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Introduction

L’'hémogramme est un examen complémentaire fréquemment réalisé en pratique
vétérinaire. Il est le plus souvent effectué par des analyseurs qui utilisent différentes
méthodes pour réaliser une analyse quantitative des éléments figurés du sang. (Zandecki et
al. 2007a). Les grands principes sont la cytométrie de flux, la variation d’'impédance et
I’'analyse de I'anneau leuco-plaquettaire (ou buffycoat). Les automates utilisant la cytométrie
en flux permettent d’obtenir les numérations des plaquettes, des hématies et leucocytes
sous la forme de graphiques en nuage de points. Ces derniers doivent alors étre évalués
avant de valider ou non les résultats chiffrés fournis par I'automate. En effet, dans certaines
situations, des nuages de points anormaux permettent alors de mettre en évidence et de

comprendre une erreur de comptage (Zandecki et al. 2007a)

D’assez nombreuses études ont montré que certaines situations pouvaient entrainer
de fausses thrombopénies ou au contraire de fausses thrombocytoses. En effet, de
mauvaises conditions de préléevement (Zandecki et al. 2007a) (tube trop rempli, délai entre
prélevement et analyse trop long), I'utilisation d’anticoagulants comme I'EDTA a l'origine
d’agrégats de plaquettes ou d’agglutination de plaquettes autour des globules blancs
(plaquettes « satellites » ou « en rosette ») ou encore des plaquettes de grande taille
(Zandecki et al. 2007a) peuvent étre a l'origine d’une sous-estimation de la numération
plaguettaire. A l'inverse, la présence dans le sang de fragments de globules rouges ou de
trés petites hématies, de schizocytes, d’eccenthrocytes ou d’hématies fantomes lors
d’anémie sévere due a un déficit en fer (Zandecki et al. 2007a), de microangiopathie ou
d’anémie hémolytique a médiation immune (Tvedten 2010), d’hématies jeunes nucléés
(zandecki et al. 2007b), de fragments de cellules nucléées (monoblastes, lymphocytes
blastiques) (Zandecki et al. 2007a)chez les patients atteints de leucémie ou de lymphome, de
microorganismes : bactéries, champignons tel Candida glabrata identifié chez un cas humain
(Lesesve et al. 2009), de cryoglobulines ou cryofibrinogéne (Zandecki et al. 2007a), d’'une
guantité augmentée de lipoprotéines (Zandecki et al. 2007a)(Gokcebay et al. 2011),en
période post-prandiale (Zandecki et al. 2007a) ou chez les patients obéses (cas en humaine)

(Ferreira et al. 2013), de transporteurs d’oxygéne comme le perfluorocarbone (Cuignet et al.



2000), utilisés lors de chirurgie cardiaque ou lors d’ischémie majeure peuvent étre a |'origine

d’une surestimation de la numération plaquettaire.

L'objectif de cette étude est d’identifier les nuages de points anormaux pour les
plaquettes par comparaison avec une distribution normale obtenues sur les animaux sains et

d’en comprendre les différentes causes en médecine vétérinaire.

Pour se faire, une étude rétrospective des hémogrammes réalisés par l'unité de
Biologie Médicale Animale et Comparée de I'Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse a été
réalisée. Les hémogrammes de chiens disponibles entre septembre 2011 et septembre 2015

ayant des nuages de points plaguettaires anormaux ont été recherchés.

I Etude bibliographique : le Sysmex XT-2000iV

Le Sysmex XT-2000iV est un analyseur automatisé validé pour les chiens, chats et
chevaux et ayant pour origine le Sysmex XT-2000i utilisé en humaine (Lillieh6dk, Tvedten
2009). Il permet, entre autre, |'obtention du comptage précis des hématies, des
réticulocytes, des leucocytes et des plaguettes avec deux méthodes optique et d’'impédance
(Lilliehook, Tvedten 2009). L'impédance permet de reconnaitre les cellules par leur taille et
la cytométrie en flux permet de reconnaitre les cellules par leur structure interne et par la
quantité d’ADN et d’ARN présente dans la cellule grace a l'utilisation de colorant
complémentaires ; en effet, les cellules sont marquées a la polyméthine, un colorant

fluorescent qui se lie aux acides nucléiques (Lilliehdok, Tvedten 2009).

D’une part, les résultats sont rendus sous la forme de numérations prenant en
compte la mesure par impédance et par cytométrie en flux, pour chaque type de cellule. En
ce qui concerne les différents résultats fournis par I'analyseur, les variables RCB-I, HCT, PLT-I,
PCT sont obtenus par impédance et MCV, MCH, MCHC, MPV PDW, P-LCR sont calculés a
partir des comptages obtenus par impédance. En revanche, les variables RET, RCB-O, PLT-O,
WBC, sont obtenus par méthode optique (Lilliehook, Tvedten 2009). Il est alors possible de
comparer les résultats numériques obtenus par les méthodes d’impédance et optique pour
le comptage des plaquettes et des hématies puisque les deux méthodes sont utilisées pour

ces deux populations.



