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1. INFORMATION GENERALE

1.1. Demandeur : CIUSSS de I’Est-de-I'lle-de-Montréal

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information fournie par les personnes responsables de
I'analyse dans les laboratoires concernés ainsi que sur une recherche documentaire
complémentaire selon les données disponibles au moment de I'évaluation de I'analyse
par 'INESSS.




INTRODUCTION

L’avis intitulé Dosage des anticorps anti-récepteur de la phospholipase A: (anti-
PLA2R) a été transmis au ministre de la Santé et des Services sociaux le 3 aodt
2017 et publié le 2 octobre suivant. Cet avis avait pour objectif d’évaluer I'ajout au
Répertoire québécois et systeme de mesure des procédures de biologie médicale,
ci-apres nommé Répertoire, d’'une nouvelle analyse permettant de doser les
anticorps anti-PLA;R afin de diagnostiquer la glomérulonéphrite
extramembraneuse (GEM) primaire, prédire I'évolution de la maladie et suivre la
réponse des patients sous traitement immunosuppresseur.

Dans son avis, 'INESSS a recommandé I'introduction conditionnelle de I'analyse
au Répertoire. Bien que le plan de validation proposé par le demandeur ait été
jugé satisfaisant au moment de la demande initiale, il a été recommandé de
produire des données locales de vérification des trousses en privilégiant
I'utilisation d’échantillons provenant de patients. De plus, 'INESSS a recommandé
gue le laboratoire demandeur définisse un seuil cliniquement acceptable
concernant la protéinurie qui pourrait justifier le recours a I'analyse des anti-PLA2R
et ainsi éviter la surutilisation de I'analyse.

Suite a la publication de l'avis, le centre demandeur a transmis a 'INESSS des
données de validation et I'objectif du présent avis est de présenter ces données.



RESUME DE L’EVALUATION PRECEDENTE

Les détails de I'évaluation menée en phase | par 'INESSS sont présentés dans le

tableau 1.

Tableau 1 Résumé exécutif de I’évaluation de I'utilité clinique en phase |

Dosage des anticorps anti-récepteur de la
phospholipase A2 (anti-PLA2R)

Demandeur CIUSSS de I'Est-de-ITle-de-Montréal
. Le dosage des anticorps anti-PLA2R a comme objectif de diagnostiquer
Objectif de e 1 . . )
Ianalyse la GEM primaire, de prédire I'évolution de la maladie et de suivre la
y réponse des patients sous traitement immunosuppresseur.
Le diagnostic de la GEM primaire se fait traditionnellement par
Situation intégration des données cliniques (protéinurie, fonction rénale, créatinine
actuelle sérique) et des résultats histologiques d’une biopsie rénale. La biopsie
représente la méthode de référence pour diagnostiquer la GEM.
Le demandeur estime que 250 analyses seraient réalisées annuellement
Nombre pour des fins de diagnostic et de pronostic. Toutefois, ce nombre
d’analyses pourrait augmenter puisque I'analyse peut également étre utilisée pour le
prévues suivi des patients sous traitement. Le nombre total d’analyses pourrait
donc s’élever a plus de 500 par année.
L’analyse proposée concerne deux trousses commerciales homologuées
Validité pour la détection d’anti-PLAzR par ELISA (de I'anglais enzyme-linked
analvtique immunosorbent assay) ou par IIFT (de 'anglais indirect
yta immunofluorescence test). Une concordance de plus de 90 % a été
observée entre les méthodes.
Impact L’ajout de 'analyse au Répertoire pourrait générer une réduction de
budgétaire colts de prés de 17 000 $ par année pour les trois premieres années.
Le Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) recommande
- d’étudier les anti-PLA2R circulants dans tous les essais cliniques sur la
Positions et

orientations
d’organismes

GEM primaire afin d’évaluer sa valeur a déterminer la rémission
spontanée et la réponse au traitement. La Haute Autorité de santé (HAS)
a pour sa part intégré 'analyse des anti-PLA2R dans son protocole

d’intérét . : . . ] .
national de diagnostic et de soin pour le syndrome néphrotique
idiopathique de I'adulte.
. Compte tenu de la variabilité de l'issue clinique de la GEM primaire, un
Enjeux . o . PR . .
1 marqueur fiable de 'activité immunologique est d’'intérét majeur afin

d’éviter les risques de sur- ou de sous-traitement.




