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INTRODUCTION

La babésiose ou piroplasmose canine est une maladie vectorielle transmise par les tiques
présente dans le monde entier ; par conséquent, les vétérinaires praticiens y sont souvent confrontés.
Cette parasitose, due a un protozoaire intra-érythrocytaire du genre Babesia, est responsable d’'un
tableau clinique polymorphe incluant fréquemment hyperthermie, abattement et anorexie. La
piroplasmose peut engager le pronostic vital de I'animal, d'ou importance de réaliser un diagnostic
précoce (3).

Classiquement, le diagnostic est fondé sur les données épidémiologiques et 'examen clinique

du patient, et par I'observation microscopique des parasites. Pour ce faire, un frottis sanguin est réalisé
a partir de sang veineux ou capillaire, puis coloré par des colorants de type Romanovski et observé au
microscope pour attester de la présence de piroplasmes dans les hematies. Cependant, le diagnostic
microscopique peut-étre long et fastidieux, et requiert I'expertise d’'un observateur expérimenté. Méme
dans ce cas, les faux négatifs sont fréquents, surtout lorsque la maladie est en début d’évolution.
Par ailleurs, les tests sérologiques ne sont pas utiles au diagnostic car la séroconversion n'a lieu qu’une
a deux semaines apres linfection, donc souvent aprés l'apparition des symptémes. De plus la
seroprévalence est importante en zone endémique ce qui peut augmenter le nombre de faux positifs
(12). Enfin, I'utilisation de la PCR est possible pour diagnostiquer la babésiose, cependant les analyses
doivent étre réalisées dans un laboratoire et les résultats ne sont pas disponibles immédiatement. Ce
n’est donc pas une solution optimale considérant I'importance de la précocité du diagnostic.

La démarche diagnostique inclut généralement un hémogramme réalisé par des automates
d’hématologie. Le Sysmex XT-2000iV (Sysmex, Kobe, Japan) et moins fréquemment le Procyte DX
(IDEXX Laboratories, Westbrook, ME, USA) sont utilisés au Laboratoire Central de Biologie Médicale
de 'Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse. Récemment, il a été noté qu’un chien atteint de babésiose
présentait des anomalies hématologiques : une pseudoréticulocytose et un nuage de points anormal
dans la région des réticulocytes. Par ailleurs, de telles anomalies ont déja été mises en évidence chez
des patients humains atteints de malaria (qui est également un parasite intra-érythrocytaire), ainsi que
chez certains chiens atteints de leucémie (14-16, 18, 25). L'objectif de cette étude était donc de
déterminer si ces anomalies pourraient constituer un profil caractéristique chez les chiens atteints de

piroplasmose.




Pour répondre a cette question, nous avons réalisé une étude rétrospective en examinant
premiérement tous les hémogrammes de chiens atteints de babésiose afin de rechercher la présence
d’'un nuage de points anormal dans la zone des réticulocytes. Deuxiemement, en recherchant tous les
hémogrammes présentant des nuages de points anormaux et en recherchant la cause de ces

anomalies.



Premiere partie : Généralitées
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1. La piroplasmose

1.1.  Etiologie et épidémiologie

Les piroplasmes sont des protozoaires qui parasitent les hématies de nombreux animaux
domestiques et sauvages, ainsi que des humains (1). Bien que le terme ‘babésiose’ ne fasse référence
qu'aux espéces du genre Babesia, il est aujourd’hui admis que les parasites du genre étroitement
apparenté Theileria sont également capables d'infecter les chiens.

Ces deux genres, regroupés sous le terme de ‘piroplasmes’ appartiennent au phylum Apicomplexa,
classe Piroplasmea et a l'ordre des Piroplasmida. Ils sont structurellement, fonctionnellement et
phylogénétiquement apparentés aux parasites responsables de la malaria (Plasmodium spp) chez
I'homme (2). La maladie causée par ces agents est responsable de la destruction des hématies ce qui
induit des manifestations cliniques variées, plus ou moins séveres.

Historiguement, la piroplasmose a été nommée d’aprés I'apparence prise par le parasite dans les
érythrocytes (en forme de poire). Une dichotomie selon la taille relative des différents agents a alors
permis d'identifier deux groupes : les piroplasmes dits ‘grande forme’ (2,5-5um) et ceux dits ‘petite
forme’ (1-2,5um) (3). Par la suite le développement des techniques moléculaires a permis
d’individualiser plusieurs espéces de piroplasmes pouvant atteindre les chiens. Elles sont regroupées

dans le tableau ci-dessous :
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Haemaphysalis longicornis, USA, Asie,
Babesia gibsoni  Haemaphysalys bispinosa, Afrique, Australie, Modérée
Rhipicephalus sanguineus ? Europe
Petite f Babesia
etite forme Inconnu Californie Modérée & sévére
conradae
Babesia microti- Ixodes ricinus ? Ixodes , Mo 2 e x s
ke sp hexagonus ? 'Espagne, Estdu  Modérée a sévére
’ Canada, USA

Babesia equi

Inconnu

Espagne, Croatie

Légére & modérée

Babesia canis

Partout dans le

monde, climats

: Rhipicephalus sanguineus _ Légere
vogeli tropicaux et
subtropicaux
Babesia canis o
, Dermacentor spp Europe Modérée
canis
Grande forme :
, _ Afrique
Babesia canis - . .
_ Haemaphysalis elliptica subsaharienne, Séveére
rossi
Afrique du Sud
, Inconnu (réservoir sauvage ? . o
Babesia sp . Caroline du Nord Modérée
vecteur tique ?)
Babesia sp Inconnu Royaume Uni Inconnue

Tableau 1: Babesia présentes le chien et leurs caractéristiques (3-5).

En Europe chez le chien, on retrouve les espéces Babesia gibsoni, Babesia canis vogeli,

Babesia canis canis, et Babesia microti aussi connue sous le nom de Theileria annae. B. canis est la

plus répandue ce qui est en accord avec la large distribution de son vecteur D. reticulatus (6).

En France la piroplasmose est une maladie courante et elle est pour la majorité des cas due a B. canis.

Les cas recensés sont plus nombreux au printemps et a 'automne ce qui correspond a la période ou

I'on retrouve le plus de tiques dans le milieu extérieur. De méme, les animaux vivant en zone rurale ou

suburbaine ont plus de risques de développer la maladie car les prairies et les zones de forét sont des

milieux propices a la prolifération des tiques. Récemment, il a été prouvé que B. vogeli était

responsable d'infections dans le sud de la France bien que la prévalence soit encore inconnue (7).
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1.2.  Cycle de vie de Babesia sp.

Le cycle de vie des parasites Babesia est bien connu. Des sporozoites venant des glandes

salivaires d’'une tique infectée sont transmis au chien lors du repas sanguin, et rejoignent la circulation.
La tique doit étre en place depuis deux a trois jours avant que le parasite soit transmis au chien (4). Une
fois que le parasite a rejoint le courant sanguin, il entre dans les hématies par endocytose, puis s’y
multiplie au cours de phases répétées de reproduction asexuée. On peut avoir ainsi jusqu'a seize
mérozoites créés par scission binaire dans une hématie. Cela aboutit a la destruction de celle-ci, les
mérozoites rejoignent la circulation et peuvent a leur tour infecter d’autres hématies.
La tique quant & elle peut s'infecter au cours d’un repas sanguin sur un héte parasitémique. Une fois
dans la tique, le piroplasme continue a se développer au cours de différentes phases de maturation et
de reproduction sexuée. Ainsi les mérozoites subissent dans la tique de nombreuses divisions résultant
en la formation d'un zygote qui migre dans les glandes salivaires via 'hémolymphe. Les sporozoites
sont créés dans les glandes salivaires a partir du zygote, et peuvent ensuite étre transmis a un nouvel
hote lors d’un repas sanguin. Les zygotes peuvent aussi migrer dans les ovaires de la tique, ils seront
ainsi transmis de fagon trans-ovarienne a la prochaine génération de tiques (5).

La maladie peut également étre transmise verticalement de la mére au chiot (8), ou par
transfusion sanguine si le donneur est infecté (9). De plus, on pense que B. gibsoni peut étre transmise

au cours d'interactions agressives ou de morsures entre un chien infecté et un chien sain (10).
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1.3.  Pathogeénie et signes cliniques

1.3.1. Pathogénie

Elle est déterminée en premier lieu par I'espéce et la souche de Babesia en cause. L'age et le

statut immunitaire de I'néte son également des facteurs importants a prendre en compte.
Suite a l'infection, I'animal atteint met en place une réponse immunitaire : les hématies parasitées
exposent les antigenes du parasite a la surface de leur membrane plasmique, ce qui conduit a la
production d’anticorps dirigés contre celles-ci. Les cellules infectées sont ensuite détectées par le
systéme phagocytaire mononucléé et détruites par opsonisation (5).