Ainsi, les grosses plaquettes ne sont pas prises en compte avec la méthode
d’'impédance (PLT-1) tandis qu’elles le sont avec la méthode optique (PLT-O) (Lillieh6ok,
Tvedten 2009). Par ailleurs, avec la méthode d’'impédance, le Sysmex XT-2000i est capable
de différencier les plaquettes des petites hématies chez ’lhomme, ce qui n’est pas le cas du

Sysmex XT-2000iV chez le chien (Lesesve et al. 2009).

D’autre part, les résultats obtenus avec le Sysmex XT-2000iV sont rendus sous la
forme d’une courbe pour I'impédance donnant le nombre de cellules en fonction du volume,
et de nuages de points pour la cytométrie en flux donnant le volume des cellules en fonction

de leur granulosité, de leur fluorescence, de leur taille, selon les graphiques.

Chez un chien sain, la courbe obtenue par variation d’impédance pour les plaquettes
(figure 1) a une forme de courbe de Gauss qui doit démarrer de zéro et revenir a zéro avant
le trait de séparation pour pouvoir étre validée, ce qui montre que le volume plaquettaire
est uniforme et donc qu’il n’y a pas d’erreur de comptage (chaque plaquette comptée est

réellement une plaquette).

PLT

Figure 1 : Courbe d’'impédance pour les plaquettes chez un chien sain

Chez le chien sain, le nuage de points plaquettaires a une forme logarithmique ou
forme de « banane » et ne doit pas se confondre avec le nuage de points des hématies sur
la gauche du graphique et des réticulocytes au-dessus et sur la droite du graphique (figure

2).



Figure 2 : Nuage de points plaquettaires chez un chien sain (fleche rouge)

Enfin, c’est grace a la morphologie des courbes et des nuages de points ainsi qu’a des
alarmes affichées par I'analyseur que I'opérateur saura s’il existe des anomalies de
distribution« Abn  distribution » et/ou des anomalies de nuages de points

« Abnscattergram » pour chaque type de cellule sanguine.

Il. Etude rétrospective

Les erreurs rencontrées sur la numération-formule des plaquettes sont a |'origine de
surestimation du nombre de plaquettes (fausse thrombocytose ou normothrombocytémie)
ou plus fréguemment de sous-estimation de ce nombre (fausse thrombopénie) ce qui peut
conduire le clinicien a poser un diagnostic erroné et donc a mettre en place une démarche
thérapeutique inadaptée. Il nous semblait donc important de réaliser une étude
rétrospective visant a aider le biologiste et/ou le clinicien dans linterprétation des
graphiques des plaquettes obtenus avec le Sysmex XT-2000iV. Aussi, I'issue de cette étude
pourrait potentiellement étre la mise en place de nouvelles alarmes permettant de réduire

au maximum ces erreurs de comptage (Zandecki et al. 2007a).

A. Matériel et méthodes

1. Personnes impliquées dans la réalisation de I’étude
L'étude est effectuée et coordonnée par C. Trumel, L. Piane, A. Greffé et ML.

Mayaud :

- C. Trumel : préparation du protocole, sélection des hémogrammes, traitement des

données et interprétation des résultats
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- L. Piane: préparation du protocole, sélection des hémogrammes, traitement des
données, recherche des comptes-rendus cliniques et hématologiques, des frottis
sanguins et interprétation des résultats

- A. Greffé : sélection des hémogrammes, traitement des données et interprétation
des résultats

- ML. Mayaud : préparation du protocole, sélection des hémogrammes, traitement des
données, recherche des comptes-rendus cliniques et hématologiques, des frottis
sanguins et interprétation des résultats

- Laboratoire de Biologie Médicale de I'ENVT: conservation des données

(hémogrammes, frottis, comptes-rendus laboratoire)

Pour réduire au maximum le coté subjectif de la sélection des hémogrammes, quatre
personnes sont intervenues : trois personnes expérimentées (C. Trumel, L. Piane et A.

Greffé) et une personne « naive » (ML. Mayaud).

2. Période et durée de I’étude rétrospective

Du 15 septembre 2011 au 17 septembre 2015.

3. Protocole de sélection des hémogrammes

a) Criteres d’inclusion
Les hémogrammes évalués dans cette étude rétrospective doivent avoir été réalisés
entre le 15 septembre 2011 et le 17 septembre 2015 et doivent provenir de chiens. Par
ailleurs, le nuage de points concernant les plaguettes doit étre anormal (figures 3 et 4). Sont

considérés comme anormaux les graphiques dont les nuages de points plaquettaires ont :

- Un aspect différent du nuage de points plaquettaire normal en forme de « banane »

- Une base tronquée

- Une limite mal définie avec le nuage de points des hématies

- Une limite mal définie avec le nuage de points des réticulocytes

- Un double nuage de points avec des points anormalement localisés dans le cadran

inférieur droit du graphique.
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Figure 3 : Nuage plaquettaire normal de chien en forme de « banane » (trait plein)
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Figure 4 : Représentation des anomalies de nuages de points plaquettaires selon le protocole établi ; cercle noir : limite
mal définie plaquettes/hématies; cercle rouge: double nuage de points; cercle pointillés: limite mal définie
plaquettes/réticulocytes ; trait horizontal : base tronquée

b) Criteres d’exclusion

Parmi les hémogrammes inclus dans I’étude, sont exclus :