4.1.

ANALYSE EVALUEE

Description de la méthode

Le demandeur propose d'utiliser deux méthodes pour détecter la présence d’anti-
PLA2R circulants : un dosage immunoenzymatique (ELISA, de 'anglais enzyme-
linked immunosorbent assay) et une immunofluorescence indirecte (IIFT, de
I'anglais indirect immunofluorescence test). Alors que 'ELISA donne un résultat
quantitatif et sera effectué sur tous les échantillons, I'llFT produit un résultat
gualitatif ou semi-quantitatif et sera effectué seulement suite a un résultat d’'ELISA
atypique (ne s’harmonisant pas au profil clinique du patient).

Anti-PLA2R ELISA (IgG)M€ (Euroimmun AG)

La trousse comprend des micropuits enduits du domaine extracellulaire de la
protéine PLA2R1 purifiée et tous les réactifs nécessaires a la réaction. Le sérum
humain a tester (dilution 1:101) est d’abord incubé sur la matrice solide. Les
autoanticorps liés sont ensuite détectés a I'aide d’un anti-immunoglobulines G
(IgG) humaines conjugué a la peroxydase (figure 1). Le seuil de positivité est de
20 unités relatives par millilitre [Euroimmun AG, 2016; Dahnrich et al., 2013].

CSubstrat
O

O
Anti-IgG humaine conjugué

Anti-PLA,R sérique

PLA,R recombinant _.

Figure 1 Principe de I’ELISA indirecte de la trousse Anti-PLA;R ELISA
(lgG)ve
Source : Adapté de Ozyme, Les outils pour quantifier les cytokines, disponible a :

https://www.ozyme.fr/ressources/cyberlettres/techozyme/techozymel6-quantification-cytokines.asp
(consulté le 31 mai 2018).

Abréviations : ELISA : dosage immunoenzymatique (de I'anglais enzyme-linked immunosorbent
assay); IgG : immunoglobuline G; PLA2R : phospholipase A2 receptor.


https://www.ozyme.fr/ressources/cyberlettres/techozyme/techozyme16-quantification-cytokines.asp

4.2.

Anti-PLA2R IIFT (IgG)MC (Euroimmun AG)

La trousse comprend des lames contenant de trois a dix champs d’incubation
contenant chacun deux biopuces différentes. Une des biopuces est enduite avec
des cellules rénales embryonnaires (HEK 293) exprimant la protéine humaine
PLA2R1 compléte et I'autre contient des cellules non transfectées. Le sérum
humain a tester est dilué en série puis incubé sur la lame. Un anti-IgG humaines
conjugué a l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC, de 'anglais fluorescein
isothiocyanate) permet de révéler la présence des autoanticorps (figure 2). Un
marquage cytoplasmique et partiellement membranaire a une dilution de sérum
d’au moins 1:10 sur les cellules transfectées est considéré positif [Euroimmun AG,
2017; Hoxha et al., 2011].

PLA,R1
A Anti-PLA,R sérique

A Anti-IgG humain

Tl * FITC

Figure 2 Principe de I'immunofluorescence indirecte de la trousse
Anti-PLAZR IIFT (IgG)Me

Source : Adapté de BioTek, Sample preparation for fluorescence microscopy: An introduction,

disponible & : https://www.biotek.com/resources/white-papers/sample-preparation-for-fluorescence-

microscopy-an-introduction-concepts-and-tips-for-better-fixed-sample-imaging-results/ (consulté le

31 mai 2018).

Abréviations : FITC : isothiocyanate de fluorescéine (de I'anglais fluorescein isothiocyanate); IgG :
immunoglobuline G; PLA2R : phospholipase A2 receptor.

Homologation

Les deux trousses proposées sont homologuées par Santé Canada et par la Food
and Drug Administration (tableau 2).