D’autre part, dans certains cas le systéme immunitaire produit également des anticorps dirigés
contre des molécules membranaires portées par des hématies saines, ce qui induit une anémie
hémolytique a médiation immune (AHMI). Ce phénoméne peut se mettre en place avec toutes les
souches de Babesia. Cela induit une hémolyse qui perdure aprés I'administration d’un traitement
adapté contre la piroplasmose. Cette complication peut étre mise en évidence par la réalisation d'un
test d’agglutination positif et/ou d'une sphérocytose observée au frottis. En revanche, un test de
Coombs positif n'est pas un critere diagnostique fiable ; en effet, une étude a montré que 84% des
chiens infectés par B. canis ou B. gibsoni ont un test de Coombs positif sans présenter d' AHMI (11).
D'autres phénoménes contribuent a I'anémie classiquement objectivée lors de piroplasmose.
Notamment, la simple action des parasites lorsqu’ils entrent dans la cellule et s’y divisent suffit a la
fragiliser. De méme, la péroxydation des lipides survenant en réponse au stress oxydatif est
responsable d’'une rigidité membranaire accrue des hématies saines et parasitées, ce qui induit leur
destruction notamment lorsqu'ils passent dans le réseau capillaire (5).

I faut savoir que systéme immunitaire est souvent incapable d'éliminer complétement le
parasite donc certains chiens restent porteurs chroniques asymptomatiques. De plus, la réponse
immunitaire développée est spécifique de la souche impliquée ; il n'existe pas de phénoménes de

protection croisée empéchant d'éventuelles ré-infestations (4).
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1.3.2. Signes cliniques

Les signes cliniques induits par la piroplasmose sont liés a 'hémolyse intra et extra vasculaire
se mettant en place habituellement 10 a 21 jours aprés une morsure par une tique infectée. lls peuvent
étre responsable d’une maladie d’expression subclinique a suraigué en fonction des cas (12).

Les manifestations cliniques les plus fréquentes de la piroplasmose sont trés peu spécifiques
ce qui rend le diagnostic parfois difficile. Les signes les plus rapportés sont de I'abattement, de
I'anorexie et une hyperthermie > 39°C. Des signes plus spécifiques et assez fréquemment présents
peuvent cependant orienter le clinicien, comme des muqueuses péles ou ictériques, une modification
de I'aspect des urines (pigmenturie due le plus souvent & une hémoglobinurie) ou une splénomégalie
(6). D'autres symptémes plus rarement rapportés peuvent faire partie du tableau clinique comme des
douleurs articulaires, des signes digestifs (vomissements ou diarrhée), de la polypnée ou des pertes
d’équilibre (6). Enfin, des symptdmes liés a des défaillances d’organes en lien avec I'état de choc que

peut induire la maladie sont aussi a craindre et parfois difficiles a différencier de la maladie elle-méme.
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1.4.  Diagnostic

Il est tout d’abord fondé sur une suspicion clinique, lorsqu’un chien présente un ou plusieurs
des signes cliniques pré-cités. L’historique est également a prendre en compte, notamment si 'animal a
été infesté par des tiques avant 'apparition des signes cliniques.

Des anomalies biochimiques et hématologiques peu spécifiques peuvent ensuite étre notées.
Au niveau de 'hémogramme, les modifications les plus souvent rencontrées chez les animaux atteints
sont une anémie et une thrombopénie ; celle-ci pouvant dailleurs représenter la seule anomalie
notable. Dans la plupart des cas, elle est accompagnée d'une anémie qui sera normochrome au départ
pour devenir macrocytaire et hypochrome au fur et a mesure de la progression de la maladie. Le degré
de réticulocytose observé sera proportionnel a la sévérité de 'anémie. Des anomalies diverses de la
lignée blanche peuvent également étre présentes, notamment une neutropénie.

Le test d’auto-agglutination sur lame ou le test de Coomb’s seront parfois positifs. Cependant un test
négatif ne permet pas d’exclure la maladie.

I nexiste pas d'anomalies biochimiques plasmatiques ou urinaires pathognomoniques de
piroplasmose, de méme concernant [l'analyse d'urine. On pourra parfois observer une
hyperglobulinémie, une augmentation de I'activité des enzymes hépatiques ou de la créatinémie, une
hyperbilirubinémie et/ou une hémoglobinémie. A I'analyse d'urine, on notera des modifications telles
qu’une bilirubinurie et/ou une hémoglobinurie, une protéinurie. Ce sont encore une fois des marqueurs
assez peu spécifiques, c'est pourquoi on ne peut se fonder sur ces examens seuls pour établir un
diagnostic de certitude.

Il existe trois méthodes différentes utilisables pour réaliser un diagnostic de piroplasmose :
lidentification microscopique des parasites, la sérologie et les analyses moléculaires. La sensibilité et la
specificité réelles de ces différents tests sont difficiles a établir mais il est important de retenir que 'on
peut avoir des faux négatifs et des faux positifs avec chacun d'eux. Il n'existe donc pas de test
diagnostique parfait en cas de piroplasmose, c’est pourquoi on recommande souvent de les coupler : la
combinaison d'un test sérologique et d'une PCR semble offrir la meilleure sensibilité. Les
recommandations actuelles sont donc de commencer par réaliser un test sérologique dans les cas

suspects, a compléter le cas échéant par une PCR.
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1.4.1 Identification microscopique

Il s’agit de I'observation microscopique d’'un étalement sanguin fin. La détection visuelle des
piroplasmes en position intra-érythrocytaire confirme le diagnostic et constitue la plupart du temps une
preuve suffisante pour initier un traitement spécifique. Cette méthode est trés spécifique mais elle reste
peu sensible et on ne peut donc pas exclure la piroplasmose si aucun parasite n'est visualisé a la
lecture du frottis ; en effet un taux de parasitémie d’au moins 0,001% est nécessaire pour détecter les
parasites. Afin d’augmenter cette sensibilité il est recommandé de prélever du sang capillaire, par
exemple & loreille, ou la concentration de parasites serait plus importante. On peut également
rechercher les Babesia sur le buffy coat car les hématies adjacentes ont plus de chances d'étre
parasités. De plus, par cette méthode, l'identification précise de la souche est impossible, méme si on
peut avoir une suspicion de la localisation géographique et des signes cliniques manifestés par I'animal.
B. canis se matérialise fréquemment sous la forme d’éléments piriformes présents dans les hématies
seuls ou par paires. Cependant, il se peut que cette figure ‘classique’ ne soit pas la forme

prédominante, notamment lorsque le parasite se réplique vite, et que I'on retrouve des formes plus

atypiques de tailles différentes, de type amiboide.

Photo 1 : Piroplasmes (B. canis) observés au microscope optique (x1000). Source : laboratoire central de
ENVT.
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1.4.2 Diagnostic sérologique

Il est parfois difficile de diagnostiquer la piroplasmose notamment chez les porteurs chroniques
qui présentent des symptomes frustres. C’est dans ce cas que la sérologie peut représenter un outil
efficace : elle permet de repérer les individus qui sont en contact avec le parasite depuis assez
longtemps pour avoir développé une réponse humorale. En revanche, chez les animaux atteints dans la
phase aigle de la maladie, la sérologie pourra se révéler négative car la réponse humorale n’aura pas
eu le temps de se mettre en place ; en effet, il faut deux a trois semaines pour observer le premier pic
détectable d'lgG (12).

Les tests sérologiques de type IFl ou immunofluorescence indirecte sont les plus utilisés dans le
diagnostic de la piroplasmose canine, et ce depuis les années 1970. lls permettent de mettre en
évidence les anticorps anti-babesia grace a des complexes spécifiques formés d’un anticorps couplé a
un fluorochrome. Ces derniers se fixent aux immunoglobulines et on peut ainsi observer une
fluorescence en microscopie électronique. Il existe cependant des réactions croisées entre les
différentes especes de piroplasmes, ce qui résulte en une moins bonne spécificité des tests. La PCR
reste donc le seul moyen fiable d'identifier I'espéce responsable du tableau clinique. De méme, certains
anticorps synthétisés en réponse aux espéces de piroplasmes les plus récemment découvertes
pourraient ne pas étre détectés par les techniques IFAT conventionnelles, ce qui abaisse la sensibilité.

Il faut également savoir qu'en fonction du laboratoire et des techniques utilisées, les titres en anticorps
et les seuils varient. De fagon générale, pour B. canis il est admis qu'un titre en anticorps supérieur ou
égal a 64 est en faveur d'une infection (5).

Comme cela a déja été mentionné, la sérologie peut donner des résultats faussement négatifs (12).
Pour augmenter la sensibilité des tests, il est recommandé de réaliser des sérologies couplées afin de
mettre en évidence une séroconversion. Cependant, lors de manifestation aigle, il n'est pas
envisageable d’attendre plusieurs semaines avant d’établir un diagnostic et d'initier le traitement. Dans

ce cas, la sérologie n’est donc pas le meilleur outil diagnostique.
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1.4.3. Diagnostic PCR

C’est la méthode diagnostique la plus sensible et la plus spécifique a notre disposition. C’est
également la seule méthode qui permet de réaliser l'identification précise de I'espéce en cause, en
sequencant 'ADN du parasite ou en utilisant des protocoles spécifiques. Ainsi on peut aujourd’hui
réaliser la distinction entre les différentes sous-espéeces de B. canis par exemple (13).