- Ceux dont I'automate a mentionné le terme « Error »
- Ceux réalisés pour un contréle externe

- Ceux réalisés a partir d’un autre liquide que le sang (exemple : épanchement)

4. Classement des hémogrammes
Au total, sur les quatre années de 2011 a 2015, 4713 hémogrammes de chiens ont
été répertoriés. Les graphiques plaquettaires de chaque hémogramme ont ensuite été
étudiés un par un et retenus ou non en fonction des criteres d’inclusion et d’exclusion
précisés précédemment. Plusieurs sessions de classement faisant intervenir les quatre

personnes (C. Trumel, L. Piane, A. Greffé et ML. Mayaud) ont été nécessaires afin de définir
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le plus objectivement possible les hémogrammes de chien ayant un nuage plaquettaire

anormal et de les classer en fonction de la morphologie du nuage de points.

5. Critéeres d’évaluation et de compréhension des nuages de points
anormaux

a) Criteéres cliniques

Les criteres cliniques évalués sont :

- lLarace
- L'affection

- Le traitement

b) Criteres biologiques

(1) Le frottis sanguin

Les critéres évalués sur les frottis sanguins sont :
- Présence/Absence d’agrégats de plaquettes
- Présence/Absence d’agrégats de plaquettes en satellite autour des globules blancs
- Présence/Absence de fragments de globules rouges
- Présence/Absence de fragments de cellules nucléées
- Présence/Absence de globules gras, d’hématies a bords flous
- Présence/Absence de microorganismes
- Taille des éléments figurés (plaguettes, globules rouges et blancs, réticulocytes)

- Présence/Absence de cellules anormales, d’'une hypochromie, d’une
polychromatophilie, de corps de Heinz, de sphérocytes, de schizocytes, d’acanthocytes,

d’hématies fantomes

B. Résultats : établissement de six groupes de nuages de points

plaquettaires anormaux
Sur 4713 hémogrammes, 61 d’entre eux présentaient un nuage plaguettaire anormal
selon les criteres énoncés dans la premiére partie. Six groupes ont été créés en fonction des
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profils plaguettaires identifiés, se différenciant par la forme, la densité du nuage de points
des plaquettes ainsi que par sa relation avec les nuages des hématies et des réticulocytes. Le
classement des hémogrammes en fonction de leur groupe, associé au diagnostic des

anomalies de leur nuage plaquettaire, figure dans I'annexe 1.

1. Groupe A
Le premier profil (groupe A) correspond aux nuages de points ayant une anomalie de

densité. Deux sous profils sont mis en évidence :

- Sous-profil 1: le nuage de points plaquettaires a une densité de points inversée sur la
courbe c'est-a-dire que la densité augmente avec I'axe des abscisses alors qu’elle devrait

diminuer (gradient de densité sur la figure 5).

PLT-O

Figure 5 : Nuage plaquettaire type du sous-profil A.1.

- Sous-profil 2: le nuage de points présente une forme de « banane» mais est
anormalement localisé et est formé de deux populations de points (trait en pointillé sur la
figure 6).

Figure 6 : Nuage plaquettaire type du sous-profil A.2
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2. Groupe B
Le deuxiéme profil (groupe B) correspond aux nuages de points ayant une base

tronquée (fleche sur la figure 7).

PLT-O

2 sz coree

Figure 7 : Nuage plaquettaire type du groupe B

3. Groupe C

Le troisieme profil (groupe C) correspond aux nuages de points :

- Avec une double population: une population normale et une deuxieme population
distincte se situant dans le cadran inférieur droit du graphique (deux cercles sur la figure 8)

Ou

- Avec la présence de points anormalement situés dans le cadrant inférieur droit du

graphique.

Figure 8 : Nuage plaquettaire type du groupe C

4, Groupe D
Le quatrieme profil (groupe D) correspond aux nuages de points anormaux dans
I'angle a gauche du graphique ayant une mauvaise séparation avec le nuage de point des

globules rouges. Deux sous profils ont été identifiés.
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- Sous profil 1: les points anormaux descendent a partir du nuage de points des
hématies et « tombent » dans celui des plaquettes avec une confusion entre les deux

nuages (fleche sur la figure 9).

PLT-O
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Figure 9 : Nuage plaquettaire type du sous-profil D.1.

- Sous profil 2 : les points anormaux remontent du nuage de points des plaguettes vers le

nuage des hématies avec une confusion entre les deux nuages (fléeche sur la figure 10).

PLT-O

Figure 10: Nuage plaquettaire type du sous-profil D.2.

5. Groupe E
Le cinquieme profil (groupe E) correspond a un nuage de point formant un patch

rond détaché de I'axe des ordonnées (figure 11).

Figure 11 : Nuage plaquettaire type du groupe E
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6. Groupe F
Le sixieme profil (groupe F) correspond aux nuages de points plaquettaires
fusionnant avec le nuage des réticulocytes au-dessus et a droite du graphique (cercle sur la

figure 12).

