concentration en MPO chez les chevaux sains

La concentration en MPO dans le plasma n’est pas la méme selon 1’anticoagulant
utilisé lors du préléevement de sang. En effet, Deby-Dupont et al. ont montré que les valeurs
étaient plus élevées lors de I’utilisation de tubes héparinés ou citratés que lors de
I’utilisation de tubes EDTA. IIs ont alors décidé d’utiliser uniquement de I’EDTA pour le
reste de leur étude car le laps de temps a ne pas dépasser entre le prélévement et la

centrifugation était plus long qu’avec un tube hépariné ou citraté. En effet, sur tube EDTA,
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la concentration en MPO restait stable méme si la centrifugation était effectuée plus de trois
heures apres le prélevement, ce qui n’était pas le cas des autres tubes.

La concentration moyenne normale en MPO dans le plasma d’aprés leur étude sur 48
échantillons est de 69,5 +/- 19,4 ng/ml. Une valeur supérieure a 129 ng/ml était considérée
comme anormale.

De plus, dans cette étude, il a été observé que le stress du transport n’influengait pas cette
valeur normale. Cependant, les valeurs usuelles d’un méme individu pouvaient étre assez
variables d’une journée a 1’autre.

De plus, il a été observé qu’une anesthésie et une opération chirurgicale pour des affections
n’ayant aucun impact systémique (laryngoplastie, castration et arthroscopie) avaient un
faible impact sur la concentration en MPO qui était alors discrétement augmentée de fagon
significative. Cependant celle-ci restait tout de méme inférieure a la limite de 129 ng/ml

fixée auparavant.

1.3.2.2.  Muscle

En 2010, Serteyn et al., 2010 décident de doser la concentration en MPO dans le muscle de
chevaux avant et apres effort. Pour cela, des micro-biopsies du triceps brachial étaient
effectuées a 1’aide d’une aiguille de 14 gauge. Le site de prélevement était rapidement tondu
puis désensibilisé avec 0,5 ml de mépivacaine. Deux prélevements étaient effectués, a
gauche avant ’effort puis a droite aprés ’effort. Les biopsies étaient ensuite immédiatement
congelées dans de 1’azote liquide a -80°C jusqu’a utilisation. Les biopsies étaient alors
homogénéisées dans 500ml de solution tampon PBS a 20 mmol/l, refroidi a la glace, au pH
de 7.,4. Aprés homogénéisation, la concentration en protéines de 1’échantillon était mesurée
en utilisant un dosage de 1’acide bicinchoninique.

La concentration en MPO dans les extraits de muscle était ensuite déterminée a I’aide d’un
kit ELISA développé par Franck et al., (2005).

La limite de la mesure de MPO dans le muscle est le caractére invasif des biopsies
musculaires. Les microbiopsies sont nettement moins invasives mais correspondent tout de
méme a un geste technique, nécessitant une légere anesthésie locale, pouvant donc

difficilement étre réalisé en routine.
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1.3.2.3. Salive
1.3.2.3.1. Composition salivaire

La salive est composée chez ’homme d’environ 97 a 99,5% d’eau, d’électrolytes tels que le
sodium, le potassium, les chlorures, les bicarbonates et le phosphore. On trouve également
dans la salive des mammiferes des enzymes dont I’amylase (absente chez les carnivores) et
la lipase présente uniquement chez les jeunes pour permettre la digestion du lait. L’amylase
est efficace a pH neutre ou basique ce qui explique que le pH de la salive soit compris entre
7 et 9 selon les espéces (Klein, 2013b).
La salive est composée d’une phase plutot liquidienne/séreuse, contenant 1’eau, les ions et
les enzymes, et d’une phase plus visqueuses appelée muqueuse et contenant de la mucine
(Akers et Denbow, 2013b).
Chez I’homme, on retrouve dans la salive la présence de lactoperoxydases qui catalysent
I’oxydation de 1I’ion thiocyanate SCN™ par le peroxyde d’hydrogéne H,O, pour former
I’acide hypothiocyanique, connu comme étant un agent bactéricide. De plus trois enzymes
peroxydases sont retrouvées dans la salive : la lactoperoxydase, la myéloperoxydase et
I’¢osinophile peroxydase. La myéloperoxydase est cependant celle qui présente 1’activité
peroxydase la plus importante. (Thomas et al., 1994).
La salive a différentes fonctions et celles-ci sont variables en fonction des especes. Elle
permet (Akers et Denbow, 2013b) :

- De lubrifier et dissoudre les aliments afin de permettre la déglutition et la digestion ;

- Dr’alcaliniser le contenu du tractus digestif et donc de limiter 1’acidité gastrique, en

particulier chez les ruminants ;

- D’initier la digestion chez les animaux omnivores grace a ’amylase ;

- De réguler la température corporelle chez le chien ;

- De favoriser une bonne hygiene buccale grace aux lysozymes bactériostatiques, aux

cyanures bactéricides et aux défensines qui attirent les leucocytes afin de protéger la

bouche des microbes.
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1.3.2.3.2. Sécrétion salivaire

La sécrétion salivaire se fait par 1’intermédiaire de plusieurs glandes (Figure 11) dont
I’importance varie selon les espéces. Certaines glandes sont a 1’origine de la phase
liquidienne de la salive, d’autres, de la phase muqueuse et d’autres encore ont une sécrétion
mixte (Akers et Denbow, 2013b).
On trouve des glandes mineures directement a proximité de la cavité buccale qui sont des
glandes mixtes : les glandes labiales, buccales et palatines, ainsi que des glandes majeures,
plus éloignées de la cavité buccale. Parmi ces glandes majeures, on trouve (Akers et
Denbow, 2013b):

- La glande parotide sécrétant la phase séreuse de la salive ;

- Les glandes mandibulaires mixtes ;

- Laglande sublinguale a I’origine de la phase muqueuse de la salive.

Figure 11 : Principales glandes salivaires chez le chien (D'aprés Akers et Denbow, 2013b)
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La sécrétion salivaire est continue mais peut augmenter par exemple lors des repas. La
régulation de la sécrétion salivaire se fait par I’intermédiaire du systéme parasympathique et
passe par le nerf facial pour les glandes mandibulaires et sublinguale et par le nerf
glossopharyngien pour la glande parotide (Akers et Denbow, 2013c).

Chez I’homme, la production de salive est d’environ 1,5 litres par jour et 70% de la

sécrétion est issue des glandes mandibulaires (Gilles et al., 2006b)

1.3.2.3.3. Dosage de la MPO dans la salive

Plusieurs études ont eu pour but d’évaluer 1’activité de la myéloperoxydase dans la
salive.
En 1994, Thomas et al. ont expliqué que la mesure de ’activité peroxydase dans la salive
inclut lactivit¢é de la myéloperoxydase, de la lactoperoxydase et probablement d’une
troisiéme enzyme, la peroxydase éosinophilique. L’objectif de leur étude était de mesurer le
taux de chacune de ces enzymes dans la salive et de déterminer la contribution de chacune a
I’activité peroxydase totale de la salive. L’activité de chaque enzyme était mesurée par
chromatographie associée a de la spectrophotométrie. Au cours de cette étude, il a été
démontré que si ’on centrifugeait la salive, la myéloperoxydase était retrouvée
préférentiellement dans le culot. De plus, il semblerait que le taux de MPO dans la salive
puisse étre plus ¢élevé chez le male que chez les femelles. La différence observée n’était
cependant pas significative (Thomas et al., 1994).
En 2016, Klangprapan et al. ont dosé I’activité de la myéloperoxydase dans la salive de
patients thailandais afin de déterminer si celle-ci augmente en cas de maladie parodontale
(Cf. 1.3.3.1.5.2). Pour cela, I’activité de la myéloperoxydase a été mesurée par colorimétrie
en utilisant du 3,3’-diaminobenzidine comme substrat. Chaque prélevement de salive était
mélangé a une quantité précise d’une solution de 3,3’-diaminobenzidine et de potassium
dihydrophosphate. Du H,0, était ensuite ajouté afin de démarrer la réaction. Apres une
incubation de 20 minutes a température ambiante, de 1’azoture de sodium NaN; permettant
de stopper la réaction était ajouté. L’absorbance était ensuite mesurée a 465 nm

(Klangprapan et al., 2016).
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1.3.2.4. Autres fluides biologiques

- Urines

En 2014, Ciragil et al. ont utilisé la myéloperoxydase et la xanthine oxydase comme
nouveau marqueur dans la détection précoce des infections du tractus urinaire chez
I’homme. Pour cela, 549 échantillons d’urines ont été prélevés aupreés de patients dont les
troubles permettaient de suspecter une infection du tractus urinaire. Les critéres d’inclusion
de cette étude étaient la dysurie, la pollakiurie, la douleur abdominale avec ou sans fiévre.
Une fois ’urine prélevée par miction spontanée, les échantillons étaient transportés dans les
30 minutes pour la réalisation des analyses.

Une culture bactérienne était d’abord réalisée afin de former deux groupes d’échantillons,
les échantillons positifs a la culture bactérienne d’une part et les négatifs d’autre part qui
étaient utilisés comme témoins.

L’activité de la MPO était déterminée par la méthode O-dianisidine qui consiste a mélanger
dans un tube a essai 0,3 ml de tampon phosphate, 0,3 ml de H,0,, 0,5 ml d’O-dianisidine. 10
ml d’urines étaient ensuite ajoutés a la préparation et le changement d’absorbance a 460 nm

suivi pendant 10 minutes.

- Larmes (Arafat et al., 2014)
En 2014, Arafat et al. réalisent une étude ayant pour but de doser le taux de MPO, de
collagénase et de gélatinase dans les larmes de patients atteints du syndrome de Stevens-
Johnson et de pemphigus oculaire cicatriciel. L’étude portait sur 7 yeux atteints de
syndrome de Stevens-Johnson, 37 yeux atteints de pemphigus oculaire cicatriciel et 40 yeux
témoins. Pour cette étude, les protéines lacrymales ont été récoltées par lavage des larmes ce
qui permet d’en récolter une plus grande quantité chez des patients produisant peu de
larmes. Pour cela, 60ul de liquide physiologique était appliqué sur la surface de 1’ceil puis
les patients devaient lever les yeux sans cligner. Le liquide lacrymal était ensuite recueilli
dans le cul de sac inférieur a 1’aide d’une micro pipette. Le liquide lacrymal était ensuite
centrifugé afin d’éliminer les débris cellulaires et le surnageant était conservé dans des tubes

stériles a -80°C. Le taux de MPO était ensuite mesuré a [’aide d’un kit ELISA.
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1.3.2.5. Dosage indirect de P’activité de la MPO

En 2000, Winterbourn C. et Kettle A. ont montré que I’analyse des taux de 3-
chlorothyrosine et de 3,5-dichlorothyrosine par chromatographie gazeuse et par
spectrométrie de masse était a cette époque la meilleure méthode disponible pour explorer
I’implication de 1’oxydation par la myéloperoxydase dans la pathogénie de maladies
particulieres. En effet, HOCI réagit avec les résidus tyrosyl des protéines pour former la 3-
chlorotyrosine et la 3,5-dichlorotyrosine. Ces composés sont de parfaits biomarqueurs de
HOCI car ils sont spécifiques de la réaction et sont chimiquement et biologiquement stables.
HOCI ne pouvant étre synthétisé en conditions physiologiques que par 1’action de la
myéloperoxydase, ses dérivés spécifiques sont donc également de bons marqueurs de

I’activité de la myéloperoxydase (Hazen et Heinecke, 1997; Winterbourn et Kettle, 2000).

1.3.3. Intérét clinigue du dosage de la myéloperoxydase

Il n’existe a ce jour aucune technique de mesure rapide et aisée de la MPO dans les liquides
biologiques. Cependant, il existe des Kits de dosage ELISA accessibles pour toutes les
especes chez lesquelles la MPO a éte isolée et séquencée, ce qui rend son dosage réalisable.
Le laboratoire Franck Duncombe a Caen propose chez le cheval ce dosage en routine.

1.3.3.1. Chez ’homme

1.3.3.1.1. Maladies cardiagues

En 2013, Nussbaum et al. ont expliqué que la myéloperoxydase est a 1’origine d’une
diminution du monoxyde d’azote et d’une augmentation des especes dérivées du nitrate et
du chlore, ce qui a un impact sur le systeme vasculaire et contribue a la formation et a la

propagation des maladies cardio-vasculaires (Figure 12 et Figure 13).
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Figure 12 : Impact de la MPO sur le systeme vasculaire (D'aprés Nussbaum et al., 2013)
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Figure 13 : contribution de la MPO au dysfonctionnement cardiovasculaire et myocardique
(Nussbaum et al., 2013)
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1.3.3.1.1.1.1. Athérosclérose

L’athérosclérose est un processus inflammatoire chronique a 1’origine de 1ésions de la paroi

J
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des arteres. Il s’agit de la cause majeure de maladie des artéres coronaires (Teng et al.,
2017). Un taux élevé de LDL (transporteur majeur du cholestérol dans le plasma), est un

facteur de risque majeur dans le développement des 1ésions d’athérosclérose. Cependant, ces
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LDL doivent étre biochimiquement modifiés ou oxydés avant de pouvoir jouer un role dans
I’athérosclérose. En cas de stress oxydatif excessif, des lésions tissulaires oxydatives se
mettent en place. La MPO et un bon nombre de ses produits dérivés sont retrouvés en
quantités élevées dans les Iésions d’athérosclérose. Il semblerait donc que le
myéloperoxydase joue un rdle dans les réactions d’oxydation des tissus atteints
d’athérosclérose (Podrez et al., 2000). La MPO étant la seule voie connue pour générer des
especes chlorées réactives a des niveaux d’halogénures présents chez ’homme, la détection
de ces produits d’oxydation chlorés stables est donc utilisée afin d’identifier les tissus ou la
MPO joue un réle dans les Iésions oxydatives observées telles que 1’athérosclérose (Hazen
et Heinecke, 1997).

De plus, Buttery et al., (1996) ont montré que la nitrotyrosine est retrouvée en quantites
importantes dans ’intima des artéres atteintes d’athérosclérose chez 1’homme et dans les
LDL issus d’athérome humains. Or, deux voies dépendantes de la MPO aboutissent a la
synthese de nitrotyrosine. Ainsi, ce composé peut également étre considéré comme un
marqueur d’activité de la myéloperoxydase dans les Iésions d’athérosclérose (Hazen et al.,
1999).