Le plus souvent, ce sont des séquences spécifiques telles que I'ARN ribosomal 18S, 5,8S ou 28S ou
les ITS (Internal Transcribed Spacers) qui sont utilisés pour réaliser un diagnostic PCR via des
techniques telles que la nested-PCR ou la PCR RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism).

La nested-PCR ou PCR nichée permet grace a deux étapes successives impliquant deux couples
d’amorces différents, de réduire les risques de contamination et d'affiner la sensibilité du résultat. En
effet, la seconde paire d'amorces amplifie une partie de la séquence amplifiée par la premiére, ce qui
implique deux niveaux de spécificité.

La PCR RFLP permet quant a elle de comparer deux séquences d’ADN amplifiées grace a I'utilisation
d’enzymes de restriction. Ces enzymes coupent I'’ADN au niveau d’une séquence donnée ce qui signifie
que deux molécules d’ADN différentes ne seront pas fractionnées en un nombre égal de fragments.
Malgré la bonne sensibilité de cette méthode, les faux négatifs restent possibles notamment dans les
cas de piroplasmose chronique, et il est important de prendre cette limite en compte. Pour affiner la
sensibilité on peut réaliser des PCR multiplexes, afin de rechercher plusieurs espéces ou de mettre en

évidence des co-infections (5).
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2. Les analyseurs d’hématologie du type cytométrie en

flux

2.1.  Introduction — Historique

Les analyseurs d’hématologie utilisés pour cette étude fonctionnent selon le principe de la
cytométrie en flux. C'est une technologie qui permet la mesure simultanée de plusieurs caractéristiques
physiques d’une cellule, dont les origines remontent au dix-neuviéme siecle. Au départ, elle était
réservée au suivi des patients immunodéprimés atteints du virus de I'immunodéficience acquise (VIH),
et au diagnostic ainsi qu’au pronostic de certains cancers du sang. Cependant, les usages scientifiques
de ces machines se sont multipliés, allant des analyses chromosomiques a I'hématologie clinique ou

encore a la toxicologie

2.2.  Principe

La cytométrie en flux est définie comme I'étude précise de cellules isolées entrainées par un
flux rapide : c’est une technique de caractérisation individuelle, qualitative et quantitative de particules
en suspension dans un liquide.

Pour fonctionner, un cytometre en flux nécessite trois composantes :
- Fluidique, pour canaliser les cellules du spécimen afin de les amener une par une devant une
source d’excitation.
- Optigue : la source d’excitation et de récupération des signaux.
- Electronique : dans le but de convertir les signaux optiques en signaux électroniques et de les
numériser pour les analyser avec un ordinateur.
Ainsi les cellules du spécimen a analyser circulent dans une gaine de fluide sous pression. Elles
baignent dans une solution hypotonique ce qui permet de les rendre sphériques, et sont présentées une
par une devant une source lumineuse, le plus souvent un laser. Les cellules soumises a ce dernier
émettent des rayons réfléchis, réfractés ou diffractés. La position de ces rayons réfractés et diffractés
ajoutée a l'intensité lumineuse résultante permet non seulement d’évaluer la taille de la cellule mais

également sa composition. L'utilisation de la cytochimie permet d’affiner la reconnaissance cellulaire.
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Les automates d’hématologie de type cytométre en flux peuvent ainsi identifier et compter 'ensemble
des cellules sanguines dont 'ensemble des leucocytes et les réticulocytes.

L’automate édite ensuite des graphiques accompagnants les résultats chiffrés.

e Le graphique des réticulocytes du Sysmex

Le Sysmex XT 2000 iV édite un graphique appelé RET ou sont représentés les hématies, les
réticlocytes et les plaquettes. Les réticulocytes correspondent au nuage de points évoquant une queue
de cométe réguliére partant du nuage des hématies.

Les réticulocytes sont des hématies contenant de 'ARN. Elles perdent progressivement cet
ARN au cours de leur maturation, devenant des hématies matures. Ainsi, le colorant fluorescent (la
polymethine dans le cas de nos deux automates) ajouté a la solution dans laquelle baignent les
cellules, et qui a une forte affinité pour 'ARN, se lie plus fortement aux réticulocytes les plus immatures.
Ces derniers émettront donc une fluorescence plus importante, ils sont qualifiés de HFR (High
Fluorescence Reticulocytes) et se situeront dans la partie droite de la queue de comete. Les
réticulocytes les plus matures auront peu d’ARN et auront donc une fluorescence peu importante (LFR)
proche de celle des hématies. Enfin, les réticulocytes ayant des quantités intermédiaires d’ARN, auront
une fluorescence intermédiaire (MFR) et se situeront au milieu de la queue de cométe.

Une autre variable, I'lFR, est la somme des MFR et des HFR, et représente donc la fraction des
réticulocytes immatures. Ces notions seront importantes pour la suite de I'étude, bien que seul le

Sysmex donne acces a ces indices de fluorescence.

Figure 2 : Graphique classique représentant un
cas d'anémie régénérative chez le chien
(Sysmex). 21



Deuxieme partie : Etude rétrospective
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1. Matériels et méthodes

Cette étude rétrospective et descriptive a été réalisée au Laboratoire Central de Biologie

Médicale de 'ENVT. Tous les hémogrammes de chiens obtenus avec le Sysmex XT-2000iV ou le
Procyte DX entre Mars 2008 et Mai 2014 ont été examinés. Les hémogrammes indiquant des cas de
babésiose diagnostiqués via I'observation microscopique des parasites ont ensuite été mis a part.
Tous les hémogrammes incluent entre autre des comptages leucocytaires et plaquettaires, cependant
les variables importantes pour notre étude sont : le comptage des hématies, le taux d’hémoglobine, le
microhématocrite (PCV) et I'hématocrite (calculé), le pourcentage de réticulocytes, le comptage
réticulocytaire ainsi que le taux de réticulocytes corrigé.

Les deux analyseurs utilisés fonctionnent selon la méme méthode, la cytométrie en flux, et
utilisent le méme colorant se liant a 'ARN (la polymethine). lls éditent de la méme fagon un graphique
représentant les hématies et les réticulocytes sous la forme de nuages de points grace a une coloration
fluorescente. Le Sysmex donne en plus acces a des indices de fluorescence : le LFR, le MFR, le HFR,
ainsi que I'IRF qui est la somme du MFR et du HFR.

Les hémogrammes comprennent systématiquement I'examen du frottis sanguin réalisé en
parallele de I'analyse chiffrée, afin d’évaluer notamment la morphologie des hématies. Pour chaque
frottis, le degré de polychromatophilie a été subjectivement apprécié comme absent, modéré ou marqué
et cette information a été transmise sur le rapport écrit.

Une anémie est considérée comme régénérative si le comptage des réticulocytes donné par I'analyseur
est supérieur a la limite haute de l'intervalle de référence.

La totalité des hémogrammes concernant des chiens atteints de babésiose ont ensuite été
analysés deux fois par deux observateurs différents : une vétérinaire en pathologie clinique (diplémée
ECVCP) et une résidente en pathologie clinique toutes deux expérimentées et habituées a I'analyse
des graphiques édités par les cytometres en flux. Les nuages de points étaient considérés comme
anormaux si une séparation compléte entre les réticulocytes et les hématies était mise en évidence. lls
étaient également considérés anormaux si la densité de points des réticulocytes était plus élevée au
milieu de la queue de cométe qu'au départ de celle-ci, bien que la continuité entre les deux nuages soit
respectée. Le but était de caractériser ces nuages anormaux pour les classer en profils distincts.

Lorsqu'ils étaient disponibles, les frottis sanguins ont été observés au microscope (x400), afin
d’examiner toutes les hématies individuellement. Le nombre d’hématies parasitées par frottis était ainsi

quantifié. Lorsque la parasitémie était importante, le comptage était stoppé quand le nombre d’hématies
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parasitées dépassait mille. S'il y avait moins de mille hématies parasitées sur le frottis, tous les globules
rouges du frottis étaient examinés.

Enfin, tous les hémogrammes réalisés avec le Sysmex et le Procyte entre Mars 2008 et Mai
2014 ont été revus une deuxiéme fois. Le but était d'identifier tous les chiens présentant un nuage de
réticulocytes anormal sans pour autant étre atteints de babésiose, comme le confirmait la lecture du
frottis sanguin. Ces hémogrammes ont été analysés de la méme fagon que ceux des chiens atteints de
babésiose, notamment les variables concernant les hématies et les réticulocytes, ainsi que le degré de
polychromatophilie. Ces chiens étaient atteints d’autres affections dont le diagnostic était renseigné par

leur dossier médical.
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2. Résultats

2.1.  Chiens atteints de piroplasmose

De Mars 2008 a Mai 2014, 6980 hémogrammes de chiens ont été réalisés au laboratoire de
'ENVT. Durant cette période, 92 cas de babésiose ont été recensés, ce qui suggere une fréquence de
1,32%. La plupart des chiens atteints (92%) présentaient également une thrombopénie ; cependant
pour deux de ces chiens de nombreux amas plaquettaires ont été objectivés a la lecture du frottis. Par
ailleurs, plus de la moitié des animaux atteints présentaient soit une leucopénie neutropénique, soit une
leucopénie lymphopénique, soit les deux. Une lymphocytose et une monocytose ont également été

observées chez un petit nombre de chiens (tableau 3).