PLT-O

L

Figure 12 : Nuage plaquettaire type du groupe F

C. Les affections retrouvées dans les différents groupes

1. Groupe A
Dans le groupe A, 8 chiens (numéros 1 a 8) ont été retenus et tous présentent une
thrombopénie. Par ailleurs, un chien du groupe F (numéro 61) présente des caractéristiques

appartenant au groupe A.

Au sein du groupe A, deux sous-profils se distinguent. Dans le groupe A.1., 8 chiens
ont été retenus (hémogrammes 2, 3,4, 5, 6, 7, 8 et 61). Tous les hémogrammes du groupe
A.1 proviennent de chiens ayant des macroplaquettes visibles au frottis sanguin. Les
numeéros 4 et 7, réalisés a un mois et demi d’intervalle, proviennent d’un méme chien ayant
une leishmaniose. Les numéros 2 et 3 proviennent de chiens ayant respectivement une
parvovirose et une leishmaniose. Le numéro 61 provient d’'un chien avec une leucémie
aigué. Les numéros 5, 6 et 8 proviennent de chiens de race Cavalier King Charles. Dans le
groupe A.2, un chien avec une trypanosomose a été retenu (hémogramme 1). Ce chien avait
73000 plaquettes/ul d’aprés la numération plaquettaire optique mais le frottis sanguin a mis

en évidence de tres rares plaquettes et de nombreux hémoparasites (trypanosomes).

2. Groupe B
Dans le groupe B, 20 chiens (numéros 9 a 28) ont été retenus dont 5 également

classés dans le groupe D (numéros 11, 21, 24, 25 et 27) et deux classés dans le groupe C
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(numéros 18 et 26). 13 hémogrammes (9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 20, 24, 26 et 28)
proviennent de chiens ayant une hyperlipémie avec des hématies a bords flous au frottis
sanguin sans autre anomalie observée. 4 hémogrammes (11, 21, 22 et 25) proviennent de
sang prélevé un a trois jours avant I'analyse. Pour ces cas-la, le frottis sanguin n’était pas
disponible. Les hémogrammes 18, 23 et 27 proviennent de chiens ayant respectivement une
leucémie chronique, une thrombocytose sévere (>1.10° plaguettes) et une envenimation
ophidienne. Pour le chien avec une leucémie chronique, le frottis sanguin a mis en évidence
des blastes circulants. Pour le chien avec une thrombocytose sévere, le frottis sanguin a mis
en évidence une poikylocytose avec la présence de schizocytes. Pour le chien avec une
envenimation ophidienne, le frottis sanguin a mis en évidence de nombreuses hématies
fantdmes et nombreux fragments de leucocytes.

Par ailleurs, 3 hémogrammes du groupe C (42, 43 et 44) et 7 hémogrammes du
groupe D (46, 47, 48, 52, 55, 56 et 57) ont des caractéristiques appartenant au groupe
B. Parmi ces 10 chiens, 4 présentent une hyperlipémie (43, 46, 47 et 48) avec des hématies a
bords flous au frottis sanguin. Les hémogrammes 55 et 56 proviennent de tubes de sang
prélevés un a trois jours avant I'analyse. Deux autres chiens (hémogrammes 42 et 57) avec
respectivement une leucémie aigué et une anémie hémolytique a médiation immune
présentent des fragments de leucocytes ou des hématies fantébmes sur le frottis sanguin.
Pour les hémogrammes 44 et 52, aucune explication n’a été apportée par la lecture du

frottis sanguin.

3. Groupe C

Dans le groupe C, 17 chiens (numéros 29 a 45) ont été retenus dont 3 également
placés dans le groupe B (42, 43 et 44). Les hémogrammes 29, 30, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38 et
41 proviennent de chiens atteints de piroplasmose avec de nombreuses hématies parasitées
au frottis sanguin. Les hémogrammes 39, 40 et 42 proviennent de chiens leucémiques avec
de nombreux blastes circulants et fragments de globules blancs au frottis sanguin. Les
hémogrammes 31 et 43 proviennent de chiens ayant une hyperlipémie et des hématies a
bords flous au frottis associés a des schizocytes et des sphérocytes pour le numéro 43.
Aucune explication n’a été identifiée sur le frottis pour I'hémogramme 44. L’hémogramme

45 provient d’un chien ayant des cristaux d’hémoglobine visibles sur le frottis sanguin.
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Par ailleurs, deux chiens du groupe B (hémogrammes 18 et 26) dont respectivement
un avec une leucémie chronique et des blastes circulants et un avec une hyperlipémie et des
hématies a bords flous, et un chien du groupe D (hémogramme 51) avec une hyperlipémie et
des hématies a bords flous présentent également des caractéristiques appartenant au

groupe C.