In vivo, il a été démontré que la MPO provoque une érosion superficielle des plaques
d’athérosclérose et augmente la formation de thrombus au niveau des zones d’instabilité ou
de rupture des plaques. La Figure 14 présente les roles de la MPO et de ses dérivés dans

I’instabilité des plaques d’athérosclérose (Teng et al., 2017).
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Figure 14 : Roles de la MPO et de ses dérivés dans l'instabilité des plaques d'athérosclérose (D'apreés
Teng et al., 2017)
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1.3.3.1.1.1.2. Insuffisance valvulaire mitrale

En 2017, Park et al. ont réalisé une étude afin d’évaluer la relation entre les niveaux sériques
de MPO et la sévérité de la défaillance cardiaque due a une insuffisance chronique de la
valve mitrale chez les chiens. L’étude portait sur 69 chiens atteints de différents stades de
defaillance cardiaque due a une insuffisance chronique de la valve mitrale et 13 chiens sains
servant de témoins. Les concentrations sériques en MPO chez les animaux ont été mesurées
par un test ELISA en utilisant un anticorps anti-MPO spécifique a I’espéce canine. Cette
étude semble conclure que les concentrations sériques en MPO diminuent a mesure que la
sévérité de la défaillance cardiaque augmente. Cependant, 1’étude présente plusieurs limites.
D’une part, la population étudiée était insuffisante ce qui est a 1’origine d’un manque de
puissance statistique ; de plus, les taux de MPO détectés auraient pu étre influencés par

I’alimentation ou la prise de médicaments (Park et al., 2017).

1.3.3.1.1.1.3. Syndrome coronarien aigu et maladie ischémique

cardiagque

Le stress oxydatif et ’inflammation jouent un role essentiel dans la pathogénie des maladies

des artéres coronaires conduisant au syndrome coronarien aigu. L’infiltration des tissus par
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les macrophages et les neutrophiles participe a la formation de Iésions d’instabilité des
plaques coronaires. La MPO étant sécrétée en cas d’inflammation, cette enzyme pourrait
également étre considérée comme un biomarqueur lors de syndrome coronarien aigu ou de
maladie ischémique cardiaque. Il est démontré que la concentration sérique en MPO et son
activité dans les leucocytes augmentent en cas de syndrome coronarien aigu et que cette
augmentation est significativement corrélée a la présence du syndrome (Loria et al., 2008).
En 2017, Teng et al. ont rapporté que la myéloperoxydase peut étre utilisée comme aide
diagnostique et comme facteur pronostic chez les patients atteints de syndrome coronarien
aigu (Teng et al., 2017).

1.3.3.1.1.1.4. Risque cardiovasculaire chez les enfants obéeses

\

L’obésité est associée a une inflammation générale chronique de bas grade et I’on sait
désormais que la myéloperoxydase joue un r6le important dans les maladies inflammatoires
chroniques comme les maladies cardiovasculaires. Ainsi, en 2012, Olza et al. ont étudié le
taux de MPO dans le plasma d’enfants obéses et recherché si celle-ci pouvait étre un
biomarqueur de risque de développement d’une maladie cardiovasculaire. L’étude portait
sur 446 enfants, 223 obéses et 223 de poids normal. Le taux de MPO était plus élevé dans le
plasma des enfants obéses et était significativement corrélé a d’autres biomarqueurs de
I’inflammation et de risque de maladie cardiovasculaire tels que la CRP, le MMP-9 et la
resistine. Cette étude a permis de conclure que la MPO pouvait également étre considérée
comme un biomarqueur de I’inflammation associée au risque de développement d’une

maladie cardiovasculaire chez les enfants obeses pré pubéres (Olza et al., 2012).

1.3.3.1.2. Maladies auto-immunes : arthrite rhumatoide

Les maladies auto-immunes découlent d’une réponse immunitaire inappropri¢e de
I’organisme contre ses propres antigenes. Cette réponse anormale est associée a un état
inflammatoire prolongé, ainsi qu’une destruction des tissus et des organes atteints. L arthrite
rhumatoide est une maladie auto immune caractérisée par des articulations synoviales
inflammées de facon chronique. Le niveau de stress oxydatif a été détecté comme un facteur
de développement et de progression. Dans le cadre de cette maladie, les articulations

synoviales sont toujours infiltrées par des neutrophiles et des macrophages a 1’origine de la
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présence de nombreux médiateurs pro inflammatoires. De plus, il est aujourd’hui démontré
que la dégradation du cartilage dans le cadre de 1’arthrite rhumatoide est due a la présence
de HOCI issu des neutrophiles activés présents dans le liquide synovial. Dans leur étude en
2014, Wang et al. ont démontré que les patients souffrant d’arthrite rhumatoide avaient un
taux de MPO dans leur sérum supérieur a celui des patients souffrant d’autres maladies auto
immunes. De plus, une association entre le taux de MPO et I’atteinte variable des patients a
été observée, suggérant que la MPO joue un réle dans le processus inflammatoire de la
maladie. Dans cette étude, une corrélation entre le taux de MPO dans le sérum et la

concentration en CRP a également été démontrée (Wang et al., 2014).

1.3.3.1.3. Maladie d’Alzheimer

Comme expliqué plus haut, la myéloperoxydase exprimée par les cellules phagocytaires est

a D’origine d’un ensemble d’oxydants qui contribuent aux dommages tissulaires lors d’un
phénomene inflammatoire. En 2004, Green et al. ont demontré la présence et I’activité de la
myéloperoxydase dans le cerveau humain et en particulier dans les neurones grace a
I’identification d’ARN messager de I’enzyme et a 1’observation de MPO immunoréactive.
La maladie d’Alzheimer est une maladie neuro dégénérative et plusieurs marqueurs ont
permis de démontrer 1’augmentation du stress oxydatif dans le cerveau des patients atteints
d’Alzheimer. L’expression de la myéloperoxydase semble étre augmentée en cas de maladie
d’Alzheimer ce qui améne a supposer que 1’enzyme participe au stress oxydatif impliqué
dans la pathogénie des maladies neurodégénératives. De méme, les produits d’oxydation
caractéristiques de la myeéloperoxydase (carbonyles, 3-nitrotyrosine) sont présents dans
I’hippocampe des patients atteints de maladie d’Alzheimer ce qui confirme 1’expression de

la MPO dans le cerveau lors de cette maladie.

1.3.3.1.4. Maladies rénales

Beaucoup d’auteurs ont montré la présence de cellules contenant de la MPO ainsi qu’une
activité de la MPO dans le cas de maladies rénales. Des expériences in vivo ont révéle que la
MPO pouvait étre a ’origine de la maladie glomérulaire, entrainant des modifications

morphologiques du glomérule, des lésions endothéliales et mésangiales, ainsi que
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I’activation des plaquettes et de réponses identiques a celles observées lors de
glomérulonéphrite inflammatoire et proliférative chez I’homme (Ciragil et al., 2014).

Les premiéres études n’ont pas pu montrer d’augmentation de 1’activité en MPO dans les
tissus rénaux enflammés (pyélonéphrite) bien que I’analyse histologique ait confirmé la
présence d’un nombre anormalement élevé de neutrophiles (Ormrod et al., 1987).
Cependant, le développement de nouvelles techniques a par la suite permis a Hillegass et
al., (1990) de montrer qu’en cas d’inflammation rénale, I’activité en MPO était augmentée.
Dans le rein, les monocytes représentent la principale source de MPO en cas de
glomérulopathie associée aux lipides. Le processus est trés similaire au développement de
I'athérosclérose associée aux lipides. La MPO est associée de maniere extracellulaire et
intracellulaire aux monocytes et macrophages a différents stades de sévérité de la lésion
(Malle et al., 2003).

De plus, I’augmentation de 1’activité¢ de la MPO dans les néphropathies diabétiques n’a pas
été démontrée de maniére significative. Ainsi, considérer la MPO comme un facteur
pathogénique pertinent pour les complications rénales en cas de diabéte reste une hypothése
et I’étude de patients diabétiques souffrant de déficience en MPO serait nécessaire pour
clarifier le réle de la MPO dans ce cas (Malle et al., 2003).

Dans le cas de la néphrite passive de Heymann, les cellules épithéliales glomérulaires
peuvent génerer du peroxyde d'hydrogene grace a I'oxydoréductase NADPH-dépendante par
analogie aux granulocytes neutrophiles pendant la flambée respiratoire. Ceci semble
démontrer que le systeme MPO-peroxyde d’hydrogene-chlorure joue un réle essentiel dans
la synthése d’especes réactives de I'oxygéne au niveau des membranes basales
glomérulaires endommagées chez les patients atteints de glomérulonéphrite membraneuse
(Malle et al., 2003).
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1.3.3.1.5. Infections (tractus urinaire, maladie parodontale)

1.3.3.1.5.1. Tractus urinaire

Lors d’infection urinaire, il semble que le taux de MPO dans les urines augmente. En effet,
Ciragil et al., (2014) ont observé que le taux de MPO dans les prélévements d’urine stérile
¢tait de 414 U/l alors qu’il était souvent plus élevé en cas d’infection du tractus urinaire. Ce
taux était le plus éleve (1546 U/l) lors de contamination a E. coli et le plus bas dans les
urines infectées par S. agalactiae et E. cloacae. Le test développé présentait par ailleurs une
sensibilité de 87% et une spécificité de 100%, ce qui permet d’accorder une confiance
suffisante aux résultats présentés dans 1’étude.

De plus, il a été démontré auparavant qu’il existait une corrélation significative entre la

concentration en MPO et le nombre de leucocytes dans 1’urine (Steinhoff et al., 1997).

1.3.3.1.5.2. Maladie parodontale
Les maladies parodontales sont des infections bactériennes trés répandues dans le

monde. Les maladies parodontales regroupent les gingivites et les parodontites. Les
gingivites sont une affection localisée uniquement aux gencives tandis que les parodontites
se caractérisent par une atteinte du tissu dentaire. Ces maladies parodontales sont
fréeqguemment associées a des maladies systémiques telles que le diabéte sucré, les maladies
ischémiques cardiaques ou le syndrome coronarien aigu. Le diagnostic précoce de ces
maladies est essentiel pour la bonne réussite du traitement, ainsi que pour limiter leur
gravité ou leurs complications. L’activit¢ de la MPO dans la salive en tant que marqueur
précoce de ces maladies a été étudiée par Klangprapan et al. en 2016 (Klangprapan et al.,
2016). Les résultats ont montré que ’activité salivaire de la MPO chez les patients atteints
de parodontite était significativement plus élevée que chez les patients sains. De méme,
celle-ci éetait également plus élevée chez les patients atteints de parodontite que chez les
patients atteints de gingivite méme si la différence n’était pas statistiquement significative.
Enfin, une différence de I’activité salivaire de la MPO entre les patients atteints de gingivite

et les patients sains a été observée mais n’était pas significative (Figure 15).
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Figure 15 : comparaison de l'activité salivaire de la MPO entre des patients sains, des patients
atteints de gingivite et des patients atteints de parodontite (D’aprés Klangprapan et al., 2016).
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Une corrélation entre 1’activité salivaire de la MPO et la gravité de la parodontite a
également été observee. D’aprés cette étude, 1’activité salivaire de la MPO peut étre utilisée
comme indicateur de risque de maladie parodontale. Ainsi des individus positifs a ce test

devraient étre référés a un dentiste en vue d’un examen clinique complet.

1.3.3.1.6. Suivi des exercices physiques

Les effets de 1’exercice sur la fonction des neutrophiles sont largement influencés par 1’age,
le sexe, le niveau sportif et la durée et I’intensité de I’effort. Un effort physique intense
entraine une mobilisation des leucocytes périphériques et I’importance de cette mobilisation
est proportionnelle a I’intensité et a la durée de I’exercice (McCarthy et Dale, 1988). Un
exercice modéré semble stimuler le systéme immunitaire (Sharp et Koutedakis, 1992),
réduire les risques de maladies cardiovasculaires, favoriser une bonne santé et un bon état
corporel (Blair et al., 1992; Suzuki et Machida, 1995) et diminuer la sensibilité aux
infections. Au contraire, un exercice physique de courte durée mais tres intense, ou un

exercice physique prolongé, semblent contribuer & une baisse des défenses immunitaires,
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une augmentation des troubles du myocarde, une mort soudaine (Mittleman et al., 1993) ou
encore une augmentation du risque d’infections. Au cours de leur étude en 2000, Yamada et
al., ont étudié des prélevements sanguins de skieurs de fond avant I’effort, juste apres
I’effort, une heure apres 1’effort et deux heures apres 1’effort. Ils ont démontré que le taux de
leucocytes était augmenté de maniére significative juste aprés 1’effort ainsi que une heure et
deux heures aprés I’effort. Le taux de neutrophiles augmentait de maniere graduelle au
cours du temps et était significativement plus important deux heures apres 1’effort qu’avant
I’effort. De plus, la concentration des espéces réactives de I’oxygene, issues de 1’activité de
la MPO était également augmentée ce qui suggére une augmentation de I’activité oxydative
des neutrophiles.

Melanson et al., (2006) ont mesuré le taux de MPO dans le sang aprés un marathon et I’ont
comparé a des marqueurs spécifiques de la santé cardiaque (créatine kinase, myoglobine,
troponine T, et peptide natriuretique N-terminal type B) chez 24 athlétes. 92% des athlétes
avaient un taux plus élevé de MPO apres 1’effort, ce qui refléte probablement une réponse
inflammatoire systémique importante. De plus, une augmentation de la TnT et du
NTproBNP a également été observée, ce qui suggere qu’une atteinte du myocarde en

corrélation avec 1’augmentation de la MPO ne peut étre exclue.

1.3.3.2. Chez le cheval

Certaines affections équines telles que la fourbure ou les torsions intestinales avec

sepsis peuvent étre liées a une activation des neutrophiles, démarrant localement et
s’étendant progressivement a la circulation systémique. La MPO semble étre un marqueur

caractéristique d’une activité inflammatoire dans la muqueuse intestinale (McConnico et al.,

1999).