Tableau 2 Homologation des trousses commerciales pour
déterminer le titre d’anti-PLA2R circulants
NUMERO D’HOMOLOGATION ET DATE
TROUSSE COMMERCIALE .
SANTE CANADA FDA
. 91241 K132195
- MC
Anti-PLAR ELISA (IgG) 2 mai 2013 27 juin 2014
. MC 91252 K132379
Anti-PLA:R IIFT (IgG) 6 mai 2013 29 mai 2014

Abréviations : ELISA : dosage immunoenzymatique (de I'anglais enzyme-linked immunosorbent assay); FDA : Food
and Drug Administration; 1gG : immunoglobulines G; IIFT : I'isothiocyanate de fluorescéine (FITC, de I'anglais
fluorescein isothiocyanate).


https://www.biotek.com/resources/white-papers/sample-preparation-for-fluorescence-microscopy-an-introduction-concepts-and-tips-for-better-fixed-sample-imaging-results/
https://www.biotek.com/resources/white-papers/sample-preparation-for-fluorescence-microscopy-an-introduction-concepts-and-tips-for-better-fixed-sample-imaging-results/

DONNEES DE VALIDITE ANALYTIQUE

Données du fabricant de la trousse et du laboratoire demandeur

Le demandeur a fourni des données locales de vérification des trousses
Anti-PLA2R ELISA (IgG)M® et Anti-PLA2R - IIFTMC,

Validité analytique de la trousse Anti-PLA,R ELISA (IgG)VC (Euroimmun AG)
Titres seuils d’anti-PLA2R

Le titre d’anticorps anti-PLA2R a été mesuré chez 191 sujets sains afin de
déterminer le seuil de référence de la trousse. La concentration moyenne
d’anticorps était de 0,4 UR/mlI (0,0 & 5,0 UR/mI). A une valeur seuil de 20 UR/m,
aucun sujet sain n’était séropositif pour les anti-PLA2R [Euroimmun AG, 2016].

Le laboratoire demandeur a établi la valeur du seuil positif a = 20 UR/ml et la
valeur du seuil négatif a < 14 UR/ml pour le titre d’anti-PLA2R (tableau 3).

Tableau 3 Valeurs seuils des titres d’autoanticorps anti-PLA2R de la
trousse Anti-PLA;R (IgG)M® (Euroimmun AG)
SEUILS FABRICANT DEMANDEUR
Positif (Moyenne + ET) 20 UR/ml > 20 UR/ml " (104 +10)
Négatif n.d. <14 UR/mlT
Seuil limite n.d. 214 - < 20 UR/ml

Abréviations : ET : écart type; n.d. : non déterminé; UR : unités relatives.
* Avec un intervalle de référence de 73 a 135 UR/m

T Avec un intervalle de référence de 0 & 13 UR/ml
Précision
La répétabilité de la trousse a été évaluée par le fabricant en calculant le
coefficient de variation intra-essai a partir de 20 mesures pour chacun des
5 sérums analysés. Le coefficient de variation était inférieur a 6 % pour les
échantillons positifs et inférieur a 10 % pour les échantillons négatifs (tableau 4).
Quant a la reproductibilité, elle a été évaluée en calculant le coefficient de variation
inter-essais a partir de 3 mesures effectuées a 10 moments différents pour chacun
des sérums. Le coefficient inter-essais était inférieur a 11 % pour les échantillons
positifs et inférieur a 34 % pour les échantillons négatifs [Euroimmun AG, 2016;
Dahnrich et al., 2013].




Tableau 4 Précision de latrousse Anti-PLA2R ELISA (IgG)V¢ évaluée par
le fabricant (Euroimmun AG)

INTRA-ESSAI INTER-ESSAIS
5 (n = 20) (n =3 X 10 ESSAIS)
SERUM - -

MOYENNE + ET CV MOYENNE + ET CcVv

(UR/ml) (%) (UR/ml) (%)

1 (positif) 26£0,9 3,4 28+1.2 4,2
2 (positif) 97+16 1,7 99+64 6,4
3 (positif) 861 + 48,7 57 848 + 90,6 10,3
4 (négatif) 18+0,5 2,6 14+£16 11,0
5 (négatif) 2+0,.2 10,0 2+0,6 34,0

Abréviations : CV : coefficient de variation; ET : écart type; UR : unités relatives.