4, Groupe D

Dans le groupe D, 12 chiens (numéros 46 a 57) ont été retenus dont 7 appartenant
également au groupe B (46, 47, 48, 52, 55, 56, 57) et I’'hémogramme 51 appartenant
également au groupe C. Parmi ces 12 chiens, 5 (hémogrammes 46, 47, 48, 50 et 51)
présentent une hyperlipémie avec des hématies a bords flous au frottis sanguin. Les
hémogrammes 55 et 56 proviennent de sang prélevé un a trois jours avant I'analyse. Les
numéros 49, 53, 54 et 57 proviennent de chiens dont le frottis montre une anisocytose
marquée, une poikilocytose avec schizocytes et acanthocytes ou des hématies fantomes.

Aucune cause n’a été identifiée pour ’hémogramme 52.

Par ailleurs, 5 hémogrammes (11, 21, 24, 25 et 27) appartenant au groupe B ont des
caractéristiques appartenant au groupe D. Trois d’entre eux (11, 21 et 25) proviennent de
sang prélevé un a trois jours avant I'analyse. L'hémogramme 24 provient d’un chien ayant
une hyperlipémie et I'hémogramme 27 provient d’un chien avec une envenimation

ophidienne et des fragments de globules blancs ainsi que des hématies fantémes au frottis.

De plus, au sein du groupe D, deux sous-types de profils se distinguent. Dans le
groupe D.1., 11 chiens (numéros 11, 21, 25, 27, 49, 52, 53, 54, 55, 56 et 57) ont été retenus.
Les numéros 11, 21, 25, 55 et 56 proviennent de sang prélevé un a trois jours avant (5 cas
sur 11). Les numéros 27, 49, 53, 54 et 57 proviennent de chiens dont le frottis montre une
poikilocytose, une anisocytose marquée ou des hématies fantomes au frottis (5 cas sur 11).
Dans le groupe D.2., 6 chiens ont été retenus (24, 46, 47, 48, 50 et 51) et ont tous une

hyperlipémie avec des hématies a bords flous aux frottis.

5. Groupe E
Le groupe E n’est constitué que d’un seul hémogramme (hémogramme 58). Des
caillots de fibrine ont été observés au frottis sanguin. Le chien avait un sertolinome

unilatéral avec septicémie et coagulopathie intravasculaire disséminée (CIVD).
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6. Groupe F
Dans le groupe F, 3 chiens (59, 60 et 61) ont été retenus dont un appartenant
également au groupe A (hémogramme 61). Les hémogrammes 59 et 60 proviennent de
chiens ayant une anémie microcytaire trés régénérative due a des pertes sanguines
(saignements digestifs pour le 59). Dans ces 2 cas, le frottis sanguin a mis en évidence une
polychromatophilie marquée et la présence de macroplaquettes. L’'hémogramme 61
provient d’un chien avec une leucémie aigué et la présence de cellules blastiques circulantes

et de macroplaquettes au frottis sanguin.

Ill. Discussion

Au regard des résultats obtenus, certains nuages plaquettaires anormaux sont
associés a des hyperlipémies (20 cas sur 61), a des piroplasmoses (10 cas sur 61), a des effets

du vieillissement du sang (6 cas sur 61) et a des trypanosomoses (1 cas sur 61).

A. Groupe A : variation de densité du nuage plaquettaire
Au sein du groupe A, les anomalies les plus fréquemment rencontrées sont des
thrombopénies (9 cas sur 9). Deux sous-groupes avaient été établis : le groupe A.1. pour
lequel la densité du nuage de points augmente avec I'axe des abscisses au lieu de diminuer
(hémogrammes 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 et 61) et le groupe A.2. pour lequel il existe une double

population de nuage plaquettaire (hémogramme 1).

1. Groupe A.l. : nuage plaquettaire avec un gradient de densité de

points inversé
Au sein du groupe A.1., tous les hémogrammes (numéros 2, 3,4,5,6, 7, 8 et 61) ont
des macroplaquettes visibles au frottis sanguin. Parmi ces hémogrammes, trois d’entre eux
proviennent de chiens de race Cavalier King Charles (numéros 5, 6 et 8). Or, certaines races
de chiens sont prédisposées aux désordres plaquettaires. En effet, des macroplaquettes
(Cowan et al. 2004)(Olsen et al. 2001) peuvent étre observés de maniére physiologique dans
le sang des Cavalier King Charles. Ces anomalies physiologiques sont a I'origine d’une fausse
thrombocytopénie mesurée par I'analyseur (Eksell et al. 1994). En effet, les macroplaquettes
ou les petits amas plaquettaires sont de grande taille et ont une quantité d’ARN plus

importante, ceci entrainant leur classement en haut a droite sur le graphique correspondant
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au nuage plaquettaire. Par ailleurs, le Schnauzer géant (Vargo, Taylor, Haines 2007) et
d’autres races (Berger Allemand, Fox Terrier a poils dur, Golden et Labrador Retriever,
Whest Higland White Terrier, Cocker Spaniel, Boxer, Yorshire Terrier) (Botsch et al. 2009)
sont également sujets a présenter des anomalies plaquettaires susceptibles de créer des

nuages plaquettaires anormaux.