1.3.3.2.1. Ischémie reperfusion lors de torsion intestinale

Deby-Dupont et al. ont montré en 1998 que la concentration plasmatique en MPO
lors de torsion intestinale chez le cheval était fortement augmentée, allant de 200 a 732
ng/ml pour une valeur haute usuelle de 129 ng/ml. Cette augmentation est probablement due
a une activation et une dégranulation des neutrophiles dans le sang suite a la translocation

des endotoxines liées a la torsion ou bien au phénoméne d’ischémie reperfusion locale
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consécutif a la chirurgie. De plus, il est possible que ceci contribue au choc endotoxémique
couramment observé comme complication dans ce type de pathologie intestinale. Ainsi, la
torsion intestinale chez le cheval s’accompagne d’une augmentation de 1’activité des
neutrophiles qui peut étre mise en évidence par I’augmentation de ’activité enzymatique

des granulocytes comme la MPO dans les tissus (Deby-Dupont et al., 1998)

Plusieurs années plus tard Grilke et al. ont également montré qu’une activité élevée

de la MPO est détectée dans les muqueuses intestinales aprés ischémie reperfusion (Grulke
et al., 2008). Lors d’étranglement intestinal, une réaction inflammatoire et une ischémie se
mettent en place, ce qui conduit a I’activation de 1’endothélium vasculaire et a un appel des
neutrophiles sur la zone atteinte. Tout ceci conduit a une aggravation des lésions par
adhésion des neutrophiles aux cellules endothéliales et & leur toxicité pour ces cellules. La
cytotoxicité en question est corrélée a la concentration en MPO active présente dans les
liquides biologiques.
Enfin, en plus de 1’élévation de la concentration plasmatique en MPO dans les affections
intestinales équines, il a été montré que cette élévation est plus importante en cas
d’étranglement intestinal, et qu’elle est particulierement éelevée chez les individus qui
décéderont. La MPO semble donc également apporter un facteur pronostic dans ce type de
pathologies (Grulke et al., 1999; Koeffler et al., 1985; McConnico et al., 1999).

1.3.3.2.2. Suivi des exercices physiques

En 1996, Hines et al. ont recherché les effets de I'exercice sur le systeme immunitaire. Il
s’aveére qu’un exercice intense entraine une augmentation des cellules de I’inflammation, en
particulier les neutrophiles, les monocytes et les lymphocytes B chez I’homme et le cheval.
Une leucocytose est observée apres tout type d’effort et tend a augmenter avec 1’intensité et
la durée de I’effort. De plus tout comme lors d’un effort intense, le nombre de neutrophiles
augmente lors d’exercice peu intense mais prolongé chez I’homme et chez les animaux
testés en laboratoire.

Cependant, une étude a montré une diminution de 1’activité des neutrophiles du sang
périphérique lors d’un effort intense chez des chevaux non entrainés. En particulier, une

diminution du chimiotactisme des neutrophiles a été observée associée a une diminution de
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la flambée respiratoire dans laquelle la myéloperoxydase joue un role essentiel (Wong et al.,
1992). Ainsi, ’effet de I’exercice sur le systéme immunitaire n’est pas tout a fait élucidé
mais il semble tout de méme qu’il existe. Le stress causé par I’exercice pourrait avoir des
effets variables sur le systéme immunitaire, parfois en le stimulant, parfois en 1’inhibant.
Cette relation entre I’exercice et le systéme immunitaire tend a étre précisee, en particulier
parce que I’exercice pourrait avoir un intérét thérapeutique en cas de maladies caractérisées
par une immunosuppression (Hines et al., 1996).

En 2010, Seytern et al. ont cherché a montrer I’impact d’une course d’endurance de 120 km
sur la concentration musculaire et plasmatique en myéloperoxydase et élastase. En effet, un
exercice intense peut induire la dégranulation excessive des neutrophiles, conduisant a une
augmentation de la concentration plasmatique en MPO et en élastase. Ces enzymes ayant
des propriétés pro inflammatoires et pro oxydatives pourraient jouer un réle dans les
dommages musculaires causés par un exercice intense. L’objectif de 1’étude était donc de
mesurer les concentrations plasmatiques et musculaires en MPO et en élastase et de les
corréler a une éventuelle souffrance musculaire induite par I’exercice. Seytern et al. ont
observé une augmentation du nombre de neutrophiles circulants, de la concentration en
MPO et de la concentration en élastase chez les chevaux d’endurance 2 heures apres la
course. Une seule séance d’exercice intense a suffi & diminuer temporairement la fonction
des neutrophiles. De plus cette augmentation était corrélée de maniere significative a
I’augmentation de la créatine kinase dans le muscle, et au niveau sérique. Il a également été
observé dans cette étude que I’inhibition de 1’élastase conduisait a une diminution de
I’activit¢ de la MPO dans les cellules musculaires squelettiques, ce qui suggére une
coopération de 1’¢élastase et de la MPO dans les Iésions musculaires. L’accumulation de
MPO dans le muscle pourrait participer a 1’altération des membranes cellulaires, conduisant
a ’excrétion de créatines kinases (Serteyn et al., 2010).

De plus tous les chevaux n’ont pas montré la méme intensité dans la réponse inflammatoire
musculaire face a 1’exercice. Cela peut tre expliqué par le fait que les chevaux n’ont pas

effectué le méme effort, n’ont pas les mémes capacités ou le méme entrainement.

Ainsi, la MPO est une enzyme dont le réle dans 1’inflammation est de nos jours bien connu.

De nombreuses études ont également permis de démontrer qu’elle était un marqueur de
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I’inflammation intéressant lorsqu’elle était dosée dans le sang, et ce dans de nombreuses
pathologies. Cependant son utilisation en tant que marqueur de 1’inflammation dans d’autres
milieux biologiques reste encore trés peu étudiée. De méme, le dépistage sanguin de
I’inflammation d’un organisme est aujourd’hui bien développé, mais peu de méthodes non
invasives de dépistages dans d’autres milieux sont pratiquées. De ce fait, nous avons choisi
d’¢étudier le dépistage salivaire de I’inflammation par I’intermédiaire de cette enzyme dans

la seconde partie de ce travail.
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2.DEUXIEME PARTIE : ETUDE
EXPERIMENTALE

2.1. Contexte et objectif de I’étude

Au cours des courses longues distances, aussi bien chez le cheval d’endurance de haut
niveau que chez le chien de traineau, de nombreux troubles sont détectés et aménent parfois
a ¢liminer I’animal de la course.

Les troubles fréquemment rencontrés chez le cheval d’endurance peuvent étre classés en
deux familles : les boiteries et les troubles métaboliques. Les boiteries peuvent étre de
diverses origines : myopathie d’effort, crampe, dorsalgie, contusion des pieds, lésions
articulaires, tendinites, fourbure (SENA, 2007).

Les troubles métaboliques les plus fréguemment observés sont la déshydratation, le coup de
chaleur, le syndrome d’épuisement, le flutter diaphragmatique, les coliques et les troubles
rénaux.

Au cours d’une étude en 2001, il a été montré que les motifs d’élimination les plus courant
sont les boiteries (57%), puis les troubles métaboliques (39%) (MEYRIER, 2003).

Chez le chien de traineau, les troubles fréguemment rencontrés sont les troubles
locomoteurs, en particulier les affections podales (dermites interdigitées, lésions des ergots,
Iésions sous unguéales, lésions des coussinets), viennent ensuite les affections distales puis
les traumas au niveau des membres. Des troubles digestifs (dysorexie, vomissements,
diarrhée plus ou moins hémorragique) ainsi que des troubles respiratoires (toux,
augmentations des bruits respiratoires, difficultés inspiratoires) sont également observés
(ROGALEV, 2011).

Etant donné son activit¢é dans 1’organisme, la myéloperoxydase (MPO) est
probablement impliquée dans de nombreux meécanismes rencontrés dans ces entités
pathologiques.

Ainsi, cette étude a pour objectif de mettre en place un test simple, rapide, non invasif,
réalisable sur le terrain permettant de mettre en évidence de maniere précoce des animaux
en souffrance physique au cours d’une course. L’utilisation de ce test lors des étapes des

courses d’endurance équestre ou de traineau serait alors un complément a I’examen clinique

63



et pourrait conforter le vétérinaire en charge des examens intermédiaires dans son choix de
refuser ou non le départ d’un animal sur les étapes suivantes. Pour cela, nous devons
disposer d’un marqueur fiable, objectif, répétable, et dont le résultat soit corrélé a 1’état
clinique de I’animal. Cette étude s’intéressera a vérifier la répétabilité et la fiabilité de la
MPO pour cet usage.

Plusieurs méthodes ont été étudiées, I’objectif étant de déterminer leur répétabilité ainsi que
leur reproductibilité, en comparant différents moyens de prélevement, et différentes

dilutions pour les analyses dans nos deux espéces cibles : le chien et le cheval.

2.2. Matériel et méthode

2.2.1. Animaux préleveés
2.2.1.1. Les chiens

Les prélevements ont été effectués sur les chiens appartenant au laboratoire de reproduction

de ’ENVA. Les 21 chiens testés pour la mise au point de la méthode de prélevements sont
tous des Beagles agés de 1 an a 12 ans, de sexe variés (trois males entiers, un male castré et
17 femelles entieres). Lors de 1’étude de la répétabilité, deux femelles étaient gestantes. Les
autres femelles étaient toutes en ancestrus. Lors de 1I’étude de la reproductibilité, deux
femelles étaient également gestantes, une était en metoestrus et une était en cestrus. Trois
chiennes, soit 13,6%, avaient du tartre en quantité importante et 5 chiennes, soit 22,7 %,
étaient plus maigres que les autres avec une note d’état corporelle de 3 sur 9 contre 6 sur 9
pour les autres. Les informations concernant les animaux prélevés sont regroupées dans le
Tableau 3.

Tous les animaux présentaient un bon état général et n’étaient atteints d’aucune
maladie systémique connue. Nous avons procédé box par box au sein du chenil, chaque
animal était sorti du box, amené en salle de prélévement, son identité était contr6lée par
lecture de son transpondeur afin de s’assurer de ne pas prélever deux fois le méme animal et

les prélevements étaient effectués selon les méthodes exposées par la suite.
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Tableau 3 : Caractéristiques des chiens au moment du prélevement pour tester chaque méthode.

Animal o
) Race Sexe Age Clinique
teste
973427 Beagle Male lan Chien d’expérimentation
973349 Beagle Male 1,5ans Chien d’expérimentation
284994 Beagle Femelle | 3ans Chien d’expérimentation
380846 Beagle Femelle | 2 ans Chien d’expérimentation
Male
314641 Beagle ) 12 ans Chien d’expérimentation
castre

973323 Beagle Femelle | 2 ans Chien d’expérimentation
339546 Beagle Femelle | 3 ans Chien d’expérimentation
166657 Beagle Femelle | 6 ans Chien d’expérimentation
262430 Beagle Femelle | 1 an Chien d’expérimentation
361220 Beagle Femelle | 3 ans Chien d’expérimentation
766905 Beagle Femelle | 2 ans Chien d’expérimentation, NEC = 3/9
361586 Beagle Femelle | 2 ans Chien d’expérimentation
763843 Beagle Femelle | 1,5 ans Chien d’expérimentation, NEC = 3/9
660610 Beagle Femelle | 1,5 ans Chien d’expérimentation

tartre et gingivite

Chien d’expérimentation, tartre, NEC =
730875 Beagle Femelle | 1,5 ans

3/9
455498 Beagle Femelle | 2 ans Chien d’expérimentation
197310 Beagle Femelle | 6 ans Chien d’expérimentation, tartre
Beau gosse | Beagle Male 8 ans Chien d’expérimentation
759131 Beagle Femelle | 1,5 ans Chien d’expérimentation, NEC =3/9
393064 Beagle Femelle | 2 ans Chien d’expérimentation
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2.2.1.2. Les chevaux
Les chevaux préleves étaient tous issus du centre équestre la SHEVA. Ce sont tous des
chevaux de club, utilisés pour des cours d’équitation « loisir », dont huit juments et huit
hongres. Tous les animaux étaient sains, et aucune jument n’était en chaleurs. Les animaux

testés sont représentés dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Caractéristiques des chevaux au moment du prélévement pour tester chaque méthode.

Animal testé | Sexe Age Clinique

A dix neuf Jument 8 ans Cheval de club
Valentin Hongre 9 ans Cheval de club
Poésie Jument 15 ans Cheval de club
Nougat Hongre 17 ans Cheval de club
Une surprise | Jument 10 ans Cheval de club
Lutin Hongre 19 ans Cheval de club
Vasco Hongre 9 ans Cheval de club
Cannabis Jument 13 ans Cheval de club
Ukaline Jument 10 ans Cheval de club
Atchoum Jument 8 ans Cheval de club
Quavaletti Hongre 14 ans Cheval de club
Rivage Hongre 13 ans Cheval de club
Teckila Jument 11 ans Cheval de club
Querida Jument 14 ans Cheval de club
Sango Hongre 12 ans Cheval de club
Milou Hongre 18 ans Cheval de club

2.2.2. Principe du test
2.2.2.1. Utilisation initiale des bandelettes HEMASTIX
Les bandelettes HEMASTIX® du laboratoire SIEMENS (Annexe 1) sont des

bandelettes destinées a détecter la présence de sang dans I’urine. L’urine est alors prélevée
dans un flacon propre et la bandelette y est immergée. Soixante secondes apres avoir retiré
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la bandelette de ’urine, la zone réactive est comparée a 1’échelle colorimétrique figurant sur
I’étiquette du flacon (Laboratoire SIEMENS, 2011).

2.2.2.2. Principe chimigue du test

Le test repose sur 1’activité peroxydase de I’hémoglobine qui catalyse la réaction du
dihydroperoxyde de diisopropylbenzéne et du tétraméthyl-3,3,5,5’-benzidine. La couleur
obtenue varie entre I’orange et le vert, et une concentration élevée de sang peut induire une
coloration bleue (Laboratoire SIEMENS, 2011). L’activité de peroxydase de la MPO étant
considérée comme la plus importante, la présence de cette enzyme dans un milieu
entrainerait également une réaction colorimétrique. De plus, la MPO est I’enzyme a activité
peroxydase la plus présente dans la salive lors d’inflammation générale de 1‘organisme.
C’est pourquoi nous supposons que lors d’une inflammation, la réaction colorimétrique de

la bandelette est proportionnelle a la quantité de MPO présente dans la salive.

2.2.3. Prélevements

2.2.3.1. Méthodes de prélevements et de traitement du prélévement

Les quatre méthodes ci-dessous ont été testées chez le chien et le cheval.

2.2.3.1.1. Méthode 1
La premiére méthode consiste a introduire directement la bandelette dans la cavité buccale
du chien, la frotter légérement contre les gencives et sous la langue pendant 30 secondes

puis la retirer afin de lire le résultat (Cf. 2.2.4).

2.2.3.1.2. Méthode 2
La seconde méthode consiste a prélever la salive a I’aide d’un écouvillon. Celui-Ci
est introduit dans la bouche du chien puis frotté contre les gencives ou sous la langue
jusqu’a avoir une quantité de salive suffisante pour I’imbiber. L’écouvillon est ensuite placé
dans un petit tube contenant 300uL de NaCl 0,9% pendant 30 secondes. La bandelette est
ensuite trempée dans ce tube jusqu’a imbibition complete puis sortie pour la lecture du

résultat.
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2.2.3.1.3. Méthode 3
La troisieme méthode consiste a prélever la salive a 1’aide d’un écouvillon tout
comme dans la méthode 2 puis a diluer la salive dans un petit tube contenant 600uL de Nacl
0,9% pendant 30 secondes. Ensuite, la bandelette est trempée dans ce tube durant 5

secondes afin d’assurer une imbibition compléte puis sortie pour la lecture du résultat.