Le laboratoire demandeur a évalué la précision de la trousse ELISA a l'aide
d’échantillons dont les titres se situent dans la zone de calibration de I'essai, ainsi
qu’a partir d’échantillons de patients séronégatifs au dosage d’autoanticorps
anti-PLA2R. Les écarts types et les coefficients de variation intra-série, inter-essais
et inter-jours ont été calculés a partir de deux lots de réactifs sur une période de
quatre ou cing jours selon le lot. Les analyses ont été effectuées par deux
technologistes médicaux afin d’introduire une variable qui refléte la réalité de la
routine au laboratoire. Le coefficient de variation maximal atteint au seuil
d’interprétation (seuil négatif/limite) était de 9 %. Le coefficient de variation de la
méthode sera mesuré pour chacune des nouvelles séries d’échantillons analysées
par le laboratoire demandeur.



Linéarité

Afin d’évaluer le coefficient de détermination a I'intérieur de la zone de calibration
(2 UR/ml a 1 500 UR/ml) de la trousse anti-PLA;R ELISA (IgG)MC, neuf séries ont
été préparées a partir de cinq standards. La linéarité de la méthode a été
démontrée pour des échantillons ayant des concentrations se situant entre 2 et
1500 UR/mlI (tableau 5). Cette étendue permet de couvrir 'ensemble des cibles
d’intéréts nécessaires au diagnostic, au suivi de traitement et a I'évolution clinique
des patients positifs aux autoanticorps anti-PLAzR.

Tableau 5 Evaluation de la linéarité de la trousse Anti-PLA-R ELISA
(IgG)M€ (Euroimmun AG) par le laboratoire demandeur
ESSAI COEFFICIENT DE DETERMINATION (R?
Jour 1 0,9973
Jour 2 0,9991
Jour 3 0,9992
Jour 4 0,9999
Jour 5 1,0000
Jour 6 1,0000
Jour 7 0,9994
Jour 8 0,9998
Jour 9 0,9996
Exactitude

Le laboratoire demandeur a analysé le sérum de 35 patients qui démontraient une
insuffisance rénale, desquels 11 étaient suivis pour une GEM (patients 1 a 11).
Les résultats obtenus par le laboratoire demandeur concordent avec ceux obtenus
au laboratoire de référence (Euroimmun) (tableau 6). Le demandeur précise
gu’advenant un résultat négatif, mais se situant a la limite supérieure du seuil
décisionnel (ex. patient 4), 'échantillon sera contrdlé et un commentaire a cet
égard sera inscrit sur le rapport de laboratoire. De plus, pour une analyse avec un
coefficient de variation de 12 % au seuil décisionnel, une reprise de I'analyse sera
programmeée au niveau du systéme informatique du laboratoire.



Tableau 6 Concordance des résultats obtenus a partir de la trousse
Anti-PLA2R ELISA (IgG)V€ entre le laboratoire demandeur et le
laboratoire de référence (Euroimmun)

ELISA
PATIENTS LABORATOIRE DEMANDEUR EUROIMMUN
MOYENNE - - -
(UR/mI) ET CVv SERIE 1 RESULTAT
1 <2 S.0. S.0. <2 Négatif
2" <2 S.0. S.0. <2 Négatif
3" <2 S.0. S.0. <2 Négatif
4" 13,1 0,78 0,059 16,4 Limite
5" <2 S.0. S.0. <2 Négatif
6" <2 S.0. S.0. <2 Négatif
7" 14,9 1,34 0,090 16,2 Limite
8" 4.8 0,4 0,084 <2 Négatif
9" 91,9 6,88 0,075 97,8 Positif
10" <2 S.0. S.0. <2 Négatif
11° 268,0 13,1 0,049 431,0 Positif
12t <2 S.0. S.0. <2 Négatif
13t <2 S.0. S.0. <2 Négatif
141 <2 S.0. S.0. <2 Négatif
15t <2 S.0. S.0. <2 Négatif
16t <2 S.0. S.0. <2 Négatif
17t <2 S.0. S.0. <2 Négatif
18t <2 S.0. S.0. <2 Négatif
19t <2 S.0. S.0. <2 Négatif
2071 <2 S.0. S.0. <2 Négatif
21t <2 S.0. S.0. <2 Négatif
221 <2 S.0. S.0. <2 Négatif
237 <2 S.0. S.0. <2 Négatif
241 <2 S.0. S.0. <2 Négatif
2571 <2 S.0. S.0. <2 Négatif
261 <2 S.0. S.0. <2 Négatif
271 <2 S.0. S.0. <2 Négatif
281 <2 S.0. S.0. <2 Négatif
2971 <2 S.0. S.0. <2 Négatif
307 <2 S.0. S.0. <2 Négatif
317 <2 S.0. S.0. <2 Négatif
321 <2 S.0. S.0. <2 Négatif
33t <2 S.0. S.0. <2 Négatif
3471 <2 S.0. S.0. <2 Négatif
357 <2 S.0. S.0. <2 Négatif

Abréviations : CV : coefficient de variation; ET : écart type; s. 0. : sans objet; UR : unités relatives.