Par ailleurs, au sein du groupe A.1., 2 hémogrammes sur 8 (numéros 4 et 7), réalisés a
un mois et demi d’intervalle, proviennent d’un unique chien ayant une leishmaniose. lls
présentent tous les deux une thrombopénie sévere avec macroplaquettes visibles au frottis
sanguin. Les hémogrammes 2 et 3 proviennent de chiens respectivement atteints de
leishmaniose et de parvovirose et ayant des macroplaquettes en grande quantité visibles sur
le frottis sanguin. Ces macroplaquettes entrainent la remontée du nuage plaquettaire ainsi
gue I'augmentation de la densité plaquettaire a droite du graphique (figure 13). La présence
de macroplaquettes peut s’expliquer par la régénération plaquettaire en cours en réponse a
la thrombopénie et/ou suite au traitement contre la leishmaniose ou la parvovirose. En
effet, la moelle osseuse régénére de nouvelles « jeunes » plaquettes qui sont de taille plus

élevée et qui ont une quantité d’ARN plus importante.

PLT-O

Figure 13 : Nuage plaquettaire type du groupe A.1. ; cercle noir : macroplaquettes

En synthése, le déplacement de densité plaquettaire vers la droite expliquant un
nombre élevé de grosses plaquettes peut étre justifié par la présence physiologique de
macroplaquettes chez le Cavalier King Charles, par la présence de jeunes plaquettes plus

grosses régénérées par la moelle osseuse lors de processus infectieux ou tumoral.
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2. Groupe A.2. : forme de « banane » respectée mais localisation

du nuage anormale et présence de deux populations

Au sein du groupe A.2., ’'hémogramme 1 présente un nuage plaquettaire « en forme
de banane » mais anormalement localisé et est formé de deux populations. L’'hémogramme
1 provient d’un chien ayant une trypanosomose. Une plaquette mesure entre 2 et 5 um de
diameétre environ et a une taille qui varie entre 5 et 10 um (Bessis 1977a). Une plaquette est
considérée comme grande si elle mesure plus de 3um et de géante si elle mesure plus de 6
um (Cowan et al. 2004). Or les trypanosomes sont des parasites protozooaires
extracellulaires mesurant entre 10-25 um de longueur et 3-12 um de largeur en fonction de
leur stade (Euzéby 1986). De plus, ces parasites ont un noyau formé d’ADN et ont dans leur
cytoplasme des granulations contenant de I’ARN (Euzéby 1986). Ainsi, elles ressemblent
parfois, si 'on n’y préte pas réelle attention, a de grosses plaquettes. Sur le frottis de
I’'hnémogramme 1, des trypanosomes sont visualisés mais en regardant attentivement, de
trés rares plaguettes ont été observées. Le nuage plaquettaire de cet hémogramme respecte
la forme en « banane » du nuage plaquettaire normal méme s’il est anormalement localisé
et présente deux populations de points. Celles-ci pourraient représenter deux populations
de trypanosomes de tailles différentes (figure 14). Il est donc possible que I'analyseur ait
compté les trypanosomes comme des plaquettes expliquant la localisation et la composition

anormale du nuage de points.

Figure 14 : Nuage plaquettaire de I’lhémogramme 1 ; trait en pointillés : scissure entre les deux nuages de points ; trait
plein : aspect d’'un nuage plaquettaire normal en « forme de banane »

En conclusion pour le groupe A, la variation de densité au sein du nuage
plaguettaire est majoritairement liée a la présence de macroplaquettes, a la présence
d’éléments de taille et de fluorescence comparables a celles des plaquettes comme les
trypanosomes qui sont alors comptés, par I'analyseur, comme des plaquettes.
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B. Groupe B : base tronquée

Au sein du groupe B, les anomalies les plus fréquemment rencontrées sont les
hyperlipémies (17 cas sur 30), le vieillissement du sang (6 cas sur 30), les leucémies (2 cas sur

30) et les fragments d’hématies et de leucocytes (2 cas sur 30).

D’aprés une étude précédente, les chylomicrons, présents en grande quantité lors
d’hyperlipidémie, peuvent atteindre un diametre de 1.5 a 3.5 um correspondant a la taille
d’une plaquette (Osamu et al, 1999). De plus, les lipides possédent un indice de fluorescence
comparable a celui des plaquettes (Zandecki et al. 2007b). Il est alors probable que
I'analyseur puisse compter des gouttelettes lipidiqgues comme des plaguettes. Cependant,
I'analyseur ne compte pas les éléments ayant une taille inférieure a une certaine valeur,
c'est-a-dire gu’une plaquette doit avoir une taille minimum pour étre comptée par
I'automate. Ainsi, il est envisageable que des gouttelettes lipidiques de taille correspondant
aux plus petites des plaquettes mais ayant une fluorescence comparable, soient comptées
comme des plaquettes, ceci créant une ligne horizontale dense de points tracant la limite de
taille des plaquettes, et correspondant aux gouttelettes lipidiques. Ainsi, il est possible, dans
le cas d’hyperlipidémie, d’étre dans une situation de thrombopénie cachée en raison d’un
comptage plaquettaire faussement augmenté (Zandecki et al. 2007b). En effet, en médecine
humaine, une étude avait montré qgu’une concentration élevée en cholestérol et en
triglycérides entrafnait des variations de numération plaquettaire (Ferreira et al. 2013) et
plus précisément une élévation de cette numération a cause du biais de comptage des
chylomicrons. La turbidité du specimen analysé est un indice d’hyperlipidémie indiquant
I’existence d’un risque de biais lors du comptage plaquettaire par cytométrie en flux
(numération plaquettaire augmentée de 47% selon I'étude de Candero et al. 1996). Ce
comptage doit alors étre réévalué manuellement pour éviter les erreurs diagnostiques

(Candero et al. 1996).