Automate Sysmex Procyte

d’hématologie

Médiane  Min  Max IR (26) n<IR  n>R Médiane Min  Max IR* n<IR  n>IR
Hg (g/dL) 1245 35 19 12,4-19,2  39/80 11,7 75 153 131205  8/12
Ht (microhématocrite
ou hématocrite 35 10 50 35-52  39/80 3115 19,8 414 373617 912
calculé®)
% réticulocytes 049 013 669 03237 6/80 05 01 19
Taux de réticulocytes ok o

Régénératif Régénératif

corrigé 034 011 338 oy 980 0,38 0 08 o
Leucocytes (10"3/uL) 508 073 1372 56204  46/80 377 1586 1131 5051676  9/12
Neutrophiles (10*3/uL) 318 023 897 29136  34/80 2,87 12 826 2951164 7112
Lymphocytes
(1073 099 008 666 1153 4380 380 063 006 234 10551 812
Monocytes (10*3/uL) 045 005 173 0416 180 027 01 238  0,16-1,12 112
Plaquettes (10"3/uL) 14 2 250 64-613  73/80 85 0 54 148-848  12/12

Tableau 3 : Résultats des hémogrammes de chiens atteints de babésiose. *Le microhématocrite n'est pas disponible
pour les hémogrammes réalisés avec le Procyte. ** Les intervalles de référence utilisés pour le Procyte sont ceux donnés
par le fabricant.
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2.1.1. Chiens présentant un nuage de réticulocytes normal

Sur les 92 chiens infectés, 72 présentaient des profils réticulocytaires normaux, ce qui
représente 78,3% des cas. Parmi ces 72 chiens, 34 présentaient une anémie (47,2%) qui était
régénérative chez trois individus seulement, selon le comptage réticulocytaire : 167x106/L, 196x106/L
et 232x10"6/L. Tous les trois présentaient une polychromatophilie modérée a marquée.

Sur les 72 cas, seuls 34 frottis étaient disponibles. Parmi eux, 26 frottis comptaient moins de
1000 hématies parasitées [8-603]. Les 8 autres frottis comprenaient un nombre important d’hématies
parasitées, soit plus de mille. Parmi eux :

- Un seul chien présentait une polychromatophilie marquée et une réticulocytose.

- Chez les 7 autres chiens le comptage réticulocytaire était dans l'intervalle de référence. Pour 4
d’entre eux, la polychromatophilie a été subjectivement définie comme absente. Les 3 autres
présentaient une polychromatophilie modérée, et 2 de ces 3 derniers chiens avaient également

une anémie modérée.

2.1.2. Chiens présentant un nuage de réticulocytes anormal

Sur les 92 cas de babésiose, 20 présentaient des profils réticulocytaires anormaux. Parmi ces
différents profils, trois groupes ont été créés :

- Groupe 1: 8 graphiques étaient caractérisés par une séparation compléte entre le nuage des
hématies et celui des réticulocytes, ou une continuité entre les deux nuages mais une densité
de points plus importante au milieu de la ‘queue de cométe’.

- Groupe 2 : 3 graphiques étaient comparables & ceux du groupe 1, mais avec une densité de
points moins importante.

- Groupe 3: 9 graphiques présentaient des nuages de points ambigus ou suspicieux sans pour
autant pouvoir étre classés dans le groupe 2.

Les deux premiers groupes ont été définis facilement par les deux observateurs, mais les graphiques a

inclure dans le troisiéme groupe ont fait I'objet de discussion avant d’arriver a un consensus.
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Figure 4 : Graphiques des anomalies caractéristiques rencontrées chez les chiens atteints de babésiose (Sysmex). A: Graphique

représentatif des chiens du groupe 1. B: Groupe 2. C: Groupe 3. D: Graphique représentant une anémie régénérative.

Par ailleurs, dans la quasi-totalité des cas, le nuage anormal était observé au milieu de la
‘queue de cométe’. Dans un seul cas, 'anomalie était Iégérement décalée vers la droite.
De plus, 14 des chiens qui présentaient un cytogramme anormal étaient anémiés, et 12 d’entre eux
présentaient une polychromatophilie absente a légere. Dans les 2 autres cas, la polychromatophilie
était modérée. Les 6 autres chiens n’étaient pas anémiés et la polychromatophilie était absente a
légere. Parmi ces 6 chiens, un présentait une réticulocytose modérée (161x10%6/L) sans anémie, mais
pas de polychromatophilie. Ce qui suggére que la réticulocytose indiquée par I'analyseur n'est pas

réelle puisque I'observation du frottis ne révéle pas ou peu de réticulocytes.

Seuls 16 frottis sanguins étaient disponibles sur les 20 cas recensés, dont 15 comprenaient un
grand nombre d’hématies parasitées (>1000). Sur ces 15 cas on compte :
- 7 chiens du groupe 1
-1 chien du groupe 2
- 6 chiens du groupe 3
Sur le dernier frottis, appartenant & un chien du groupe 2, seulement 315 hématies parasitées ont été

mises en évidence. Cependant, ce frottis était de qualité médiocre.
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2.2.  Chiens atteints d’une affection autre que la piroplasmose

Sur tous les hémogrammes réalisés entre Mars 2008 et Mai 2014, 13 chiens avaient un nuage
de réticulocytes anormal sans étre atteints de babésiose. Ces 13 cas ont été classés de la méme fagon
que les chiens ayant la piroplasmose, selon les trois groupes explicités ci-dessus : 4 chiens ont été
inclus dans le groupe 1, 3 dans le groupe 2 et 6 dans le groupe 3.

Sur les 4 chiens du groupe 1, 3 étaient atteints de leucémie avec blastes circulants, et les
nuages anormaux étaient alors déportés sur la droite du cytogramme. Le 4¢éme chien avait un lymphome
B centroblastique associé a une leucocytose marquée (35,35x10*3/uL), due a une neutrophilie avec
une courbe d’Arneth déviée a gauche, mais pas de blastes circulants.

Pour les chiens des autres groupes, aucune hypothése n’a pu étre avancée pour expliquer le
profil anormal des réticulocytes. Néanmoins, un de ces chiens était un Cavalier King Charles qui
présentait une thrombopénie a macroplaquettes, caractéristique de la race. Deux autres d’entre eux
étaient admis pour une défaillance cardiaque, un avait un mélanome malin, un une duodénite, un autre
une hépathopathie, et le demier était donneur sanguin, donc en bonne santé. Il n'y a pas eu de PCR

réalisée sur ces cas pour exclure la piroplasmose.

Deux des chiens du groupe 1 atteints de leucémie avaient une légére polychromatophilie et
pour I'un d'eux lanalyseur décelait une réticulocytose (503x10%6/L) non confirmée, d'aprés la
distribution anormale des réticulocytes et I'examen du frottis sanguin.

Pour deux autres chiens de ce méme groupe, I'un atteint de leucémie et I'autre d’un lymphome
B, 'hémogramme révelait une polychromatophilie modérée a marquée.

Chez les chiens du groupe 2, deux individus ne présentaient pas de polychromatophilie, et un
chien avait une polychromatophilie légere.

Chez les chiens du groupe 3, trois individus présentaient une polychromatophilie légére, et

deux n’avaient pas de polychromatophilie.
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Figure 5 : Anomalie de la distribution des réticulocytes A: chez un chien atteint de leucémie (Sysmex). B: chez un chien atteint de
leucémie (Procyte). C: chez un chien du groupe 1 atteint de babésiose. D: profil normal d’'une anémie régénérative

2.3. Indices de fluorescence

Ces variables concernent tous les chiens inclus dans I'étude.

Chez les chiens atteints de babésiose et classés dans le groupe 1, le MFR tend a étre plus
élevé que les chiens atteints de babésiose des groupes 2 et 3, ou que chez les chiens présentant une
anémie régénérative ; ou encore que les chiens présentant des nuages de réticulocytes anormaux sans
étre atteints de piroplasmose

L'analyse statistique des résultats obtenus n'a cependant pas pu étre réalisée en raison du
faible nombre de chiens inclus dans chaque groupe.