2.2.3.1.4. Méthode 4
La quatriéme méthode consiste a prélever la salive a 1’aide d’un écouvillon de la méme
maniere que les méthodes 2 et 3. La salive est ensuite déposée directement sur la bandelette

par roulement de 1’écouvillon, sans dilution préalable.

2.2.3.2. Planning de réalisation des prélévements
2.2.3.2.1. Chez le chien

Afin de tester la répétabilité de chague méthode, deux prélévements a une minute

d’intervalle ont été réalisés pour chaque méthode. La répétabilité a été testée sur 16 chiens
issus du groupe présenté dans la partie 2.2.1.1. Les prélévements pour 1’étude de la
répétabilité ont été effectués le 31 janvier 2018.

Afin de tester la reproductibilité temporelle de chaque méthode, les prélevements ont été
effectués a 24 heures d’intervalle, au méme moment de la journée afin de se mettre au
maximum dans les mémes conditions que la veille. La reproductibilité a été testée sur 17
chiens également issus du groupe présenté en 2.2.1.1. Les prélévements pour I’étude de la

reproductibilité ont été effectués les 9 et 10 novembre 2017.

2.2.3.2.2. Chez le cheval
Chez le cheval, trois prélevements par méthode ont été effectués. Deux prélevements le
méme jour a une minute d’intervalle afin de tester la répétabilité, puis un troisieme
prélevement le lendemain, 24 heures plus tard. Tout comme chez le chien, les prélevements
du lendemain ont été effectués a la méme heure de la matinée pour fixer au maximum les
conditions de réalisation. Les prélevements étaient effectués le matin, avant tout exercice
physique et avant que les animaux ne soient nourris. La répétabilité et la reproductibilité ont

été testées sur les 16 chevaux présentés en 2.2.1.2 pour les méthodes 1 et 4. Les méthodes 2
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et 3 n’ont été réalisées que sur 15 chevaux, I’'un d’eux n’étant pas disponible le jour des

prélévements (Cannabis).

2.2.4. Lecture des résultats

2.24.1. Comparaison a ’échelle colorimétrique et corrélation avec la

quantité de MPO dans la salive

Une fois la bandelette imbibée de salive ou de salive diluée dans du NaCl 0,9%, sa
coloration est comparée a I’échelle colorimétrique figurant sur I’étiquette du flacon toutes
les trente secondes pendant 2 minutes (figure 16). La lecture a été faite dans la méme salle,
lumiere allumée et par une seule personne afin d’assurer la reproductibilité de lecture. Les
résultats étaient ensuite inscrits de maniére manuscrite dans un tableau prévu a cet effet puis

retranscrits en fin de journée informatiquement (Annexe 2).

Figure 16 : Exemple de lecture de résultat (traces)

jo80 2

g

Pour chaque bandelette, cing résultats étaient possibles : négatif, traces, une croix, deux

croix puis trois croix. Grace a une gamme fournie par le laboratoire MPO2max donnant en
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fonction du coloris la quantité de myéloperoxydase présente dans la salive humaine, et sous
I’hypothése que la myéloperoxydase canine soit trés proche de la myéloperoxydase
humaine, des coefficients ont été attribués a chacun de ces résultats pour que chaque coloris
soit représentatif d’une quantité de MPO dans la salive testée. Ces correspondances sont

regroupées dans le tableau 5.

Tableau 5: Correspondance entre le résultat de la bandelette et la quantité de MPO

contenue dans la salive.

. Correspondance en
Résultat de la bandelette Couleur associée »
quantité de MPO

Negatif 0

Traces 2

+ = s

- r 7

— :

D’un point de vue clinique, nous avons considéré que la vitesse de réaction était
importante. Ainsi, nous avons choisi d’étudier les résultats a 30 secondes (en début de
réaction), puis & 120 secondes (en fin de réaction). Ainsi, un animal dont les résultats sont
élevés (deux croix et trois croix) a 30 secondes et a 120 secondes est considéré comme « a
risque », un animal dont les résultats sont faibles (négatif, traces ou une croix) a 30 secondes
mais élevés a 120 secondes est considéré comme « douteux, a recontréler » et un animal

dont les résultats sont faibles a 30 secondes et a 120 secondes est considéré comme « sain ».
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2.24.2. Etablissement d’un systéme binaire pour I’étude du coefficient

Kappa
Afin d’utiliser le coefficient Kappa comme méthode d’analyse statistique, nous avons

regroupé les résultats en deux catégories récapitulées dans la Figure 17. En effet nous avons
considérés que les animaux dont le résultat était négatif, traces ou 1+ correspondaient a des
animaux réagissant peu et dont le stress oxydatif ou I’état inflammatoire pouvait étre
considéré comme faible. Au contraire, les animaux a 2+ ou 3+ correspondaient & des
animaux réagissant beaucoup et dont le stress oxydatif ou 1’état inflammatoire pouvait étre
considéré comme élevé. Pour faire ces catégories, nous nous sommes appuyées sur la
gamme faisant correspondre la couleur obtenue a la bandelette avec la quantité de MPO
présente dans 1’échantillon testé fournie par le laboratoire MPO2max et présentée dans le

tableau 5.

Figure 17 : Regroupement des résultats en systeme binaire

Négatif élevé

Stress
oxydathy

Traces 34

1+

2.2.5. Analyse statistiqgue des résultats

La répétabilité ainsi que la reproductibilité ont été testées selon trois méthodes
statistiques :
e le calcul du coefficient de Lin, purement statistique, qui se base sur deux séries

de mesures quantitatives ;
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e La méthode de Bland et Altman dont I’approche est plus clinique, considérée
comme une méthode de référence, qui se base également sur deux séries de
mesures quantitatives ;

e Le calcul du coefficient kappa qui se base sur deux séries de mesures binaires,
permettant de regrouper les résultats en deux catégories : les animaux présentant
un stress oxydatif élevé et ceux présentant un stress oxydatif faible.

La concordance a été étudiée a 30 secondes puis a 120 secondes et 1’étude était considérée

comme répétable et reproductible si les deux mesures étaient suffisamment concordantes.

2.25.1. Coefficient de Lin

Le coefficient de concordance Lin est une méthode numérique paramétrique d’étude

de la concordance. Il consiste a placer sur un graphique des points correspondant chacun a
un individu testé. L’axe des abscisses correspond a la valeur du premier prélévement et
I’axe des ordonnées a la valeur du second prélévement. Le nuage de points est ensuite
comparé a une droite & 45° correspondant a la concordance parfaite. La valeur du coefficient
de Lin est comprise entre -1 et +1. La concordance est considérée comme parfaite lorsque le
coefficient est égal a +1, nulle lorsqu’il est égal a 0. Enfin, on considére que la discordance
entre les deux séries de mesures est parfaite s’il est égal a -1. Le coefficient de Lin est un
critére purement statistique. Il quantifie la précision de la concordance, mais également
I’écart systématique entre les deux séries de mesures, ce qui représente I’exactitude de la
concordance (Lin, 1989).

L’interprétation de ce coefficient est récapitulée dans le Tableau 6.
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Tableau 6 : Interprétation des valeurs du coefficient de concordance de Lin (CC Lin) (Partik et al.,
2002)

<0.50 Inacceptable
0.51-0.60 Mauvais
0.61-0.70 Mediocre
0.71-0.80 Satisfaisant
0.81-0.90 Assez bon
0.91-0.95 Trés bon

>0.95 Excellent

Cette méthode ne tenant en aucun cas compte de la clinique, il est fortement conseillé de

I’associer au graphique de Bland et Altman (Cf.2.2.5.2).

2.2.5.2. Méthode de Bland et Altman (Bland et Altman, 1999; Giavarina,
2015)

La méthode de Bland et Altman est également une méthode d’analyse de données

quantitatives. Elle vient compléter le coefficient de corrélation de Lin. Il s’agit d’une
méthode clinique d’évaluation de la concordance puisque le critere de concordance est un
critere «clinique » fixé a priori par I’investigateur. Nous avons fixé cet écart avant
I’analyse des résultats. Nous avons considéré qu’un écart de 3 en valeur absolue entre les
deux mesures chez un animal était acceptable d’un point de vue clinique. En effet, nous
pensons que la différence clinique entre un résultat négatif, un résultat montrant des traces
de MPO et un résultat a 1+ n’est pas significative, de méme qu’entre un résultat a 2+ ou a
3+. De plus, la quantité de MPO dans le prélevement peut varier avec le stress, la présence
de tartre a ’endroit du prélévement ou encore la quantité de salive prélevée. Ainsi, pour
cette étude, la méthode est considérée comme répétable si la trés grande majorité des écarts
(en valeur absolue) - soit 95% - entre les deux séries de mesure est inférieure a 3. La
représentation graphique de Bland et Altman permet d’obtenir (Desquilbet, 2017) :

- Le biais, c'est-a-dire la moyenne des écarts de mesures entre les deux séries.

Celui-ci n’a d’intérét que dans le cas ou l’on compare une méthode de

73



prélevement a une méthode de référence, ce qui n’est pas le cas dans notre étude.
Dans 1’étude de la répétabilité et de la reproductibilité spatio-temporelle, la
valeur du biais ne nous intéresse par car il n’y a aucune raison que 1’un ou 1’autre
des prélévements soit sur ou sous-estimé par rapport a 1’autre (droite rouge sur
les graphiques) ;

- Les limites d’agrément inférieure et supérieure a 95%, qui sous I’hypothese que
I’ensemble des écarts de mesures suive une loi normale, 95% des écarts de
mesures se trouvent entre ces deux limites (droites vertes sur les graphiques) ;

- Le coefficient de répétabilité qui signifie que 95% des écarts sont inférieurs en

valeur absolue a cette valeur. Il s’agit de la valeur a laquelle il faut comparer 3.

2.2.5.3. Coefficient kappa

Le calcul du coefficient Kappa est une méthode d’analyse de la concordance entre deux
séries de mesures binaires. Ce coefficient a pour but d’estimer la concordance « Vveéritable »
entre deux mesures en tenant compte de la concordance pouvant étre uniquement due au
hasard.

La formule du coefficient Kappa est la suivante (Desquilbet, 2017) :

Proportion d'accords observés — proportion d'accords dus au hasard
B 1 — proportion d"accords dus au hasard

Ainsi, d’apres cette formule, si la proportion d’accords dus au hasard est égale a 1, il est
impossible de calculer ce coefficient.

Le coefficient Kappa est un nombre réel, compris entre -1 et +1. Plus il est proche de 1
et plus la concordance entre les deux séries de mesures est élevée.

L’interprétation du coefficient Kappa est récapitulée dans le Tableau 7 :
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Tableau 7 : Interprétation des valeurs du Kappa (Landis et Koch, 1977)

Kappa Interprétation

<0 Trés mauvais (Poor)
0-0.20 Mauvais (Slight)
0.21-0.40 Passable (Fair)
0.41-0.60 Moyenne (Moderate)
0.61-0.80 Bonne (Substantial)
0.81-1.00 Trés bonne (Almost perfect)




2.3. Résultats

2.3.1. Chez le chien

23.1.1.  Répétabilité
2.3.1.1.1. Méthode 1

Coefficient de Lin

En comparaison des deux séries de mesure, le coefficient de Lin était de 0,59 soit
mauvais a 30 secondes et de 0,39 soit inacceptable a 120 secondes. La droite jaune de la
Figure 18 représente la ligne sur laquelle devraient se trouver les points en cas de
concordance parfaite. Chaque point bleu représente un animal, 1’axe des abscisses
représente le résultat du premier échantillon et I’axe des ordonnés le résultat du deuxiéme.
Plus les points sont éloignés de cette droite et moins la concordance est bonne. Lors des
prélevements, plusieurs animaux ont donné les mémes résultats lors du premier et du
deuxieme prélevement. Ainsi, plusieurs points sont parfois superposés sur les
représentations graphiques. Ainsi, sur cette figure, on se rend compte que certains points
sont tres éloignés de la droite de concordance parfaite. Ceci justifie que le coefficient de Lin
corresponde a une concordance mauvaise a 30 secondes. A 120 secondes, le nombre de
points eloignés de la droite jaune est encore plus élevé, ce qui justifie un coefficient de Lin

mauvais. Ainsi, d’aprés cette analyse statistique, la méthode 1 n’est pas répétable.
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Figure 18 : Représentation graphique des mesures sur 16 prélévements salivaires de chiens avec la premiere
méthode a 30 secondes (a gauche) et a 120 secondes (a droite), avec en abscisse la valeur mesurée dans le
premier échantillon et en ordonnée la valeur mesurée dans le second échantillon. La droite a 45° représente la
concordance parfaite — Etude de la répétabilité chez le chien

d

Bland et Altman

On peut tout d’abord remarquer que les points représentés sur la Figure 19 ne forment pas
de cbne ouvert a gauche et fermé a droite. Par conséquent, les valeurs du biais et des limites
d’agrément sont a priori interprétables. Les deux droites vertes indiquent que 95% des
écarts relatifs entre les deux prélévements sont compris entre -4,98 et + 5,48 a 30 secondes
et entre -6,24 et +6,27 a 120 secondes. Le coefficient de répétabilité est de 5,23 a 30
secondes et de 6,26 a 120 secondes, ces deux valeurs sont supérieures a 3, 1’écart fixé a
priori. Ainsi, le critére de Bland et Altman n’étant pas vérifié, cette méthode n’est pas

répétable.

Figure 19 : Graphique de Bland et Altman représentant la concordance des mesures entre le premier
prélevement et le second prélévement par la premiére méthode a 30 secondes (a gauche) et & 120
secondes (a droite) — Etude de la répétabilité
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Coefficient Kappa

La répartition des résultats a 30 secondes et & 120 secondes est récapitulée respectivement
dans le Tableau 8 et le Tableau 9. Le coefficient Kappa a 30 secondes est de 0,64 avec un
intervalle de confiance a 95% de [0,18 — 1,09]. La répétabilité a 30 secondes est donc
considérée comme bonne par cette analyse statistique. A 120 secondes cependant, le
coefficient Kappa est égal a 0,09 soit mauvais. L’un des deux Kappa n’étant pas correct,

nous considérons que la répétabilité de la méthode 1 n’est pas satisfaisante.