* Les patients 1 & 11 étaient suivis pour une GEM en clinique de néphrologie.

TLes patients 12 a 35 souffraient d’'une insuffisance rénale sans évidence de GEM.

* Le laboratoire demandeur a utilisé deux lots pour ces analyses (lot E180710Al et ELI80529AR). Le lot utilisé par le
laboratoire Euroimmun est le lot E180730AM.




Validité analytigue de la trousse Anti-PLA2R - IIEFTY® (Euroimmun AG)

Comparaison des résultats de la trousse Anti-PLA2R (IIFT)MC obtenus par le
demandeur et par le laboratoire Euroimmun
Le laboratoire demandeur a comparé les résultats du dosage des anti-PLA;R chez

35 patients (dont 11 patients avec une GEM) obtenus localement a partir de la
trousse IIFT (deux lots), a ceux obtenus au laboratoire de référence (Euroimmun)
(tableau 7). lls ont observé des résultats concordants pour chacun des
échantillons analysés a I'exception du patient huit dont le résultat était incertain, et
qui serait par conséquent indiqué pour une reprise.

Tableau 7 Concordance des résultats obtenus avec la trousse
Anti-PLA2R (IIFTMC) entre le laboratoire demandeur et le
laboratoire Euroimmun

IIFT
DEMANDEUR DEMANDEUR EUROIMMUN
PATIENTS CONCORDANCE
LOT : LOT : LOT :
F180424DF F180628AC F180808AE
1* Négatif Négatif Négatif 100 %
2% Négatif Négatif Négatif 100 %
3* Négatif Négatif Négatif 100 %
4* Positif Positif Positif (faible) 100 %
5* Négatif Négatif Négatif 100 %
6* Négatif Négatif Négatif 100 %
7* Positif Positif Positif (modéré) 100 %
8* Incertain Incertain Négatif (limite) 100 %
9* Positif Positif Positif (fort) 100 %
10* Négatif Négatif Négatif 100 %
11* Positif Positif Positif (fort) 100 %
121 Négatif Négatif Neégatif 100 %
131 Négatif Négatif Négatif 100 %
147 Négatif Négatif Négatif 100 %
151 Négatif Négatif Négatif 100 %
167 Négatif Négatif Négatif 100 %
171 Négatif Négatif Négatif 100 %
181 Négatif Négatif Négatif 100 %
1971 Négatif Négatif Négatif 100 %
201 Négatif Négatif Négatif 100 %
211 Négatif Négatif Négatif 100 %
22t Négatif Négatif Négatif 100 %
231 Négatif Négatif Négatif 100 %
247 Négatif Négatif Négatif 100 %
251 Négatif Négatif Négatif 100 %
261 Négatif Négatif Négatif 100 %
271 Négatif Négatif Négatif 100 %
28t Négatif Négatif Négatif 100 %
29° Négatif Négatif Négatif 100 %
307 Négatif Négatif Négatif 100 %
317 Négatif Négatif Négatif 100 %
327 Négatif Négatif Négatif 100 %
337 Négatif Négatif Négatif 100 %
341 Négatif Négatif Négatif 100 %
357 Négatif Négatif Négatif 100 %

Abréviation : IIFT : de I'anglais indirect immunofluorescence test.
" Les patients 1 & 11 étaient suivis pour une GEM en clinique de néphrologie.
TlLes patients 12 a 35 souffraient d’'une insuffisance rénale sans évidence de GEM.



Comparaison des résultats de la trousse Anti-PLA2R ELISA (IgG)M€ a ceux de
latrousse Anti-PLA2R (IIFT)MC

La compagnie Euroimmun AG a comparé les résultats obtenus par ELISA a ceux
obtenus par IIFT pour la présence d’autoanticorps anti-PLA;R dans le sérum de
198 patients avec une GEM primaire [Euroimmun AG, 2017]. Les résultats se sont
avérés concordants pour 188 des 198 patients analysés (tableau 8).