Chez un chien atteint de leucémie, le HFR était plus élevé que pour tous les autres chiens de
I'étude. L'IFR était élevé chez tous les chiens présentant un MFR et/ou un HFR élevé. (tableau 6,

graphique 7).
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%LFR %MFR %HFR %IRF
Chiens atteints de babésiose
présentant un profil de reticulocytes
anormal
Groupe1 61.1 324 6.5 38.9
70.1 26.8 3.1 29.9
70.6 27.8 1.6 294
53.5 33.6 12.9 46.5
59.6 36.0 4.4 40.4
73.8 22.6 3.6 26.2

Groupe2 87.7 11.0 1.3 12.3
85.1 12.2 2.7 14.9

Groupe 3  80.0 16.8 3.2 20.0
90.4 8.5 1.1 9.6
80.3 16.5 3.2 19.7
89.1 9.7 1.2 10.9
76.6 10.9 12.5 234
82.3 7.8 9.9 17.7
74.7 22.2 3.1 25.3

Chiens atteints de babésiose
présentant un profil de réticulocytes 69.2 23.3 7.5 30.8
normal et une anémie régénérative 814 13.6 5.0 18.6

Chiens présentant une anomalie du
nuage des reticulocytes sans étre
atteints de babésiose
Groupe1 317 324 359 683
4.0* 22.4* 73.6*  96.0%
64.1 225 13.4*  35.9*

Groupe2 75.5 20.9 3.6 24.5
1.7 221 6.2 28.3
71.5 20..5 8.0 28.5

Groupe 3 71.1 19.1 9.8 28.9
713 15.5 13.2 28.7
84.4 9.8 5.4 15.2
92.1 6.2 1.7 7.9
75.7 13.4 10.9 24.3
78.9 19.3 1.8 21.1

Tableau 6 : Indices de fluorescence des réticulocytes HFR, MFR et LFR donnés par le Sysmex, pour tous les
chiens présentant des profils anormaux ainsi que pour deux chiens ne présentant pas d’anomalie mais une
anémie régénérative
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Graphique 7 : Nuages de points illustrant les indices de fluorescence. A: IRF. B: LFR. C: MFR. D: HFR chez les chiens
atteints de babésiose du groupe 1 (1), chez les chiens présentant un nuage anormal et une autre affection que la
babésiose (2) et chez les chiens atteints de leucémie (3).
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Discussion

Dans cette étude, nous avons montré que certains cas de piroplasmose associés a une
parasitemie élevée pouvaient induire des anomalies caractéristiques, notamment un profil
réticulocytaire anormal ainsi qu’une pseudoréticulocytose. De plus, nous avons montré que les indices
de fluorescence fournis par le Sysmex pourraient étre utiles pour distinguer les différentes causes de
pseudoréticulocytose. En effet, les chiens atteints de babésiose avec un nuage de réticulocytes
anormal tendaient a avoir un MFR plus élevé que les autres. Par ailleurs, en médecine humaine, des
cas similaires de pseudoréticulocytose ont déja été reportés chez des patients infectés par Plasmodium
falciparum, agent de la malaria (14-16). Ce parasite également intra-érythrocyaire peut étre comparé a
ceux du genre Babesia. Une étude a montré que chez une personne fortement atteinte (avec un degré
de parasitémie atteignant les 70%), 'analyseur dénombrait 21,6% de réticulocytes parmi les hématies
(comptage absolu 92x10*3/uL) (15). Néanmoins, le comptage manuel des réticulocytes aprés
coloration du frottis sanguin au bleu de méthyléne et observation microscopique a réveélé un taux de
réticulocytes de 4% (16x10"6/L). Selon toute vraisemblance, 'ARN des parasites était confondu par la
machine avec 'ARN contenu dans les réticulocytes, la conduisant a inclure les hématies parasitées
dans le comptage des réticulocytes. De la méme fagon, une autre étude a mis en évidence une
pseudoréticulocytose indiquée par 'automate d’hématologie Cell-Dyn 4000 chez 23 parmi 46 patients
atteints de malaria a Plasmodium falciparum (16). Cette erreur était presque exclusivement notée chez
des patients dont plus de 0,5% des hématies étaient parasitées, et 'automate était la aussi induit en
erreur par '’ARN du parasite présent dans les hématies. Ainsi les résultats donnés par cet analyseur
pourraient contribuer a diagnostiquer la malaria, et ce rapidement, tout particuliérement dans les

centres médicaux ne bénéficiant pas d'une expertise en maladies tropicales.

D’autre part, d’autres causes peuvent étre a l'origine d’écarts de résultats entre les données de
Ianalyseur et celles du comptage manuel des réticulocytes. Parmi elles, on compte les
macroplaquettes, les aggrégats plaquettaires, la présence de leucocytes anormausx, la leucocytose ainsi
que les fragments de leucocytes qui peuvent créer une pseudoréticulocytose (17, 18, 21-23). De plus,
les corps de Heinz, les corps de Howell-Joly, les corps de Pappenheimer ou les ponctuations
basophiles pourraient également interférer avec I'énumération des réticulocytes par les analyseurs
d’hématologie fonctionnant selon le principe de la cytométrie en flux (21, 24). Cependant, les frottis

sanguins des chiens inclus dans cette étude ont été vérifiés, et aucune des raisons pré-citées n'a pu
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étre mise en cause pour expliquer 'anomalie du nuage des globules rouges. Il a donc été retenu que
cela venait des hématies parasitées.

Des études précédentes ont ainsi montré que le comptage des réticulocytes était anormalement
élevé patients humains leucémiques, ainsi que chez un chien atteint de leucémie dont les
hémogrammes ont été réalisés le Sysmex XE-2100. Ce dernier présentaient un nuage de réticulocytes
complétement séparé de celui des rouges (17, 18), comme nous avons pu I'observer chez les chiens

leucémiques inclus dans notre étude.

Chez des hommes atteints de leucémie, il a été démontré que des fragments de leucocytes
détruits ou des leucocytes anormaux pouvaient se superposer au nuage des reticulocytes sur le
graphique des hématies. Ces leucocytes se confondaient plus particuliérement avec la fraction
immature des réticulocytes (IRF) incluant les HFR et les MFR. De fait, chez ces patients, I'|RF était
anormalement élevé alors que ce sont normalement les LFR qui sont le plus représentés lors de
réticulocytose vraie (17, 18). L’hypothese avancée est que les leucocytes anormaux fixent moins le
colorant (la polymethine) et apparaissent donc moins fluorescent, ce qui les fait apparaitre dans la
région des réticulocytes plutdt que dans le cytogramme des leucocytes. Dans certains cas, les
analyseurs affichaient cependant un message d'alerte spécifiant que le nuage des réticulocytes était
anormal (‘RET Abn Scattergram’). De fagon similaire, chez un chien atteint de leucémie aigue, une
contradiction a pu étre mise en évidence entre les résultats donnés par le Sysmex XT-2000iV
concernant les réticulocytes, et la polychromatophilie (25). Chez ce chien, la distribution atypique des
réticulocytes suggérait une erreur puisqu'il y avait 66% de HFR dénombrés par I'analyseur. Dans notre
étude, le méme phénomeéne a été observé chez deux chiens :

- un chien atteint de leucémie qui présentait un profil réticulocytaire anormal, un haut
pourcentage de HFR et donc un IRF élevé, associé a un LFR anormalement bas.

- Un autre chien également atteint de leucémie, chez qui il a été noté que le nuage des
réticulocytes présentait une anomalie caractérisée par une densité de points importante a
I'extréme droite du cytogramme. Malheureusement les indices de fluorescence ne sont pas
disponibles pour ce cas car 'hémogramme a été réalisé avec le Procyte, qui ne donne pas
accés a ces valeurs.

Nous avons montré que des chiens atteints de babésiose et classés dans le groupe 1 ont
tendance a avoir un MFR plus élevé et un HFR plus bas que les chiens atteints de leucémie. Pour
expliquer cela, nous pensons que les hématies parasitées ont une fluorescence moins importante que

les leucocytes anormaux des chiens leucémiques. Cette hypothése est confortée par la faible affinité
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des parasites pour le colorant fluorescent comparée a celle des fragments de leucocytes ou des
leucocytes anormaux pour ce méme colorant (21). Ainsi les hématies parasitées fixaient moins le
colorant et apparaitraient moins fluorescentes que les leucocytes anormaux, ce qui explique qu’on ne
les retrouve pas au méme endroit sur le cytogramme. Nous avons donc émis I'hypothese que la
localisation et la distribution de I'anomalie du nuage des réticulocytes pourrait varier en fonction de

I'affection qui en est a l'origine.