Tableau 8 : Répartition des résultats selon le prélevement par la méthode 1 a 30 secondes

Tableau 9 : Répartition des résultats selon le prélevement par la méthode 1 a 120 secondes

Premier prélévement
i | total
Stress faible | Stress élevé
Second Stress faible | 14 0 4
prélevement | Stress élevé | 1 1 2
Total 15 1 16

Premier prélevement
: | total
Stress faible | Stress éleve
Second Stress faible | 14 0 14
prélevement | Stress élevé | 1 1 2
Total 15 1 16

Ainsi, cette premiere méthode de prélévement ne semble pas répétable quelle que soit la

méthode statistique d’analyse de la concordance utilisée.
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2.3.1.1.2. Méthode 2

Coefficient de Lin

Concernant la deuxieme méthode qui consistait a diluer I’écouvillon de salive dans 300pL
de NacCl, le coefficient de Lin était de -0,05 a 30 secondes et de 0,24 a 120 secondes, soit
inacceptable dans les deux cas. En effet nous pouvons voir sur la Figure 20 que plusieurs
points sont tres éloignés de la droite jaune correspondant a une concordance parfaite. Ainsi,

d’apres ce coefficient, la deuxiéme méthode de prélévement n’est absolument pas répétable.

Figure 20 : Représentation graphique du coefficient de Lin pour la deuxiéme méthode & 30 secondes
(a gauche) et a 120 secondes (a droite) — Etude de la répétabilité chez le chien

~

Bland et Altman

De nouveau, on peut remarquer que les points représentés sur la Figure 21 ne forment pas de
cone ouvert a gauche et fermé a droite. Par conséquent, les valeurs des limites d’agrément
sont a priori interprétables. Les deux droites vertes indiquent que 95% des écarts relatifs
entre les deux prélévements sont compris entre -3,77 et +3,02 a 30 secondes et entre -5,13 et
+2,88 a 120 secondes. Le coefficient de répétabilité est de 3,40 a 30 secondes et de 4,0 a
120 secondes. Bien que plus proche de 3 que pour la premiére méthode de prélevements, le

critére fixé a priori n’est pas non plus vérifié.

Ainsi, d’apres les deux analyses statistiques quantitatives, la méthode 2 n’est pas répétable.
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Figure 21 : Graphique de Bland et Altman représentant la concordance des mesures entre le premier
prélevement et le second préléevement par la deuxiéme méthode a 30 secondes (a gauche) et a 120
secondes (a droite) — Etude de la répétabilité chez le chien
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Coefficient Kappa

La répartition des résultats a 30 secondes et a 120 secondes est récapitulée
respectivement dans le Tableau 10 et le Tableau 11. Le coefficient Kappa a 30 secondes ne
peut pas étre calculé car la concordance aléatoire est égale a 1 et qu’il est impossible de
diviser par 0. La répétabilité a 30 secondes ne peut donc pas étre mesurée par cette analyse
statistique. On peut penser que tous les préléevements aillant donné le méme résultat lors des
deux prélevements, la répétabilité a 30 secondes devrait étre bonne, cependant, il est
impossible de tenir compte de la part de hasard dans ce resultat. A 120 secondes cependant,
le coefficient Kappa est égal a 0 soit mauvais. L’un des deux Kappa au moins (celui a 120
secondes) n’étant pas correct, nous considérons que la répétabilité¢ de la méthode 2 n’est pas

satisfaisante.

Tableau 10 : Répartition des résultats selon le prélevement par la méthode 2 a 30 secondes
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Premier prélevement
i Total
Stress faible | Stress éleve
Second Stress faible | 16 0 16
prélevement | Stress élevé | 0 0 0
Total 16 0 16




Tableau 11 : Répartition des résultats selon le prélevement par la méthode 2 a 120 secondes

Premier prélévement
i | Total
Stress faible | Stress élevé
Second Stress faible | 14 2 16
prélevement | Stress élevé | 0 0 0
Total 14 2 16

2.3.1.1.3. Méthode 3

Coefficient de Lin

La troisieme méthode consistait a diluer I’écouvillon de salive dans 600uL de NaCl. Pour
cette méthode, le coefficient de Lin était de -0,09 a 30 secondes ce qui correspond a une
concordance inacceptable, et de 0,52 a 120 secondes ce qui correspond a une concordance
mauvaise. Pour cette méthode, a 30 secondes, 13 animaux ont donné un résultat négatif
(soit de valeur 0) lors des deux séries de mesures. De plus deux animaux ont donné un
résultat négatif lors de la premiere série de mesures et un résultat a une croix lors de la
deuxieme serie. Ainsi, trois prélévements ont donné des résultats éloignés de la droite jaune.
On peut en effet remarquer sur la Figure 22 que certains points sont tres éloignés des droites
jaunes sur les deux graphiques.

Figure 22 : Représentation graphique du coefficient de Lin pour la troisieme méthode a 30
secondes (& gauche) et @ 120 secondes (a droite) — Etude de la répétabilité chez le chien
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Bland et Altman

Une fois encore, on peut remarquer que les points représentes sur la Figure 23 ne forment
pas de cone ouvert a gauche et fermé a droite. Par conséquent, les valeurs des limites
d’agrément sont a priori interprétables. Les deux droites vertes indiquent que 95% des écarts
relatifs entre les deux prélévements sont compris entre -1,82 et + 2,07 a 30 secondes et -1,47
et 2,47 a 120 secondes. Le coefficient de répétabilité est donc de 1,95 a 30 secondes et 1,98
a 120 secondes ce qui est inférieur a 3 dans les deux cas. Le critére concordance fixé a priori

est donc respecte.

Figure 23 : Graphique de Bland et Altman représentant la concordance des mesures entre le premier
prélevement et le second prélevement par la troisieme méthode a 30 secondes (a gauche) et a 120

secondes (a droite) — Etude de la répétabilité chez le chien
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Coefficient Kappa

La répartition des résultats a 30 secondes et a 120 secondes est récapitulée
respectivement dans le Tableau 12 et le Tableau 13.
La division par 0 n’étant pas possible, le coefficient Kappa n’a pu étre calculé pour

cette méthode. La situation est la méme que pour la méthode 2 a 30 secondes.
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Tableau 12: Répartition des résultats selon le préléevement par la méthode 3 a 30 secondes

Premier prélévement
i Total
Stress faible | Stress éleve
Second Stress faible | 16 0 16
prélevement | Stress élevé | 0 0 0
Total 16 0 16

Tableau 13 : Répartition des résultats selon le prélevement par la méthode 3 & 120 secondes

Premier prélévement
i Total
Stress faible | Stress élevé
Second Stress faible | 16 0 16
prélevement | Stress élevé | 0 0 0
Total 16 0 16

Il semble donc que cette méthode soit répétable de maniére assez satisfaisante d’aprés Bland
et Altman et du fait que tous les animaux étaient dans la catégorie « stress faible » lors des
deux prelevements. Cependant, il faut noter que 7 animaux sur 15 (46,7%) ayant réagi a
300uL de dilution n’ont pas déclenché de réaction a 600uL.

2.3.1.1.4. Méthode 4

Coefficient de Lin

La méthode 4 consistait a prélever la salive sur un écouvillon puis a 1’appliquer sur
la bandelette en roulant 1’écouvillon. Pour cette méthode le coefficient de Lin était de 0,94
ce qui correspond a une répétabilité excellente a 30 secondes et de 0,91 ce qui correspond a
une répétabilité tres bonne a 120 secondes. En effet, on peut voir sur la Figure 24 que la
majorité des points coincident avec la droite a 45° de concordance parfaite.
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Figure 24 : Représentation graphique du coefficient de Lin pour la quatriéme méthode a 30 secondes
(a gauche) et a 120 secondes (a droite) — Etude de la répétabilité chez le chien
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Bland et Altman

La encore, les points représentés sur la Figure 25 ne forment pas de cone ouvert a gauche et
fermé a droite. Par conséquent, les valeurs des limites d’agrément sont a priori
interprétables. Les deux droites vertes indiquent que 95% des écarts relatifs entre les deux
prélevements sont compris entre -2,23 et +1,61 a 30 secondes et -2,85 et +2,35 a 120
secondes. Le coefficient de répétabilité est donc de 1,92 a 30 secondes et 2,6 a 120 secondes
ce qui est inférieur & 3 dans les deux cas. Le critére concordance fixe a priori est donc
respecté.

Ainsi, d’aprés I’analyse statistique quantitative, la méthode 4 semble répétable de

facon trés satisfaisante.
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Figure 25 : Graphique de Bland et Altman représentant la concordance des mesures entre le
premier prélevement et le second préléevement par la quatrieme méthode a 30 secondes (a
gauche) et a 120 secondes (a droite) — Etude de la répétabilité chez le chien
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Coefficient Kappa

La répartition des résultats a 30 secondes et a 120 secondes est récapitulée
respectivement dans le Tableau 14 et le Tableau 15. Le coefficient Kappa est de 1 soit « trés

bon » a 30 secondes et a 120 secondes.

Tableau 14 : Répartition des résultats selon le prélevement par la méthode 4 a 30 secondes

Tableau 15 : Répartition des résultats selon le prélevement par la méthode 4 & 120 secondes

Ainsi, selon cette analyse la méthode 4 est également tout a fait répétable.

Premier prélevement
i Total
Stress faible | Stress élevé
Second Stress faible | 14 1 15
prélevement | Stress élevé | 1 0 1
Total 15 0 16

Premier prélevement

Stress faible | Stress élevé Toul
Second Stress faible | 14 0 14
prélevement | Stress élevé | 0 2 2
Total 14 2 16
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2.3.1.15. Bilan sur la répétabilité

Tableau 16 : Répétabilité de chaque méthode selon I'analyse statistique chez le chien

Méthode 4
Trés bonne

Méthode 3
Non calculable

Méthode 1 Méthode 2
Lin Mauvaise Mauvaise

Bland et ) ] .
Mauvaise Mauvaise Bonne Trés bonne

Altman

Kappa Mauvaise Mauvaise Non calculable  Trés bonne

Le Tableau 16 montre qu’une seule des quatre méthodes semble répétable
statistiquement, la méthode 4 consistant a prélever de la salive sur un écouvillon et a 1’étaler
sur la bandelette en roulant 1’écouvillon. Les méthodes une et deux ne sont pas répétables et
la méthode trois a été éliminée car la trop grande dilution risquait de masquer des animaux
dont le stress oxydatif est élever, soit d’avoir trop de résultats faussement négatifs.

Compte tenu de ces résultats, la reproductibilité n’a été évaluée que sur la méthode
4. En effet, calculer la reproductibilit¢ d’'une méthode qui n’est déja pas répétable serait un

non-sens.

2.3.1.2. Reproductibilité

Coefficient de Lin

Le coefficient de Lin est de 0,46 soit inacceptable a 30 secondes et de 0,78 soit
moyennement satisfaisant a deux minutes. En effet, la Figure 26 montre - en particulier a 30
secondes - que de nombreux points sont éloignés de la droite de concordance parfaite. Ainsi

d’apres le coefficient de Lin, cette méthode est peu reproductible dans le temps.

86



Figure 26 : Représentation graphique du coefficient de Lin pour la quatriéme méthode a 30
secondes (a gauche) et a 120 secondes (a droite) — Etude de la reproductibilité chez le chien
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Bland et Altman

Nous considérons que la méthode de mesure est reproductible si en moyenne, la deuxiéme
série de mesures ne surestime ou ne sous-estime pas les valeurs par rapport a la premiere
série de mesure de plus de 3, et si la trés grande majorité des écarts (en valeur absolue) entre
les deux séries de mesures est inférieure a 3. Sur la Figure 27, la droite rouge représente le
biais, c’est-a-dire la moyenne des écarts de mesures entre les deux séries de prélévements.
Ici, la valeur de ce biais est -1,18 a 30 secondes et -1 a 120 secondes, ce qui est inférieur a 3
dans les deux cas. L’intervalle de confiance a 95% de ce biais est fourni, et vaut [-3,12 ;
+0,77] a 30 secondes et [-2,11 ; +0,11] a 120 secondes. Cet intervalle de confiance a 95%
comprend la valeur « 0 », donc il n’y a pas de surestimation ou de sous-estimation
significative entre les deux séries de prelévements. Le premier critére de Bland et Altman
est donc respecté. Les deux droites vertes indiquent que 95% des écarts relatifs entre les
deux prélevements sont compris entre -9,42 et +7,07 a 30 secondes et -5,69 et +3,69 a 120
secondes. Le coefficient de répétabilité est donc de 8.25 a 30 secondes et 4.69 a 120
secondes ce qui est supérieur a 3 dans les deux cas. Le second critére de Bland et Altman
n’est pas respecte.

L’un des deux critéres n’étant pas respecté et la méthode de Bland et Altman coincidant
avec le coefficient de Lin, la méthode consistant a prélever de la salive sur un écouvillon et

a I’étaler sur la bandelette ensuite ne semble pas reproductible dans le temps.
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Figure 27 : Graphique de Bland et Altman représentant la concordance des mesures entre le premier
prélevement et le second prélévement par la quatrieme méthode a 30 secondes (a gauche) et a 120
secondes (a droite) — Etude de la reproductibilité chez le chien
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Coefficient Kappa

Le coefficient Kappa a 30 secondes est de 0,43 ce qui correspond a une concordance
moyenne. Il est de 0,87 a 120 secondes, ce qui correspond a une concordance tres bonne.
Ainsi, si ’on choisit de regrouper les animaux par classes en fonction de leurs résultats, la
reproductibilité dans le temps de la méthode semble meilleure sans étre satisfaisante pour
autant.

La répartition des résultats a 30 secondes et a 120 secondes est récapitulée

respectivement dans le Tableau 17 et le Tableau 18.

Tableau 17 : Répartition des résultats selon le prélévement par la méthode 4 a 30 secondes
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Premier prélevement
i | Total
Stress faible | Stress élevé
Second Stress faible | 14 1 15
prélevement | Stress élevé | 1 0 1
Total 15 0 16




Tableau 18 : Répartition des résultats selon le prélévement par la méthode 4 a 120 secondes

Premier prélévement
i | Total
Stress faible | Stress élevé
Second Stress faible | 14 1 15
prélevement | Stress élevé | 1 0 1
Total 15 0 16

Bilan sur la reproductibilité de la méthode 4 chez le chien (Tableau 19)

Seule I’analyse du coefficient Kappa permet de conclure a une bonne reproductibilité de

cette méthode chez le chien.