Tableau 8 Comparaison des résultats par ELISA et IIFT de 198 patients
atteints d’'une GEM primaire effectuée par le fabricant

(Euroimmun AG)

IET (n = 198)
ELISA
Positif Limite " Négatif
Positif 188 0 0
Limite " 2 0 0
Négatif 8 0 0

Abréviations : ELISA : dosage immunoenzymatique (de I'anglais enzyme-linked immunosorbent assay); GEM :
glomérulonéphrite extramembraneuse; IIFT : de I'anglais indirect immunofluorescence test.

* non défini

Le laboratoire demandeur a également comparé les résultats du dosage des
autoanticorps anti-PLA2R obtenus avec les trousses ELISA et IIFT. lls ont observé
des résultats concordants pour 32 des 35 échantillons analysés (tableau 9). Deux
cas considérés limites par ELISA se sont avérés positifs en IIFT alors qu’un cas jugé
séronégatif a produit un résultat incertain en lIFT. Selon le demandeur, I'analyse en
IIFT devrait étre reprise pour ce dernier cas qui constitue d’ailleurs le seul cas dont
les résultats ne concordent pas avec le laboratoire de référence.

Tableau 9 Comparaison des résultats du laboratoire demandeur en
ELISA et en IIFT a ceux du laboratoire de référence
(Euroimmun) pour 35 patients atteints d’une GEM primaire ou

souffrant d’insuffisance rénale

IIFT (n = 35)
ELISA DEMANDEUR EUROIMMUN
Positif Incertain 8 Négatif Positif Limite Négatif
Positif * 2 0 0 2 0 0
Limite T 2 0 0 2 0 0
Négatif * 0 1 30 0 0 31

Abréviations : ELISA : dosage immunoenzymatique (de I'anglais enzyme-linked immunosorbent assay); GEM :
glomérulonéphrite extramembraneuse; IIFT : de I'anglais indirect immunofluorescence test.

*Valeur = 14 UR/m

T Valeur 2 14 et < 20 UR/m

* valeur < 14 UR/mI

8 Echantillon & reprendre

I Les échantillons analysés provenaient de 11 patients suivis pour une GEM et 24 patients avec une insuffisance

rénale.
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Algorithme analytique de prise en charge

Outre les données de vérification des trousses, le demandeur a également fourni
un algorithme analytique de prise en charge des analyses présenté en annexe.

RESUME DE LA DELIBERATION

Comme cette analyse est réalisée a partir d’'un test normalisé (trousse
commerciale approuvée par Santé Canada), le CSABM ne demandera pas de
données de vérification analytique supplémentaires comme c'est le cas pour les
tests développés en laboratoire (LDT) ou des données de validation analytique
sont nécessaires.

RECOMMANDATION DE L’INESSS

DOSAGE DES ANTICORPS ANTI-RECEPTEUR DE LA PHOSPHOLIPASE A,
(anti-PLAZR)

La recommandation de 'INESSS

Considérant que I'utilité de I'analyse a déja été reconnue et qu'il s'agit d'une
évaluation en phase Il, les données de validation analytique ont été jugées :

Complétes

[J Incomplétes

Précisions accompagnant la recommandation

¢ |l estimportant de mentionner a I'établissement demandeur (désigné)
gue les tests normalisés doivent étre utilisés en conformité avec les
spécifications du fabricant (sans modification au protocole), sans quoi
elles sont considérées comme LDT (norme ISO 15189).




ANNEXE

Algorithme d’enregistrement des demandes de dosage proposé
par le centre demandeur

Le laboratoire de biochimie et les spécialistes du centre demandeur ont défini
I'algorithme analytique de prise en charge suivant :

e Toutes nouvelles demandes de dosages d’autoanticorps anti-PLA2R sérique seront
effectuées a titre de dépistage par méthode qualitative (IIFT). Un résultat positif a
ce test engendrera un test réflex vers le dosage quantitatif (ELISA).

e Le dosage quantitatif sera effectué pour les demandes de suivis de patients

connus positifs au dosage d’autoanticorps anti-PLA;R. Une demande de dosage
guantitatif pour un patient non connu sera transformée en dosage qualitatif.

13
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