Tous les chiens atteints de babésiose avec une anomalie dans la distribution des réticulocytes
étaient hautement parasités (>1000 hématies/frottis), sauf un. Cependant, 8 chiens qui avaient un profil
réticulocytaire normal présentaient aussi un haut degré de parasitémie. Chez un de ces chiens avec
une réticulocytose vraie, il a été avancé que cette derniére pourrait masquer le nuage des hématies
parasitées. Mais cela n'explique pas les 7 autres cas pour lesquels la réticulocytose et la
polychromatophilie étaient absentes, et ne pouvaient donc pas masquer le nuage anormal. Une autre
hypothése est donc que le nombre d’hématies parasitées nécessaire a I'apparition de I'anomalie
pourrait étre bien supérieur a 1000. En effet une étude menée chez des gens atteints de malaria a
Plasmodium falciparum a montré qu'il fallait qu’au moins 0,5% de la totalité des hématies soit
parasitées pour voir apparaitre la pseudoréticulocytose (16). Par conséquent, il se peut que ce soit le
pourcentage de globule rouges parasités et non leur nombre absolu qui soit important pour voir
apparaitre la pseudoréticulocytose. Ainsi, en médecine humaine, et selon les recommandations de
'OMS, le diagnostic de la malaria passe par 'examen microscopique d'étalements sanguins fins et
épais, associée a une analyse quantitative du buffy coat. Si des parasites sont observés et qu'une
parasitémie supérieure a 0,5% de la totalité des hématies est attendue, la densité de parasites est
exprimée en pourcentage d'érythrocytes infectés pour 2000 globules rouges observés sur un frottis
finement étalé. Si moins de 0,5% des hématies totales sont parasitées, alors la densité de parasites est
exprimée en nombre d’hématies infectées observées pour 100 globules blancs sur un étalement
sanguin épais.

Cependant, d’autres investigations seront nécessaires pour déterminer si c’est bien le pourcentage de
globules rouges infectés qui est important. Il serait également intéressant de calculer des pourcentages
d’hématies parasitées afin de déterminer un pourcentage limite pour lequel la pseudoréticulocytose

apparait.

Cette étude a bien sur plusieurs limites, a commencer par le nombre d'individus inclus. Elle

comprend en effet un faible nombre de chiens atteints de babésiose, ainsi qu’un faible nombre de
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chiens atteints d’autres affections et présentant une pseudoréticulocytose. De plus, le fait le subdiviser
encore les groupes en sous-groupes a encore réduit le nombre de représentants dans chacun d’eux, ce
qui n’a pas permis de réaliser d’étude statistique de nos résultats. Enfin, deux analyseurs différents ont
été utilisés, bien que leur principe de fonctionnement soit le méme, et la méthodologie pour dénombrer
les réticulocytes similaire. En effet, le Procyte ne donne pas accés aux indices de fluorescence et ces

données n’étaient donc pas accessibles pour tous nos cas.

En conclusion, il semble que les anomalies du profil des réticulocytes, leur distribution ainsi que
des indices de fluorescence atypiques pourraient aider les cliniciens a suspecter et diagnostiquer la
piroplasmose. Ces résultats sont cependant a corréler avec des données hématologiques
concordantes, comme une anémie, une thrombopénie ou une leucopénie. De plus, d’autres études
seront nécessaires pour déterminer s'il existe une valeur seuil du pourcentage de parasitisme induisant
une anomalie du profil des réticulocytes voir une pseudoréticulocytose. Il faudrait également conduire
une étude plus large pour confirmer I'hypothése que les indices de fluorescence peuvent étre utiles
pour aider a déterminer les différentes causes de pseudoréticulocytose. Il pourrait alors étre intéressant
de mettre en place des messages d’alerte sur les automates d’hématologie lorsque de telles anomalies
sont observées, afin que les utilisateurs puissent plus facilement suspecter une maladie parasitaire

sanguine.
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Chiens atteints de babésiose : résultats d’hémogramme