Tableau 19 : Bilan sur la reproductibilité de la méthode 4 chez le chien

Reproductibilité

Meéthode statistique

Lin Mauvaise
Bland et Altman Mauvaise
Kappa Bonne

2.3.2. Chez le cheval

2.3.2.1.  Répétabilité
2.3.2.1.1. Méthode 1

Coefficient de Lin

Pour la comparaison des deux séries de mesure, le coefficient de Lin selon la premiére
méthode de prélévement chez le cheval était de 0,93, soit trés bon & 30 secondes et de 0,86,
soit plutdét bon a 120 secondes. La droite jaune de la Figure 28 représente la ligne sur
laguelle devraient se trouver les points en cas de concordance parfaite. On peut remarquer
qu’a 30 secondes, la majorité des points représentant les animaux préleves sont proches ou
sur cette droite, ce qui justifie la trés bonne concordance. A 120 secondes, deux points sont
plus éloignés de la droite que les autres ce qui est corrélé a un coefficient de Lin inférieur.
Compte tenu des deux coefficients de Lin, on considére que la répétabilité de la méthode

une chez le cheval est plut6t bonne.
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Figure 28 : Représentation graphique du coefficient de Lin pour la premiére méthode a 30 secondes (a
gauche) et a 120 secondes (a droite) — Etude de la répétabilité chez le cheval

Bland et Altman

On peut tout d’abord remarquer que les points représentés sur la Figure 29 ne
forment pas de cone ouvert a gauche et fermé a droite. Par conséquent, les valeurs du biais
et des limites d’agrément sont a priori interprétables. Les deux droites vertes indiquent que
95% des écarts relatifs entre les deux prélévements sont compris entre -1,77 et + 2,77 & 30
secondes et entre -3,51 et +3,88 a 120 secondes. Le coefficient de répétabilité est de 2,27 a
30 secondes et de 3,70 a 120 secondes. Bien que cette valeur soit inférieure a 3 a 30
secondes, elle est supérieure a 3 a 120 secondes, 1’écart fixé a priori. Ainsi, le critére de

Bland et Altman n’étant pas vérifié a 120 secondes, cette méthode n’est pas répétable.

Figure 29 : Graphique de Bland et Altman représentant la concordance des mesures entre le premier
prélevement et le second prélevement par la premiére méthode a 30 secondes (a gauche) et a 120
secondes (& droite) — Etude de la répétabilité chez le cheval
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Coefficient Kappa

La répartition des résultats a 30 secondes apres regroupement en deux catégories est
représentée dans le Tableau 20 et dans le Tableau 21 pour les résultats a 120 secondes.

Le coefficient Kappa a 30 secondes est de 1 ce qui correspond a une concordance trés bonne
et de 0,75 a 120 secondes, ce qui correspond a une bonne concordance. Ainsi, si 1’on
regroupe les résultats en deux catégories et que I’on utilise cette méthode statistique, la

répétabilité de la premiere méthode chez le cheval peut étre considérée comme bonne.

Tableau 20 : Répartition des résultats selon le prélevement par la méthode 1 a 30 secondes — Etude
de la répétabilité chez le cheval

Premier prélevement
i Total
Stress faible | Stress éleve
Second Stress faible | 13 0 13
prélevement | Stress élevé | 0 3 3
Total 13 3 16

Tableau 21 : Répartition des résultats selon le prélévement par la méthode 1 a 120 secondes — Etude
de la répétabilité chez le cheval

Premier prélevement
i Total
Stress faible | Stress élevé
Second Stress faible | 8 1 9
prélevement | Stress élevé | 1 6 7
Total 9 7 16

2.3.2.1.2. Méthode 2

Coefficient de Lin

Pour la comparaison deux séries de mesure selon la deuxieme méthode de prélévement chez
le cheval, le coefficient de Lin était de 0,8 soit tres bon a 30 secondes et de 0,98 soit
excellent a 120 secondes. La droite jaune de la Figure 30 représente la ligne sur laquelle

devraient se trouver les points en cas de concordance parfaite. On peut remarquer qu’a 30
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secondes, seuls deux points sont Iégerement éloignés de la droite ce qui justifie le tres bon
coefficient de Lin. A 12 secondes, seul un point n’est pas sur cette droite ce qui est corrélé a
un excellent coefficient de Lin. Compte tenu des deux coefficients de Lin, on considére que

la répétabilité de la deuxieme méthode chez le cheval est trés bonne.

Figure 30 : Représentation graphique du coefficient de Lin pour la deuxiéme méthode a 30 secondes (a
gauche) et & 120 secondes (& droite) — Etude de la répétabilité chez le cheval
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Bland et Altman

Comme précédemment, nous pouvons remarquer que les points représentés sur la Figure 31
ne forment pas de cone ouvert a gauche et fermé a droite. Par conséquent, les valeurs du
biais et des limites d’agrément sont a priori interprétables. Les deux droites vertes indiquent
que 95% des écarts relatifs entre les deux prélevements sont compris entre -1,67 et +1,67 a
30 secondes et entre -1,28 et +1,01 & 120 secondes. Le coefficient de répétabilité est de 1,67
a 30 secondes et de 1,14 & 120 secondes. Cette valeur est inférieure & 3 & 30 secondes et a
120 secondes, ’écart fixé a priori. Ainsi, le critéere de Bland et Altman est verifié a 30

secondes et a 120 secondes, la deuxiéme méthode est donc répétable.
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Figure 31 : Graphique de Bland et Altman représentant la concordance des mesures entre le premier
prélevement et le second prélévement par la deuxiéme méthode a 30 secondes (a gauche) et a 120
secondes (a droite) — Etude de la répétabilité chez le cheval
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Coefficient Kappa

La répartition des résultats a 30 secondes et a 120 secondes aprés regroupement en deux
catégories est représentée respectivement dans le Tableau 22 et le Tableau 23.

Le coefficient Kappa & 30 secondes n’est pas calculable car tous les prélévements donnaient
un résultat correspondant a un « stress faible » et que le calcul nécessite une division par 0
ce qui est impossible. Le coefficient Kappa est de 1 a 120 secondes, ce qui correspond a une
concordance trés bonne. Ainsi, le coefficient ne pouvant étre calculé a 30 secondes, la
répétabilité de la deuxiéme méthode ne peut étre évaluée par cette approche statistique.
Cependant, tous les résultats étant identiques a 30 secondes et le coefficient étant trés bon a

10 secondes, on peut penser gque la deuxieme méthode est répétable.

Tableau 22 : Répartition des résultats selon le prélévement par la méthode 2 a 30 secondes — Etude
de la répétabilité chez le cheval

Premier prélevement
i | Total
Stress faible | Stress éleve
Second Stress faible | 15 0 15
prélevement | Stress élevé | 0 0 0
Total 15 0 15
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Tableau 23 : Répartition des résultats selon le prélevement par la méthode 2 a 120 secondes — Etude

de la répétabilité chez le cheval

Premier prélevement
i | Total
Stress faible | Stress élevé
Second Stress faible | 12 0 12
prélevement | Stress élevé | 0 3 3
Total 12 3 15

2.3.2.1.3. Méthode 3

Coefficient de Lin

Pour la comparaison des deux series de mesure selon la troisieme méthode de prélévement,
le coefficient de Lin chez le cheval était de 0,63 soit passable a 30 secondes et de 0,9 soit
plutét bon a 120 secondes. On peut remarquer sur la Figure 32 qu’a 30 secondes, un point
sur trois est plutdt loin de la droite ce qui justifie le coefficient de Lin comme passable. A
120 secondes, seul un point sur cing est autant éloigné ce qui justifie que le coefficient de
Lin soit meilleur. Compte tenu des deux coefficients de Lin, on considere que la répétabilité

de la troisieme méthode chez le cheval est moyenne.

Figure 32 : Représentation graphique du coefficient de Lin pour la troisieme méthode a 30 secondes (a
gauche) et a 120 secondes (a droite) — Etude de la répétabilité chez le cheval

~
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Bland et Altman

Comme précédemment, on peut remarquer que les points représentés sur la Figure 33 ne
forment pas de c6ne ouvert a gauche et fermé a droite. Par conséquent, les valeurs du biais
et des limites d’agrément sont a priori interprétables. Les deux droites vertes indiquent que
95% des écarts relatifs entre les deux préléevements sont compris entre -1,28 et +1,01 a 30
secondes et entre -1,44 et +1,04 a 120 secondes. Le coefficient de répétabilité est de 1,15 a
30 secondes et de 1,24 & 120 secondes. Cette valeur est inférieure & 3 a 30 secondes et a 120
secondes, 1’écart fixé a priori. Ainsi, le critéere de Bland et Altman est Vérifié a 30 secondes

et a 120 secondes, la troisieme méthode est donc répétable selon cette approche statistique.

Figure 33 : Graphique de Bland et Altman représentant la concordance des mesures entre le premier
prélevement et le second prélevement par la troisieme méthode a 30 secondes (a gauche) et a 120
secondes (a droite) — Etude de la répétabilité chez le cheval
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Coefficient Kappa

La répartition des résultats a 30 secondes et a 120 secondes apres regroupement en deux
catégories est représentée respectivement dans le Tableau 24 et le Tableau 25.

Le coefficient Kappa n’est pas calculable, aussi bien a 30 secondes qu’a 120 secondes.
Ainsi la répétabilit¢ de la troisiéme méthode n’est pas €valuable avec cette approche

statistique.
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Tableau 24 : Répartition des résultats selon le prélévement par la méthode 3 & 30 secondes — Etude

de la répétabilité chez le cheval

Tableau 25 : Répartition des résultats selon le préléevement par la méthode 3 a 120 secondes — Etude

Premier prélevement
i | Total
Stress faible | Stress éleve
Second Stress faible | 15 0 15
prélevement | Stress élevé |0 0 0
Total 15 0 15

de la répétabilité chez le cheval

Premier prélevement
: | Total
Stress faible | Stress éleve
Second Stress faible | 15 0 15
prélevement | Stress élevé | 0 0 0
Total 15 0 15

2.3.2.1.4. Méthode 4

Coefficient de Lin

Pour la comparaison des deux séries de mesure selon la quatrieme méthode de prélevement,
le coefficient de Lin chez le cheval était de 0,84 soit plut6t bon a 30 secondes et de 0,98 soit
excellent a 120 secondes. En effet, on peut remarquer sur la Figure 34 qu’a 30 secondes et a
120 secondes, la majorité des points représentant les animaux prélevés sont proches ou sur
cette droite, ce qui justifie la tres bonne concordance. Compte tenu des deux coefficients de

Lin, on considere que la répétabilité de la méthode quatre chez le cheval est trés bonne.
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Figure 34 : Représentation graphique du coefficient de Lin pour la quatrieme méthode & 30 secondes (&
gauche) et a 120 secondes (a droite) — Etude de la répétabilité chez le cheval
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Bland et Altman

On peut tout d’abord remarquer que les points représentés sur la Figure 35 ne forment pas
de cbne ouvert a gauche et fermé a droite. Par conséquent, les valeurs du biais et des limites
d’agrément sont a priori interprétables. Les deux droites vertes indiquent que 95% des
écarts relatifs entre les deux préléevements sont compris entre -3,21 et +2,84 a 30 secondes et
entre -1,22 et +0,97 a 120 secondes. Le coefficient de répétabilité est de 3,03 a 30 secondes
et de 1,10 a 120 secondes. Ce coefficient est donc supérieur a 3 méme s’il en est trés proche
a 30 secondes. Ainsi, le critére de Bland et Altman n’étant pas vérifi¢ a 30 secondes, cette

méthode n’est pas répétable.

Figure 35 : Graphique de Bland et Altman représentant la concordance des mesures entre le premier
prélevement et le second prélevement par la quatrieme méthode a 30 secondes (a gauche) et a 120
secondes (a droite) — Etude de la répétabilité chez le cheval
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Coefficient Kappa

Le coefficient Kappa est de 1 a 30 secondes et a 120 secondes soit trés bon. Ainsi,
contrairement aux méthodes de Lin et de Bland et Altman, d’aprés le coefficient Kappa,

cette méthode est répétable chez le cheval. Les résultats des prélevements a 30 et a 120

secondes sont regroupés respectivement dans le Tableau 26 et le Tableau 27.

Tableau 26 : Répartition des résultats selon le prélevement par la méthode 4 a 30 secondes — Etude

de la répétabilité chez le cheval

Tableau 27 : Répartition des résultats selon le prélévement par la méthode 4 a 120 secondes — Etude

Premier prélevement

Stress faible | Stress élevé Total
Second Stress faible | 14 0 14
prélevement | Stress élevé | 0 2 2
Total 14 2 16

de la répétabilité chez le cheval
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Premier prélévement

Stress faible | Stress élevé Total
Second Stress faible | 13 0 13
prélevement | Stress élevé | 0 3 3
Total 13 3 16




2.3.2.1.5. Bilan sur la répétabilité

Tableau 28 : Répétabilité de chaque méthode selon I'approche statistique choisie chez le cheval

Méthode 4
Trés bonne

Méthode 3
Moyenne

Méthode 1 Méthode 2
Lin Bonne Tres bonne

Bland et ] )
Mauvaise Bonne Bonne Mauvaise

Altman

Kappa Bonne Non évaluable  Non évaluable  Bonne

Chez le cheval les quatre méthodes donnent des résultats positifs quant a la répétabilité de
I’analyse (Tableau 28). Ainsi, la reproductibilité a été calculée pour chacune des quatre

méthodes.

2.3.2.2. Reproductibilité
2.3.2.2.1. Méthode 1

Coefficient de Lin

Concernant la reproductibilité de la premiere méthode, le coefficient de Lin était de 0,79 a
30 secondes soit moyennement satisfaisant et de 0,46 a 120 secondes soit inacceptable. On
peut en effet observer sur la Figure 36 que de nombreux points a 120 secondes sont tres
éloignés de la droite jaune correspondant a la droite de concordance parfaite.

Ainsi, d’aprés le coefficient de Lin, cette méthode n’est pas reproductible.

Figure 36 : Représentation graphique du coefficient de Lin pour la premiére méthode a 30 secondes
(a gauche) et a 120 secondes (a droite) — Etude de la reproductibilité chez le cheval




Bland et Altman

On peut tout d’abord remarquer que les points représentés sur la Figure 37 ne forment pas
de cbne ouvert a gauche et fermé a droite. Par conséquent, les valeurs du biais et des limites
d’agrément sont a priori interprétables. Les deux droites vertes indiquent que 95% des
écarts relatifs entre les deux prélevements sont compris entre -3,42 et +3,79 a 30 secondes et
entre -5,32 et +7,32 a 120 secondes. Le coefficient de répétabilité est donc de 3,61 a 30
secondes et de 6,32 a 120 secondes. Ce coefficient est donc supérieur a 3, limite fixée a
priori, aussi bien a 30 secondes qu’a 120 secondes. Ainsi, le critére de Bland et Altman

n’étant pas vérifié, cette méthode n’est pas reproductible.