C. Groupe C: présence d’un deuxiéme nuage ou de points anormaux dans

le cadran inférieur droit du graphique

Au sein du groupe C, les anomalies les plus fréquemment rencontrées sont les

piroplasmoses (10 cas sur 20), les leucémies (4 cas sur 20) et les hyperlipémies (4 cas sur 20).
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Parmi les 10 cas de piroplasmose (hémogrammes 29, 30, 32, 33, 34, 35, 36, 37 et 38),
tous ont des babésies visibles sur le frottis sanguin. Les babésies affectant I'espece canine
comme Babesia canis sont des parasites intra-érythrocytaires mesurant entre 3 et 7 um de
long. Elles sont injectées sous la forme de sporozoites avec la salive d’une tique lors d’une
piglre (Miodrag, Ristic 1988). Chez Babesia canis, un sporozoite mesure 2.5 um sur 1.5 um
(Schein, Mehlhorn, Voigt 1979). lIs circulent dans le sang et deviennent des mérozoites ou
babésies adultes pour pénétrer dans I'hématie. Il est donc envisageable que certains
sporozoites de babésies soient comptés comme des plaquettes lors de l'analyse par
cytométrie en flux. De plus, proportionnellement a I'augmentation de leur taille, la quantité
d’ADN et d’ARN présente au sein des sporozoites évolue au cours du temps. Ceci laisse
supposer que la fluorescence est variable d’'un sporozoite a un autre. Par ailleurs, une étude
précédente a montré que le Sysmex XT-2000iV pouvait confondre I’ARN contenu dans les
babésies parasitant des hématies avec celui contenu dans les réticulocytes, ceci entrainant
I'apparition de nuages réticulocytaires anormaux (Piane et al. 2014). Ainsi, il est
envisageable, par analogie avec cette étude et aux correspondances de taille et fluorescence
des sporozoites avec les plaquettes, que la présence de babésies libres entraine I'apparition

d’un second nuage de points en-dessous du nuage plaquettaire normal (figure 15).

Parmi les 4 cas de leucémie, 3 aigués (hémogrammes 39, 40 et 42) et une chronique
(hémogramme 18), tous ont des blastes visibles sur le frottis sanguin. Une étude récente a
montré que des fragments de blastes pouvaient étre comptés comme des réticulocytes par
le Sysmex XT-2000iV en raison de leurs tailles et leurs quantités d’ARN semblables (Novacco
et al. 2015). Par ailleurs, il avait déja été montré que la présence de fragments de blastes lors
de leucémie aigué pouvaient faussement augmenter le comptage plaquettaire et ainsi
empécher le diagnostic de thrombopénie (Zandecki et al. 2007b). Ainsi, par analogie avec
cette étude, il est envisageable que certains fragments de blastes aient été comptés comme

des plaquettes chez ces patients leucémiques (figure 15).

Les 4 cas d’hyperlipémie (hémogrammes 26, 31, 43 et 51) ont des hématies a bords
flous visibles sur le frottis sanguin. Comme expliqué précédemment pour les hémogrammes
du groupe A, les gouttelettes lipidiques peuvent étre faussement comptées comme des
plaguettes par I'analyseur. L'apparition d’'un second nuage plaquettaire peut en étre la

conséquence (figure 15).
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Figure 15 : Nuage plaquettaire type du groupe C ; cercle trait plein : babésies ; cercle trait pointillés : blastes, goutelettes
lipidiques

En conclusion pour le groupe C, la présence d’'une double population de nuage
plaguettaire ou de points dans le cadran inférieur droit est majoritairement liée a la
présence de babésies libres sanguines lors de piroplasmose, a la présence de chylomicrons
lors d’hyperlipidémie ou a la présence de fragments de blastes lors de leucémies. Ces

éléments sont comptés par erreur comme des plaquettes par I'analyseur.

D. Groupe D : fusion entre le nuage des plaquettes et celui des hématies

sur la gauche du graphique

Au sein du groupe D, les anomalies les plus fréquemment rencontrées sont les
hyperlipémies (6 cas sur 17), le vieillissement du sang (5 cas sur 17) et la poikilocytose ou la
présence de fragments d’hématies (5 cas sur 17). Deux sous-groupes avaient été établis : le
groupe D.1. pour lequel les points anormaux descendent a partir du nuage des hématies,
celui-ci étant presque confondu avec le nuage plaquettaire (hémogrammes 11, 21, 25, 27,
49, 52, 53, 54, 55, 56 et 57) et le groupe D.2. pour lequel les points anormaux montent du
nuage plaquettaire vers le nuage des hématies avec une partie du nuage des hématies

séparé de son nuage normal (hémogrammes 24, 46, 47, 48, 50 et 51).