N° N° dossier Hg PLT (1073/pl) GB GNN | GNN Lympho | Lympho | Mono | Mono | Rétic Rétic Rétic Rétic (Tx | IRF | LFR | MFR | HFR
hémogramme patient (g/dL) | -impédance | (1043/ | (%) | (103/ (%) (1073/p (% (10%3/ | (%) | (106/u (%o corrigé) (%) | (%) (%) (%)
uL) uL) L) manu uL) L) manuel)
el
2008 08-2023 T07-3451 11,10 14,00 261 | 58,00 | 151 36,00 0,94 6) 0,16 0,66 | 0,0297 * * 96 [ 904 | 85 1,1
08-2041 T06-4086 | 11,00 11,00 3,16 | 70,00 | 2,21 16,00 0,51 14 0,44 0,42 | 0,0201 * * 11,7 | 883 | 75 4,2
08-3560 T08-2510 5,30 8,00 431 | 53,00 | 2,28 35,00 1,51 12 0,52 142 | 0,0359 14,00 0,50 196 | 804 | 129 | 6,7
08-4892 T08-3963 | 14,50 14,00 432 | 86,00 [ 3,72 9,00 0,39 5 0,22 0,23 | 0,0142 * * 123 | 87,7 | 9.2 3,1
08-5493 T08-4566 9,40 12,00 7,35 | 30,00 | 2,21 55,00 4,04 14 1,03 0,55 | 0,0229 5,50 0,30 25 75 122 | 12,8
08-5616 T07-3556 | 16,40 5,00 323 | 64,00 | 2,07 20,00 0,65 16 0,52 0,46 | 0,0315 * * 23 [ 97,7 08 1,5
08-5742 T08-3057 9,60 14,00 8,26 | 67,00 | 553 22,00 1,82 1 0,91 0,69 | 0,0284 * 0,36 222 (778 | 165 | 57
08-5834 T07-2527 | 14,50 15,00 532 | 7400 | 3% 18,00 0,96 8 0,43 0,22 | 0,0135 * * 16,2 | 838 | 97 6,5
2009 09-144 T07-1316 | 12,70 4,00 6,65 | 37,00 | 2,46 54,00 3,59 9 0,60 0,41 0,0227 * * 235765 | 87 | 148
09-172 T08-464 8,90 12,00 212 | 46,00 | 0,98 17,00 0,36 37 0,78 0,45 | 0,0166 * 0,25 234 [ 766 [ 109 | 125
09-207 T01-16861 | 14,20 9,00 341 | 68,00 | 2,32 19,00 0,65 13 0,44 0,51 0,0312 * * 13,7 1 863 | 96 41
09-295 T09-260 12,00 19,00 214 | 88,00 | 1,88 7,00 0,15 5 0,11 0,52 | 0,0281 * * 149 | 851 | 122 | 27
09-484 T09-446 12,70 16,00 7,32 | 36,00 | 2,64 55,00 4,03 9 0,66 0,3 0,0159 ¥ * 238 [ 762 [ 143 [ 95
09-1224 T07-3832 | 10,80 5,00 13,72 | 47,00 | 645 44,00 6,04 9 1,23 1,93 | 0,0872 * 1,24 232 [ 768 [ 189 [ 43
09-1238 T09-1122 | 11,00 5,00 13,33 | 66,00 | 8,80 20,00 2,67 13 1,73 0,5 0,0257 5,00 0,35 205 (795 17,7 | 28
09-1373 T09-1251 5,90 4,00 6,78 | 37,00 | 251 55,00 3,73 7 0,47 6,69 0,196 * 2,97 219 | 78,1 16 59
09-1438 T09-1316 8,70 33,00 7,27 | 87,00 | 6,32 6,00 0,44 7 0,51 6,08 | 0,2316 * 3,38 18,6 | 814 | 13,6 5
09-1619 T02-2641 17,00 17,00 824 | 61,00 | 5,03 31,00 2,55 8 0,66 0,17 | 0,0124 * * 143 | 857 | 102 | 4.1
09-2746 T08-1315 8,40 12,00 1,15 | 82,00 | 0,94 11,00 0,13 6 0,07 0,29 | 0,0106 * 0,15 49 | 951 49 0
2010 10-701 T05-2798 | 13,90 49,00 489 | 44,00 [ 215 55,00 2,69 11 0,54 0,34 0,019 * * 105 | 895 | 63 4,2
10-1022 T10-864 14,20 13,00 2,71 | 7900 | 2,114 7,00 0,19 13 0,35 1,93 | 0,1007 * * 294 [ 706 | 278 | 1,6
10-1026 T10-864 12,70 10,00 865 | 80,00 | 6,92 11,00 0,95 0,78 0,91 0,0435 * * 16,7 | 833 | 136 | 3,1
10-1135 T02-2641 17,90 23,00 546 | 73,00 | 3,99 21,00 1,15 0,33 0,13 | 0,0096 ¥ * 81 [ 919 | 54 2,7
10-1258 T10-1109 | 41,10 41,00 6,52 | 60,00 | 391 32,00 2,09 0,39 293 | 0,1392 * * 385|615 222 | 16,3
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10-1646 T07-2031 12,30 38,40 438 | 80,00 | 3,50 15,00 0,66 5 0,22 0,36 | 00175 ¥ ¥ 218 (782 89 [ 129
10-2280 T08-2487 | 14,80 20,00 343 | 87,00 | 298 11,00 0,38 2 0,07 043 [ 0,0252 * * 116 | 884 | 99 1,7
10-2352 T10-2044 4,00 6,00 1,34 | 57,00 [ 0,76 15,00 0,20 56 0,75 1,9 0,0346 ¥ ¥ 253 | 747 | 222 | 31
10-3033 T10-1662 | 16,00 158,00 7,52 | 53,00 | 3,99 21,00 1,58 8 0,60 0,13 | 0,0086 * * 56 | 944 | 56 0
10-3300 T10-2954 | 10,60 103,00 7,94 | 52,00 | 413 36,00 2,86 11 0,87 1,96 [ 0,0906 * * 182 | 818 | 141 41
10-4594 T10-4340 7,40 16,00 544 | 68,00 | 3,70 17,00 0,92 2 0,11 0,9 0,0309 : * * * : *
10-4992 T10-4744 3,50 7,00 8,12 | 75,00 | 6,09 19,00 1,54 6 0,49 3,06 | 0,0438 3,06 0,68 46,5 | 535 [ 336 [ 129
2011 11-445 T11-374 11,80 26,00 748 | 63,00 | 4,71 32,00 2,39 3 0,37 0,48 | 0,0248 0,48 0,34 11,9 | 88,1 8,9 3
11-631 T11-408 13,20 16,00 7,78 | 50,00 | 3,89 47,00 3,66 3 0,23 0,33 | 00177 0,33 ¥ 20,7 | 79,3 12 8,7
11-1515 T11-1289 | 13,80 19,00 10,34 | 63,00 | 6,51 30,00 3,10 7 0,72 0,32 | 0,0167 * * 236 | 764 [ 169 [ 6,7
11-2503 T08-4588 | 13,80 9,00 497 | 62,00 | 3,08 22,00 1,09 15 0,75 026 | 0,0148 ¥ * 15 85 6,8 8,2
11-2510 T11-2248 7,00 6,00 598 | 81,00 | 484 10,00 0,60 9 0,54 0,28 | 0,0076 * 0,10 15 85 8,2 6.8
11-3504 T11-3221 6,80 79,00 746 | 75,00 | 5,60 11,60 0,87 19 1,42 0,7 0,0179 * ¥ ¥ * ¥ *
11-4861 T09-2261 13,00 12,00 295 | 87,00 | 257 11,00 0,32 2 0,06 0,16 | 0,0086 * * 19,5 | 80,5 | 152 | 43
11-56397 T11-5790 | 16,50 35,00 11,87 | 3500 | 4,15 51,00 6,05 4 0,47 05 0,0037 * * 1721 828 | 129 | 43
11-5474 T11-5881 10,10 13,00 7,32 6,00 0,44 91,00 6,66 3 0,22 0,55 | 0,0227 0,55 0,34 206 | 794 [ 148 [ 58
11-5528 T04-629 12,00 12,00 3,57 | 89,00 | 3,18 3,00 0,11 8 0,29 0,92 | 0,0423 0,90 0,60 214 [ 786 [ 199 [ 15
11-5543 T11-860 12,40 69,00 594 | 76,00 | 4,51 19,00 1,13 5 0,30 0,46 | 0,0226 * * 252 [ 748 [ 18,1 7,1
11-5555 T10-1246 | 10,20 10,00 430 | 81,00 | 3,48 6,00 0,26 13 0,56 0,43 0,017 0,40 0,25 116|884 | 91 2,5
11-5604b T11-6160
11-5804 T11-6311 14,10 10,00 6,28 | 90,00 | 5,65 4,00 0,25 6 0,38 05 0,0301 * * 177183 78 9,9
11-5896 T08-3201 13,90 22,00 9,05 | 5500 | 4,98 35,00 317 9 0,81 0,35 | 0,0201 * * 214 | 786 | 143 | 71
2012 12-57 T12-37 16,90 12,00 6,30 | 79,00 | 4,98 18,00 1,13 3 0,19 0,68 0,047 * * 2712 | 728 | 188 | 84
12-300 T11-4028 | 13,50 24,00 6,16 | 47,00 | 2,90 47,00 2,90 6 0,37 0,29 | 0,0155 0,29 0,23 49 | 951 1,2 3,7
12-659 T12-674 9,20 8,00 1,25 | 79,00 [ 0,99 16,00 0,20 5 0,06 0,54 | 0,0204 0,50 0,30 123 | 87,7 11 1,3
12-797 T07-25 17,50 22,00 3,39 | 73,00 | 247 24,00 0,81 3 0,10 0,44 | 0,0328 * * 175 | 825 | 135 4
12-1426 T12-1479 | 10,00 9,00 3,18 | 50,00 | 1,59 34,00 1,08 10 0,32 0,39 0,016 0,40 * 29,7 [ 70,3 | 234 | 63
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12-1914 T12-645 19,00 51,00 0,73 | 31,00 | 0,23 55,00 0,40 14 0,10 0,97 | 0,0748 * * 26,7 | 733 [ 188 [ 7,9
12-1928 T12-2025 | 15,60 25,00 6,00 | 70,00 | 4,20 17,00 1,02 13 0,78 0,34 0,023 * * 94 | 906 | 52 4,2
12-2412 T09-2261 13,40 39,00 3,05 [ 9500 | 290 3,00 0,09 0,06 0,33 | 0,0186 * * 11,7 | 883 | 117 0
12-4424 T02-3625 | 13,90 32,00 539 | 90,00 | 4,85 4,00 0,22 0,32 2,74 | 0,611 ¥ ¥ 404 | 59,6 36 44
12-4601 T12-5533 | 13,70 13,00 474 | 60,00 [ 2,84 32,00 1,52 13 0,62 0,14 | 0,0077 * * 128 | 872 | 51 7,7
12-4672 T08-829 11,20 8,00 11,31 | 70,00 | 7,92 11,50 1,30 21 2,38 0,1 0,0049 ¥ * ¥ * ¥ *
12-5254 T09-644 12,30 100,00 369 | 81,00 | 299 10,00 0,37 9 0,33 0,35 | 0,0175 * * 10,3 | 89,7 [ 10,3 0
12-5352 T10-806 16,70 10,00 3,09 | 64,00 | 1,98 21,00 0,65 15 0,46 055 | 0,0373 ¥ * 102 | 898 | 83 1,9
12-5416 T08-4514 | 18,50 12,00 886 | 58,00 | 514 39,00 3,46 3 0,27 0,27 | 0,0211 * * 1711829 | 92 79
12-5463 T12-6394 | 10,40 4,00 464 | 7550 | 3,50 6,70 0,31 8 0,37 1,9 0,0826 * 1,19 * ¥ * ¥
12-5522 T12-6456 9,40 16,00 8,36 | 44,00 | 3,68 43,00 3,59 13 1,09 0,76 | 0,0318 0,76 0,50 3351665 | 231 [ 104
12-5597 T12-799 11,10 34,00 4,07 | 70,00 | 2,85 20,00 0,81 0,37 1,43 | 0,0661 ¥ ¥ 284 | 716 | 197 | 87
12-5626 T09-4945 | 11,20 21,00 2,10 | 82,00 | 1,72 8,00 0,17 0,19 0,58 | 0,0301 0,50 ? 10,9 | 89,1 9,7 1,2
12-5654 T09-4945 9,70 13,00 448 | 67,00 | 3,00 17,00 0,76 12 0,54 0,34 | 0,0151 0,34 0,20 154 | 846 | 72 8,2
12-5957 T12-6835 9,40 33,00 4,02 | 5400 | 217 40,00 1,61 3 0,12 049 | 0,0193 0,49 ? 146 | 854 | 102 | 44
2013 13-120 T13-89 6,90 4,00 518 | 48,00 | 2,49 42,00 2,18 10 0,52 0,55 | 0,0171 0,50 0,20 2716 | 724 | 212 | 64
13-135 T13-96 11,90 32,00 536 | 63,00 | 3,38 21,00 1,13 16 0,86 0,27 | 0,0126 * * 19,7 1803 | 92 | 105
13-140 T10-1401 13,50 35,00 329 | 8210 | 2,70 9,40 0,31 3 0,10 0,3 0,0196 ¥ ¥ * * ¥ ¥
13-182 T13-138 12,90 9,00 342 | 4940 | 1,69 17,00 0,58 11 0,38 0,4 0,0234 : * * * * *
13-1022 T11-4655 | 15,40 6,00 263 | 7400 | 1,95 17,00 0,45 9 0,24 0,36 | 0,0213 * * 218 [ 782 198 2
13-1551 T11-5518 9,10 6,00 387 | 61,00 | 2,36 20,00 0,77 0,35 1,66 | 0,0599 0,06 ? 262 | 738 [ 226 [ 3,6
13-1682 T09-2261 14,10 2,00 3,17 1 90,30 | 2,86 4,40 0,14 0,13 0,3 0,0184 ¥ * * * ¥ *
13-1967 T10-5224 | 11,90 23,00 569 | 50,00 | 2,85 37,00 2,11 13 0,74 0,44 | 0,0205 * 0,30 20 80 16,8 | 3,2
13-2142 T05-3162 | 18,30 12,00 746 | 51,00 | 3,80 34,00 2,54 14 1,04 0,67 | 0,0506 ¥ * 16,9 | 83,1 | 127 | 42
13-2190 T13-2005 7,70 2,00 282 | 36,00 | 1,02 43,00 1,21 18 0,51 0,76 | 0,0248 0,90 ? 389|611 324 | 65
13-2375 T12-6341 11,10 6,00 451 | 56,00 | 2,53 31,00 1,40 12 0,54 0,45 0,22 * 0,30 196 | 804 | 157 | 39
13-2666 T07-18 14,90 15,00 429 | 74,00 [ 3,17 14,00 0,60 11 0,47 0,3 0,0179 * * 221 (779 [ 186 [ 35
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13-3112 T13-2918 10,60 30,00 3,65 | 7230 | 2,64 18,90 0,69 3 0,11 1 0,0474 * * * * * *
13-3142 T05-509 7,10 29,00 4,61 62,00 | 2,86 13,00 0,60 19 0,88 2,19 0,0646 * * 299 1 701 | 26,8 3,1
13-3277 T13-3087 12,40 173,00 13,39 | 67,00 | 8,97 19,00 2,54 9 1,21 3,36 0,1673 ¥ 2,70 30,8 | 69,2 | 233 75
13-3895 T13-3618 17,10 250,00 9,25 | 66,00 [ 6,11 21,00 1,94 4 0,37 0,5 0,0342 * * 11,7 1883 | 88 29
13-5156 T13-5102 13,90 22,00 536 | 79,00 | 4,23 9,00 0,48 12 0,64 0,27 0,016 * * 6,5 | 935 3,9 2,6
13-5301 T13-5219 13,70 23,00 442 | 7400 | 3,27 12,00 0,53 14 0,62 0,25 0,0139 * * 86 | 914 43 43
13-5473 T12-6284 12,50 24,00 463 | 74,00 | 3,43 12,00 0,56 14 0,65 0,67 0,0344 0,70 ? 19,71 80,3 | 16,5 3.2
13-6025 T13-6015 15,80 114,00 6,39 | 64,00 [ 4,09 25,00 1,60 8 0,51 0,88 0,0562 * * 12,2 | 87,8 11 1,2
2014 14-271 T14-317 8,30 2,00 4,04 | 48,00 1,94 40,00 1,62 11 0,44 0,47 0,016 ¥ * 12,9 | 87,1 91 3,8
14-742 T14-734 7,50 16,00 418 | 46,10 1,93 25,40 1,06 1 0,46 1,3 0,0422 * * * * * *
Noir : Sysmex