Figure 37 : Graphique de Bland et Altman représentant la concordance des mesures entre le premier
prélevement et le second prélévement par la premiére méthode a 30 secondes (a gauche) et a 120
secondes (a droite) — Etude de la reproductibilité chez le cheval
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Coefficient Kappa

Le coefficient Kappa pour la premiére méthode est de 1 a 30 secondes soit tres bon et de
0,18, soit mauvais a 120 secondes. Ainsi, la premi¢re méthode n’est pas reproductible quelle
que soit I’analyse statistique utilisée. Les résultats a 30 secondes et a 120 secondes sont

regroupés respectivement dans le Tableau 29 et le Tableau 30.
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Premier prélevement
i Total
Stress faible | Stress élevé
Second Stress faible | 13 0 13
prélevement | Stress élevé | 0 3 3
Total 13 3 16

Tableau 29: Répartition des résultats selon le préléevement par la méthode 1 a 30 secondes — Etude de
la reproductibilité chez le cheval

Tableau 30 : Répartition des résultats selon le prélévement par la méthode 1 a 120 secondes — Etude
de la reproductibilité chez le cheval

Premier prélevement
i | Total
Stress faible | Stress élevé
Second Stress faible | 3 1 4
prélevement | Stress élevé | 6 6 12
Total 9 7 16

2.3.2.2.2. Méthode 2

Coefficient de Lin

Concernant la reproductibilité de la premiére méthode, le coefficient de Lin était de 0,35 a
30 secondes soit et de 0,4 a 120 secondes soit inacceptable dans les deux cas. On peut en
effet observer sur la Figure 38 que de nombreux points sont tres éloignés de la droite jaune
correspondant a la droite de concordance parfaite aussi bien a 30 secondes qu’a 120
secondes. Ainsi, la deuxiéme méthode n’est pas reproductible chez le cheval d’apres le

coefficient de Lin.
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Figure 38: Représentation graphique du coefficient de Lin pour la deuxieme méthode a 30 secondes (a
gauche) et a 120 secondes (a droite) — Etude de la reproductibilité chez le cheval

-
—

Bland et Altman

Les points représentés sur la Figure 39 ne forment pas de c6ne ouvert a gauche et fermé a
droite. Par conséquent, les valeurs du biais et des limites d’agrément sont a priori
interprétables. Les deux droites vertes indiquent que 95% des écarts relatifs entre les deux
prélevements sont compris entre -3,2 et +1,6 a 30 secondes et entre -5,62 et +4,69 a 120
secondes. Le coefficient de répétabilité est donc de 2,4 a 30 secondes et de 5,16 a 120
secondes. Bien que ce coefficient soit inférieur a 3, limite fixée a priori, a 30 secondes, il est
supérieur a 3 a 120 secondes. Ainsi, le critére de Bland et Altman n’étant pas vérifi¢ a 120

secondes, cette méthode n’est pas reproductible.

Figure 39 : Graphique de Bland et Altman représentant la concordance des mesures entre le premier
prélevement et le second prélévement par la deuxiéme méthode a 30 secondes (a gauche) et a 120
secondes (a droite) — Etude de la reproductibilité chez le cheval
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Coefficient Kappa

Le Tableau 31 et le Tableau 32 regroupent respectivement les résultats a 30 secondes et a
120 secondes.

Le coefficient Kappa pour la deuxieme méthode est de 0,29 soit passable a 120 secondes
mais ne peut étre calculé a 30 secondes étant donné la répartition des résultats. De ce fait, la
reproductibilité de la deuxiéme méthode ne peut étre évaluée par cette méthode statistique.

Tableau 31 : Répartition des résultats selon le préléevement par la méthode 2 a 30 secondes — Etude
de la reproductibilité chez le cheval

Premier prélevement
i | Total
Stress faible | Stress élevé
Second Stress faible | 15 0 15
prélevement | Stress élevé |0 0 0
Total 15 0 15

Tableau 32 : Répartition des résultats selon le prélevement par la méthode 2 a 120 secondes — Etude
de la reproductibilité chez le cheval

Premier prélevement
i | Total
Stress faible | Stress éleve
Second Stress faible | 11 2 13
prélevement | Stress élevé | 1 1 2
Total 12 3 15

2.3.2.2.3. Méthode 3

Coefficient de Lin

Concernant la troisieme méthode consistant a prélever la salive sur un écouvillon puis a la
diluer dans 300uL avant de plonger la bandelette dans cette dilution, le coefficient de Lin a
30 secondes ne peut étre calculé car le calcul nécessite une division par O (tous les
prélevements étant a 0 a 30 secondes) ce qui est impossible. De plus le coefficient de Lin a
120 secondes est de -0,01 soit inacceptable. La Figure 40 montre que plusieurs points sont

trées éloignés de la droite de concordance parfaite (droite jaune). Ainsi, méme si le
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coefficient pouvait étre calculé a 30 secondes, cette méthode ne serait pas reproductible

étant donné le résultat du coefficient a 120 secondes.

Figure 40 : Représentation graphique du coefficient de Lin pour la troisieme méthode a 30 secondes (&
gauche) et a 120 secondes (a droite) — Etude de la reproductibilité chez le cheval

/

Bland et Altman

Les points représentés sur la Figure 41 ne forment pas de cone ouvert a gauche et fermeé a
droite. Par conséquent, les valeurs du biais et des limites d’agrément sont a priori
interprétables. Les deux droites vertes indiquent que 95% des écarts relatifs entre les deux
prélevements sont compris entre -1,83 et +1,29 a 30 secondes et entre -5,26 et +5,13 & 120
secondes. Le coefficient de répétabilité est donc de 1,56 a 30 secondes et de 5,20 a 120
secondes. Bien que ce coefficient soit inférieur a 3, limite fixée a priori, a 30 secondes, il est
supérieur a 3 a 120 secondes. Ainsi, le critére de Bland et Altman n’étant pas vérifi¢ a 120

secondes, la troisieme méthode n’est pas reproductible.
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Figure 41 : Graphique de Bland et Altman représentant la concordance des mesures entre le premier
prélevement et le second prélevement par la troisieme méthode a 30 secondes (a gauche) et a 120

secondes (a droite) — Etude de la reproductibilité chez le cheval
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Coefficient Kappa

Le Tableau 33 et le Tableau 34 regroupent respectivement les résultats des préléevements a

30 secondes et a 120 secondes.

Tableau 33 : Répartition des résultats selon le prélévement par la méthode 3 a 30 secondes — Etude
de la reproductibilité chez le cheval

Premier prélévement

Stress faible | Stress élevée Toul
Second Stress faible | 15 0 15
prélevement | Stress élevé | 0 0 0
Total 15 0 15

Tableau 34 : Répartition des résultats selon le prélevement par la méthode 3 a 120 secondes — Etude
de la reproductibilité chez le cheval

Premier prélévement

Stress faible | Stress élevé Total
Second Stress faible | 14 1 15
prélevement | Stress élevé |0 0 0
Total 14 1 15
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Compte tenu de la répartition des résultats, le coefficient kappa ne peut étre calculé a 30
secondes et a 120 secondes pour la troisieme méthode. Tout comme la deuxieme méthode
de prélevements, la reproductibilité de la troisieme méthode ne peut donc pas étre évaluée

par cette approche statistique.

2.3.2.2.4. Méthode 4

Coefficient de Lin

Concernant la quatrieme méthode qui consiste a prélever la salive sur un écouvillon
puis a I’étaler par roulement sur la bandelette, le coefficient de Lin est de 0,34 soit
inacceptable a 30 secondes et de 0,73 soit moyennement satisfaisant a 120 secondes. On
peut en effet remarquer sur la Figure 42 a 30 secondes que de nombreux points sont trés
éloignés de la droite de concordance parfaite. A 120 secondes, les points sont plus proches
de cette droite, ce qui justifie que le coefficient de concordance de Lin soit meilleur qu’a 30
secondes mais certains en restent tout de méme trop éloignés pour que le coefficient soit

bon. Ainsi la quatriéme méthode n’est pas reproductible d’apres le coefficient de Lin.

Figure 42 : Représentation graphique du coefficient de Lin pour la quatriéme méthode a 30 secondes
(a gauche) et a 120 secondes (a droite) — Etude de la reproductibilité chez le cheval
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Bland et Altman

On peut tout d’abord remarquer que les points représentés sur la Figure 43 ne forment pas

de cOne ouvert a gauche et fermé a droite. Par conséquent, les valeurs du biais et des limites
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d’agrément sont a priori interprétables. Les deux droites vertes indiquent que 95% des
écarts relatifs entre les deux prélevements sont compris entre -4,86 et +4,61 a 30 secondes et
entre -4,22 et +3,84 a 120 secondes. Le coefficient de répétabilité est donc de 4,74 a 30
secondes et de 4,03 a 120 secondes. Ce coefficient est donc supeérieur a 3, limite fixée a
priori, aussi bien & 30 secondes qu’a 120 secondes. Ainsi, le critére de Bland et Altman

n’étant pas vérifié, cette méthode n’est pas reproductible.

Figure 43 : Graphique de Bland et Altman représentant la concordance des mesures entre le
premier prélevement et le second prélévement par la quatrieme méthode a 30 secondes (a
gauche) et a 120 secondes (a droite) — Etude de la reproductibilité chez le cheval
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Coefficient Kappa

Le coefficient Kappa est de -0,09 a 30 secondes, soit tres mauvais et de 0,82 a 120 secondes,
soit trés bon. Ainsi, la concordance étant mauvaise a 30 secondes, la méthode 4 n’est pas
reproductible selon le calcul du coefficient Kappa. Les résultats des prélevements a 30
secondes et a 120 secondes sont regroupés respectivement dans le Tableau 35 et le Tableau
36.

107



Tableau 35 : Répartition des résultats selon le préléevement par la méthode 4 a 30 secondes — Etude
de la reproductibilité chez le cheval

Premier prélevement

Stress faible | Stress élevé Toul
Second Stress faible | 13 2 15
prélevement | Stress élevé | 1 0 1
Total 14 2 16

Tableau 36 : Répartition des résultats selon le prélevement par la méthode 4 a 120 secondes — Etude
de la reproductibilité chez le cheval

Premier prélévement
i | Total
Stress faible | Stress élevé
Second Stress faible | 12 0 12
prélevement | Stress élevé | 1 3 4
Total 13 3 16

2.3.2.2.5. Bilan sur la reproductibilité

Tableau 37 : reproductibilité de chaque méthode selon I'approche statistique choisie chez le cheval

Méthode 4
Mauvaise

Méthode 3
Mauvaise

Méthode 2
Mauvaise

Méthode 1
Mauvaise

Lin
Bland et
Altman

Mauvaise Mauvaise Mauvaise Mauvaise

Mauvaise Non évaluable Non évaluable Mauvaise

Kappa

Ainsi aucune des méthodes de prélevement ne semble étre reproductible dans le temps chez

le cheval, et ce quelle que soit I’approche statistique choisie (Tableau 37).
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2.4, Discussion

2.4.1. Technigue de préléevements

A T’issue des premiers prélévements, plusieurs avantages et inconvénients ont éeté
observés pour chacune des méthodes. D’une part il est plus facile de prélever la salive a
I’aide de 1’écouvillon plutét que de placer la bandelette directement dans la bouche. D’autre
part, la salive étant de consistance visqueuse, une imprégnation non homogéne de la salive
sur la bandelette était remarquée dans la premiere méthode consistant a introduire
directement la bandelette dans la bouche de 1’animal. De ce fait, il était courant d’avoir un
doute entre des traces formant des points vert éparpillés sur la bandelette et un résultat de
type une croix, deux croix ou trois croix selon la couleur des points verts. Ainsi, en utilisant
la méthode 1, 16,4% des résultats étaient douteux. Ce probleme a également été rencontré
sur la méthode 4. La encore, la salive étant visqueuse, I’imprégnation de la bandelette n’était
pas toujours homogéne ce qui a conduit a 6,4% de résultats douteux. Au contraire, les
méthodes avec dilution permettaient une bonne imprégnation, homogene sur les bandelettes
et donc de limiter ces résultats douteux (1,2% pour la dilution a 300uL).

Le choix de la méthode de préelevement est difficile car il nécessite de faire des
compromis entre la praticité de la méthode et la précision quant au volume prélevé en
particulier. Chez le chien, plusieurs méthodes de prélévements de salive ont été décrites
selon les études. La forme et le matériau utilisés pour le préléevement peuvent varier (Lensen
et al., 2015). Ainsi, il est possible de prélever de la salive avec du coton, de
I’hydrocellulose, du polyéthyléne, du polyester. Le choix du matériau de va pas seulement
jouer sur la quantité de salive prélevée mais également sur la composition de cette salive.
Par exemple, il semble que le volume prélevé sur du coton soit inférieur au volume prélevé
avec des matériaux synthétiques comme le polyester et ou le polyéthyléne. L’utilisation du
coton comme matériau de prélévement pourrait influencer les résultats de 1’analyse de
différentes molécules tels que les immunoglobulines A ou la testostérone. Ces variations
pourraient étre dues a 1’adhérence de ces molécules aux fibres de coton ou encore a la
rétention d’eau par le coton pouvant modifier les concentrations en électrolytes. En
humaine, les prélévements peuvent se faire a I’aide de petites cupules en plastique qui
permettent de récolter la salive dans la bouche ou par crachat. Ces techniques permettent de

récolter un volume plus constant de salive et de ne créer aucune interférence entre la salive
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et un quelconque matériau. Cependant, ces méthodes ne sont pas réalisables chez les
animaux (Lensen et al., 2015).

Au cours de notre étude nous avons choisi pour les méthodes 2, 3 et 4 des
écouvillons en coton car il est facile de s’en procurer, leur cott est faible et leur utilisation
est facile. Cependant, il n’est pas exclu que le coton interfére avec la quantit¢ de MPO
analysee et que les résultats soient donc biaisés. La problématique était la méme pour la
méthode 1, ’application de la salive directement sur la bandelette n’assurant en aucun cas
un étalement constant de la salive sur la bandelette et encore moins une quantité constante

de salive prélevée.

110



2.4.2. Méthode de dosage choisie

La méthode de dosage peut également interférer avec le résultat. En effet lors des

dilutions a 300 et a 600uL nous avons pu observer que certains animaux présentaient un
résultat élevé (au plafond de la réaction) en MPO lors d’une dilution a 300ul et un résultat
négatif & 600pul. Ainsi, le risque de diluer a 300ul était de considérer des animaux comme
souffrant d’un état inflammatoire important alors qu’ils sont stables par rapport au repos et
donc a terme de considérer que des animaux ne peuvent continuer la course alors qu’ils sont
dans le méme état physique qu’au départ. Au contraire diluer a 600ul entraine le risque

d’augmenter le nombre de faux négatifs et donc de passer a c6té d’animaux a risque.

En 1994, Thomas et al. ont établi qu’étant donné la variabilité des résultats sur des
échantillons provenant d’un méme individu a un méme moment, il pouvait étre nécessaire
de faire ces mesures sur plusieurs échantillons d’un individu afin d‘établir un résultat
portant sur une moyenne de ces échantillons. Ainsi, on peut penser que la quantité de MPO
dans la salive peut varier en fonction de la zone prélevée ce qui expliquerait les mauvais

résultats de répetabilité (Thomas et al., 1994).

2.4.3. Evaluation des résultats en fonction de la méthode statistique

choisie
Trois méthodes statistiques étaient testées lors de cette étude, le coefficient de Lin, la
méthode de Bland et Altman et le coefficient Kappa. Dans le cas de la répétabilité chez le
chien, les résultats sont les mémes quelle que soit la méthode statistique choisie. Ainsi pour
les trois analyses, la méthode 4 uniquement est répétable chez le chien. Cependant chez le
cheval, alors que la méthode de Lin donne de bons résultats pour la répétabilité des
méthodes 1 et 4, Bland et Altman améne aux conclusions inverses. De méme dans le cadre
de la reproductibilité chez le chien, seul le coefficient Kappa permet de conclure que la
méthode 4 est reproductible. Chez le cheval, la reproductibilité est mauvaise quelle que soit
I’analyse statistique choisie. L’utilisation du coefficient Kappa qui consistait a regrouper les
résultats en deux catégories permettait de limiter les effets de variations inhérentes au

prélevement (quantité de salive et étalement variable) cependant cette méthode rendait
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souvent le calcul non évaluable étant donné qu’il arrivait que tous les animaux soient
uniquement dans 1’une des deux catégories.
Ainsi, les conclusions peuvent varier selon 1’analyse statistique choisie, or chacune des

analyses statistiques est justifiée et choisir d’apporter du crédit a 1’'une plus qu’a ’autre est
difficile.

2.4.4. Comparaison des deux especes

D’apres cette étude, il semble que la répétabilité du test soit correcte chez le chien lorsque le
prélevement de salive est effectué par la méthode 4 (prélevement par écouvillon et
¢talement sur bandelette) alors qu’elle est bonne chez le cheval quelle que soit la méthode
de prélévement choisie. La reproductibilité du test est mauvaise chez les deux especes.

Les difficultés rencontrées ne sont pas les mémes en fonction des espéces, par exemple la
quantité de salive prélevée était plus importante chez le cheval et les prélévements étaient
plus faciles a réaliser chez le cheval. De plus on peut supposer que la composition salivaire
étant différente chez le chien et le cheval cela peut avoir un impact non négligeable sur les
résultats observés. En particulier le pH salivaire du cheval étant plus élevé (animal

herbivore) la réaction avec la bandelette peut étre différente.

2.5. Conclusion de la partie expérimentale

Cette ¢tude consistait a tester la répétabilité et la reproductibilité d’un test salivaire visant a
évaluer 1’état inflammatoire global de I’organisme chez le chien et le cheval selon
différentes méthodes de prélevements. En conclusion, il semble que le test soit répétable
mais non reproductible chez le cheval quelle que soit la méthode choisie. Chez le chien la

quatriéme méthode prélévement uniquement est répétable mais n’est pas reproductible.
Cette étude présente plusieurs limites :

- Premierement, la corrélation entre le résultat positif de la bandelette et un réel
¢tat inflammatoire de 1’organisme de I’animal n’a pas été vérifiée. Pour cela, il
faudrait tester sur chaque animal la bandelette d’une part et une molécule connue

pour refléter I’état inflammatoire de 1’animal dans le sang telle que la CRP chez
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le chien ou le fibrinogéne chez le cheval. Ceci n’a pas été réalisé ici pour des
raisons de moyens et un partenariat avec un laboratoire aurait pu étre envisagé si
I’étude préliminaire avait donné des conclusions positives. Cette étape serait
essentielle dans un second temps si le test s’avérait répétable et reproductible ce

qui n’est pas le cas ici ;

Deuxiémement, il serait intéressant de rechercher une corrélation entre le résultat
de la bandelette et la concentration réelle de la myéloperoxydase dans la salive
afin de s’assurer qu’une coloration de la bandelette reflétait une augmentation de
cette enzyme. La encore cette étape aurait pu étre réalisée en partenariat avec un

laboratoire si le test s’était avéré répétable et reproductible ;

Comme supposé ci-dessus, la quantité de salive prélevée et 1’étalement
inconstant de la salive sur la bandelette ont pu conduire a des biais dans les

résultats.
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CONCLUSION

L’inflammation est un processus complexe, mettant en jeux de nombreux types cellulaires et
de nombreuses molécules. Elle intervient dés lors que I’organisme se sent « attaqué », aussi
bien par des microorganismes pathogeénes qu’en cas de blessure ou de maladie systémique.
Les neutrophiles sont des cellules essentielles de I’inflammation ; attirés par chimiotactisme
jusqu’au foyer inflammatoire, ils jouent un réle de phagocytose primordial d’une part, et
libérent de nombreux solutés indispensables a la réaction inflammatoire d’autre part. Ainsi,
la myéloperoxydase contenue dans les granules azurophiles des neutrophiles est libérée lors
de leur dégranulation dans le milieu cellulaire et extra cellulaire. Cette enzyme hémique a
activité peroxydase joue de nombreux roles dans I’organisme. Elle possede tout d’abord une
activité antimicrobienne, grace a son pouvoir oxydant. Elle intervient dans le processus
inflammatoire, lors de sa libération par les neutrophiles, elle participe a I’activation et a
I’inactivation de nombreuses enzymes ainsi qu’a la destruction des tissus conjonctifs altérés
lors d’une inflammation localisée. Enfin elle est responsable de la synthése directe ou
indirecte de nombreuses espéces oxydantes qui participent a la défense de 1’hote. Si la
réaction inflammatoire devient incontrolée, la dégranulation massive et la mort des
neutrophiles entrainent un relargage massif de MPO dans le milieu extracellulaire, ce qui
explique que la MPO soit utilisée désormais comme marqueur de I’intensité d’une réaction
inflammatoire dans de nombreuses maladies. Son utilité a en effet déja été démontrée dans
le cadre de maladies cardiaques, d’infections, de la maladie d’Alzheimer ou encore dans le
suivi d’exercices physiques demandant un effort important a I’organisme.

Notre étude, portant sur 17 chiens et 16 chevaux au repos avait pour but de tester la
répétabilité et la reproductibilité d’un test de dépistage salivaire de 1’inflammation, par un
dosage indirect et qualitatif de la quantité de MPO dans la salive. Ainsi, quatre méthodes de
prélévements étaient testées et trois analyses statistiques ont permis d’aboutir aux résultats.

Il apparait chez le chien que seule la méthode consistant & prélever la salive sur un
écouvillon puis a I’étaler directement sur la bandelette, soit répétable, mais elle n’est pas
reproductible. Chez le cheval, les quatre méthodes évaluées sont répétables mais aucune
n’est reproductible. Les quantités inconstantes de salive prélevée, la localisation variable du

prélevement dans la bouche, la possibilité de prélever une salive contaminée par du sang
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(tartre ou plaie dans la cavité buccale) ou encore 1’état de stress des animaux sont autant de
parameétres pouvant étre a I’origine d’une variation dans les résultats.

Il serait intéressant a I’avenir de rechercher les causes favorisant la mauvaise répétabilité ou
la mauvaise reproductibilité de ce test afin de les améliorer. Dans I’'immédiat, la mauvaise
reproductibilité, voire répétabilité du test étudié nous incite a ne pas envisager une
utilisation en pratique quotidienne de ce test, les éléments entrainant une variation des

résultats n’étant pas en lien direct avec une réelle variation du statut inflammatoire.
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ANNEXES

Annexe 1: Notice des bandelettes HEMASTIX.
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Annexe 2 : Feuille de prise de note lors des prélévements

Méthode 1 Bandelette

Méthode 2 Sérum

Méthode 3 Ecouvillon

ANIMAL STATUT
T1 T2 T1 T2 T1 T2

T0= T0= T0= T0= T0= T0=
T30 = T30 = T30 = T30 = T30 = T30 =
T60 = T60 = T60 = T60 = T60 = T60 =
T90 = T90 = T90 = T90 = T90 = T90 =
T120= T120= T120= T120= T120= T120=
T0= T0= T0= TO= T0= T0=
T30 = T30 = T30 = T30 = T30 = T30 =
T60 = T60 = T60 = T60 = T60 = T60 =
T90 = T90 = T90 = T90 = T90 = T90 =
T120= T120= T120= T120= T120= T120=
TO= TO= TO= TO = TO= TO=
T30 = T30 = T30 = T30 = T30 = T30 =
T60 = T60 = T60 = T60 = T60 = T60 =
T90 = T90 = T90 = T90 = T90 = T90 =
T120= T120= T120= T120= T120= T120=
T0= T0= T0= T0= T0= T0=
T30 = T30 = T30 = T30 = T30 = T30 =
T60 = T60 = T60 = T60 = T60 = T60 =
T90 = T90 = T90 = T90 = T90 = T90 =
T120= T120= T120= T120= T120= T120=
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Annexe 3 : Résultats des prélévements chez le chien, bandelettes et écouvillons, 30.01.2018,
premiére partie - étude de la répétabilité
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Annexe 4 : Résultats des prélévements chez le chien, bandelettes et écouvillons, 30.01.2018,
deuxiéme partie - étude de la répétabilité
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Annexe 5 : Résultats des prélévements chez le chien, dilutions, 30.01.2018, premiére partie - étude

de la répétabilité

dilution 300

973427 0
30

60

90

120

973349 0
30

60

90

120

284994 0
30

60

90

120

380846 0
30

60

90

120

314641 0
30

60

90

120

973323 0
30

60

90

120

339546 0
30

60

90

120

166657 0
30

60

90

120

W NNNOOOOOONNNOOWWNMNNDMNONNOOOOOOOOWWNNONOOODO

O OO0 O0OO0OO0OO0DO0ODO0OO0OO0OO0DO0OOONNNOONOOOONNOOONNNOONOOOO

dilution 600

O 0O 0000000000000 0D0D0DO0DO0DO0ODO0D0DO0DO0DO0OO0D0O0ODO0ODO0OO0O0O0OO0OODOOoOOoOOoOOo

N NOOOOODOOOOO0ODODODODODO0ODO0ODO0ODODODO0ODO0ODO0DODODOODODOONOODOOOOOODO

129



Annexe 6 : Résultats des prélévements chez le chien, dilutions, 30.01.2018, deuxiéme partie - étude

de la répétabilité
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Annexe 7 : Résultats des prélevements chez le chien, 09.11.2017, premiere partie - étude de la

reproductibilité
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Annexe 8 : Résultats des prélévements chez le chien, 09.11.2017, deuxiéme partie - étude de la
reproductibilité

361586 0 0 3 3
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Annexe 9 : Résultats des prélevements chez le chien, 10.11.2017, premiére partie - étude de la

reproductibilité
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Annexe 10 : Résultats des prélevements chez le chien, 10.11.2017, deuxiéme partie - étude de la
reproductibilité
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Annexe 11 : Résultats des prélevements chez le cheval, bandelettes et écouvillons, 01.03.18,
premiére partie - étude de la répétabilité et de la reproductibilité
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DEVELOPPEMENT D’UNE METHODE DE DEPISTAGE SALIVAIRE DE
L’INFLAMMATION CHEZ LE CHIEN ET LE CHEVAL

NOM et Prénom : DEBONNE Clélia

Résumé :

La myéloperoxydase est une enzyme hémique des granules azurophiles des neutrophiles.
Son mécanisme d’action est aujourd’hui bien connu et son implication dans de nombreuses
maladies a été démontrée. Elle exerce une fonction antimicrobienne et joue un role essentiel
au cours de I’inflammation et du stress oxydatif cellulaire. Son taux plasmatique augmente
lors de maladies inflammatoires telles que les maladies cardiaques, rénales, auto immunes,
lors d’infections ou lors d’un exercice intense chez le cheval et chez I’homme.

L’objectif de cette étude était d’évaluer la fiabilité d’un test salivaire de quantification de la
MPO par réaction colorimétrique, en déterminant répétabilité et reproductibilité. Nous
avons comparé quatre méthodes de prélevements sur un groupe de 22 chiens et 16 chevaux,
sains et au repos. La répétabilité et la reproductibilité du test ont été testées pour chaque
méthode, en utilisant les graphiques de Bland et Altmann et le coefficient de Lin. La
premiére méthode consiste a introduire la bandelette directement dans la bouche de
I’animal, la frotter contre les gencives et lire le résultat ; la seconde et la troisiéme consistent
a prelever la salive sur un écouvillon, puis a la diluer dans un petit tube contenant
respectivement 300uL et 600uL de NaCl. Enfin la quatrieme méthode consiste a prélever la
salive sur un écouvillon, puis a I’étaler sur la bandelette avant de lire le résultat.

Cette étude montre que seule la quatrieme méthode de prélévement est répétable chez le
chien mais aucune n’est reproductible. Chez le cheval, les quatre méthodes sont répétables
mais aucune n’est reproductible. Le test évalué n’est pas suffisamment fiable et donc
utilisable pour dépister I’inflammation systémique de maniére précise dans ces deux
especes. La difficulté de quantifier précisement la salive prélevée, la possible interférence
de I’hygiene buccale, sont deux €léments qui peuvent avoir mené a ces résultats.
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DEVELOPMENT OF A METHOD FOR THE SALIVARY DETECTION OF
INFLAMMATION IN DOGS AND HORSES

SURNAME: DEBONNE
Given name: Clélia
Summary:

Myeloperoxidase is a heme enzyme in azurophil granules of neutrophils. Its mechanism of
action is well known today and its role in many diseases have been demonstrated. It has an
antimicrobial function and plays an essential role during inflammation and cellular oxidative
stress. Its plasma level increases during inflammatory diseases such as cardiac, renal or
autoimmune diseases, infections or during intense exercise in horses and humans.

The aim of this study was to evaluate repeatability and reproducibility of a colorimetric,
salivary test used to measure MPO. We compared four sampling methods on a group of 22
dogs and 16 horses, all healthy and at rest. The repeatability and reproducibility of the test
were evaluated for each method, using Bland and Altmann graphs and Lynn's coefficient.
The first method is to insert the tape directly into the animal's mouth, hit it against the gums
and read the result; in the second and third tests, saliva sampled on a swab was diluted in a
small tube respectively containing 300uL and 600uL of NaCl. Finally, the fourth method
relied on saliva taken on a swab and then spread on the strip before reading the result.

This study shows that only the fourth method is repeatable but not reproducible in dogs. In
horses, the four methods are repeatable but they are never reproducible. The test was used to
screen systemic inflammation accurately in both species. The difficulty of accurately
quantifying the saliva leavened and the possible interference of oral hygiene, are two
elements that can have led to these results.
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