Rouge : Procyte
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Hémogrammes chiens : nuages anormaux (Sysmex + Procyte)

n°Hg n° dossier | Nb hémogrammes
2008 Mars 08-1874 T08-1397 111
Avril 08-2023 T07-3451 110
Mai 08-3086 T08-1980 104
Juin 08-3542 T04-1387 128
Juillet 08-3976 T04-12 58
Septembre 77
Octobre 153
Novembre 105
Décembre 08-5616 T07-3556 97
2009 Janvier 09-295 T09-260 104
Février 09-927 T09-782 94
Mars 09-1173 T09-1068 127
Avril * * 96
Mai * ¥ 106
Juin * ¥ 114
Juillet 09-3481 T09-3259 76
Septembre 09-4089 T01-1174 113
2010 Février 10-1022 T10-864 115
Mars * * 125
Avril * * 9%
Mai * ¥ 109
Juin 10-3472 T08-4711
10-3463 T10-3059 110
Juillet * ¥ 67
Septembre * * 91
Octobre 10-4992 T10-4744 134
Novembre * * 97
Décembre * ¥ 61
2011 Janvier 11-434 | T01-11004
11-445 T11-374 154
Février * * 98
Mars * * 151
Avril * * 170
Mai * ¥ 152
Juin * * 120
Juillet * * 85
Septembre * * 113
Octobre 11-4861 T09-2261 110
Novembre * * 121
Décembre 11-5804 T11-6311 70
2012 Janvier 12-137 T12-129 114
Février * * 107
Mars * * 125
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*

*

Avril 127
Mai * * 111
Juin 12-3126 T12-2672 127
Juillet * ¥ 66
Septembre 12-4251 T12-5063 100
Octobre 12-4424 T02-3625 121
Novembre 12-5258 T07-2734 135
Décembre * * 75
2013 Janvier * * 106
Février * T12-5884 104
Mars 13-1551 T11-5518 122
Avril 13-2262 T13-2053
13-2190 T13-2005 121
Mai 13-3112 T13-2918
13-3142 T05-509 136
Juin * * 114
Juillet * ¥ 78
Septembre * * 109
Octobre 13-5473 T12-6284 113
Novembre * * 114
Décembre * * 84
2014 Janvier * * 80
Février 14-1146 T14-1116 98
T14-859
Mars ¥ * 120
Avril 14-2368 T14-2262
14-2042 T14-1961 118
Mai * ¥ 35
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TITRE : NUAGES DE POINTS ANORMAUX DANS LA REGION DES RETICULOCYTES OBTENUS PAR CYTOMETRIE
EN FLUX CHEZ DES CHIENS ATTEINTS DE BABESIOSE : ETUDE RETROSPECTIVE DE 92 CAS.

Resumé : La babésiose ou piroplasmose canine est une maladie vectorielle transmise par les tiques présente
dans le monde entier ; par conséquent, les vétérinaires praticiens y sont souvent confrontés. Cette parasitose,
due a un protozoaire intra-érythrocytaire du genre Babesia, est responsable d’un tableau clinique polymorphe
et peut engager le pronostic vital de I'animal, d’ou I'importance de réaliser un diagnostic précoce. Le but de
cette étude est : de déterminer si les chiens atteints de babésiose présentent un profil réticulocytaire anormal ;
de l'identifier le cas échéant ; enfin corréler ces résultats au diagnostic primaire. Tous les hémogrammes canins
réalisés avec le Sysmex XT-2000iV ou le Procyte DX ont été revus. Les cas de babésiose ont été identifiés et les
profils réticulocytaires analysés. Ensuite, les chiens présentant un profil réticulocytaire anormal sans étre
atteints de babésiose ont été identifiés, et les nuages de points ainsi que les indices de fluorescence ont été
comparés avec ceux des chiens atteints de babésiose. Parmi 92 chiens atteints de babésiose, 20 présentaient
un profil anormal des réticulocytes et chez 8 d’entre eux cette anomalie était caractérisée par une séparation
compléete entre le nuage des réticulocytes et celui des hématies, ou par une continuité entre les nuages mais
une densité de points plus importante au milieu de la ‘queue de comete’ qu’au début. Chez les 6980 chiens
indemnes de babésiose, 13 présentaient un profil réticulocytaire anormal, parmi lesquels 3 chiens atteints de
leucémie avec blastes circulants. Les chiens atteints de babésiose avec des nuages de points anormaux
tendaient a avoir un MFR plus élevé que les autres chiens ; en revanche chez un chien atteint de leucémie le
HFR était plus élevé. Des nuages de points anormaux et des indices de fluorescence atypiques peuvent
constituer un signal d’appel alertant les cliniciens lors du diagnostic de piroplasmose.

MOTS-CLES : BABESIA, NUAGES DE POINTS, PSEUDORETICULOCYTOSE, INDICE DE FLUORESCENCE DES
RETICULOCYTES

TITLE : SPURIOUS RETICULOCYTE DOT PLOTS IN DOGS WITH BABESIOSIS : A RETROSPECTIVE STUDY OF 92
CASES.

Abstract: Babesiosis is a tick borne disease affecting dogs worldwide, that’s why vets around the world are
often confronted with it. This disease, due to an intra-erythrocytic parasite of the genus Babesia, is responsible
for polymorphous clinical signs and can lead to a life-threatening condition for patients. That’s why early
diagnosis of this affection is capital. Pseudoreticulocytosis and an abnormal reticulocyte profile were observed
in a dog with babesiosis presented to our institution. The aims of this study were: to determine if dogs with
babesiosis had abnormal reticulocyte profiles; to identify abnormal reticulocyte profiles in other dogs; to
correlate the profiles with the primary diagnosis. All canine CBCs performed with the Sysmex XT-2000iV or
Procyte DX hematology analyzers were reviewed. Cases of babesiosis were selected and reticulocyte profiles
were analyzed. Then, dogs with abnormal reticulocyte profiles but without babesiosis were identified, and
reticulocyte profiles and reticulocyte fluorescence ratios were compared with those of dogs with babesiosis. Of
92 dogs with babesiosis, 20 had abnormal reticulocyte dot plot profiles with 8 characterized by a complete
separation between the reticulocyte and the mature RBC plots or a continuum of reticulocytes from the RBC
plot but with a higher density of dots in the middle part of the “tail of the comet” than at the beginning. Of
6980 dogs without babesiosis, 13 had abnormal reticulocyte dot plot profiles; 3 of these dogs had leukemia
with circulating blast cells. Dogs with babesiosis and abnormal plots tended to have reticulocytes with higher
medium-fluorescence ratios than other dogs, whereas in one dog with leukemia the high-fluorescence ratio
was higher. Abnormal reticulocyte dot plots and atypical reticulocyte fluorescence ratios may occur in dogs
with babesiosis and alert clinical pathologists and clinicians to consider this diagnosis.

KEY WORDS: BABESIA, DOT PLOTS, PSEUDORETICULOCYTOSIS, RETICULOCYTE FLUORESCENCE RATIOS.