1. Groupe D.1. : descente du nuage des hématies vers celui des
plaquettes
Au sein du groupe D.1., 11 chiens (numéros 11, 21, 25, 27, 49, 52, 53, 54, 55, 56 et
57) ont été retenus. Les numéros 11, 21, 25, 55 et 56 proviennent de I'étude sur le
vieillissement du sang (5 cas sur 11). Les hémogrammes 21 et 25, proviennent d’'un méme
chien et ont été analysés respectivement deux et trois jours apres le préléevement. Il en est

de méme pour les hémogrammes 55 et 56. D’apres une étude récente, la conservation du
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tube de sang a température ambiante pendant 24 a 48 heures entrainerait I'observation
d’un effondrement du nuage des hématies vers celui des plaquettes (Bourges-Abella et al.

2014) (figure 16).

PLT-O

Figure 16 : Nuages plaquettaires types des hémogrammes de I’étude sur le vieillissement du sang. De gauche a droite : J1
J2 et J3 ; cercles noirs : hématies

Les numéros 27, 49, 53, 54 et 57 proviennent de chiens ayant une poikilocytose avec
des microcytes, des schizocytes et/ou acanthocytes ou ayant des hématies fantdomes visibles
sur le frottis sanguin. D’aprés une étude précédente, des fragments d’hématies ou des
petites hématies ont une taille et un indice de fluorescence comparable a celui des
plaguettes et ne peuvent pas étre différenciés par le Sysmex XT-2000iV (Zandecki et al.
2007b). Ainsi, les points anormaux descendant vers le nuage plaquettaire sont des fragments

d’hématies ou petites hématies comptées par erreur comme des plaquettes (figure 17).

Figure 17 : Nuage plaquettaire type du groupe D.1. ; cercle noir : hématies comptées comme des plaquettes

En synthése, I'observation de points anormaux descendant a partir du nuage des
hématies jusqu’a se confondre avec le nuage plaquettaire peut étre justifiée par la présence
de petites hématies ou de fragments d’hématies comptées comme des plaquettes ou suite a

la conservation du sang a température ambiante pendant 24 a 48 heures.
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2. Groupe D.2. : remontée du nuage plaquettaire vers celui des
hématies
Au sein du groupe D.2., 6 chiens (24, 46, 47, 48, 50 et 51) ont été retenus. Tous
présentent une hyperlipémie avec des hématies a bords flous visibles sur le frottis sanguin.
Comme expliqué précédemment (hémogrammes du groupe C), I’hyperlipidémie entraine la
présence de gouttelettes lipidiques libres dans le sang. Il est possible que ces gouttelettes

aient été comptées comme des plaquettes par le Sysmex XT-2000iV (figure 18).

PLT-O
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Figure 18 : Nuage plaquettaire type des hyperlipidémies du groupe D.2. ; cercle noir : gouttelettes lipidiques

E. Groupe E : patch rond détaché de I’axe des abscisse et ordonnée
Au sein du groupe E, I'unique hémogramme (numéro 58) montrait des caillots de
fibrine au frottis sanguin. Il est possible que des débris de fibrine aient été comptés comme

des plaquettes, ceci créant un nuage anormal en patch au centre du graphique.

En synthése, lors de I'analyse par cytométrie en flux par le Sysmex XT-2000iV, la
présence de débris de fibrine dans le sang peut étre a 'origine de I'apparition d’'un nuage
plaguettaire anormal caractérisé par des points regroupés en patch rond au centre du

graphique.

F. Groupe F: fusion entre le nuage des plaquettes et celui des

réticulocytes sur la droite du graphique
Au sein du groupe F, les anomalies les plus fréquemment rencontrées sont une
hémorragie (2 cas sur 3) et une leucémie avec une réticulocytose et des macroplaquettes

visibles sur le frottis sanguin (1 cas sur 3).
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Parmi les deux cas d’hémorragie (hémogrammes 59 et 60), tous ont une anémie
microcytaire régénérative visible sur le frottis sanguin par [I'observation d’une
polychromatophilie marquée expliquant la présence de réticulocytes (Hodges, Christopher
2011) (Collicutt, Grindem, Neel 2012) et par I'observation d’hématies de petite taille. Il a été
montré que, lors de microangiopathie ou d’anémie microcytaire ferriprive, des hématies
et/ou réticulocytes de petite taille peuvent étre comptées comme des plaquettes et donc
augmenter le comptage plaquettaire (Zandecki et al. 2007b). De plus, des macroplaquettes
sont visibles sur le frottis sanguin des hémogrammes 59 et 61, ceci accentuant la remontée
du nuage plaquettaire vers le nuage des réticulocytes. La fusion des plaquettes avec les
réticulocytes sur le nuage plaquettaire s’explique donc par un comptage erroné de petites
hématies et de petits réticulocytes comme des plaquettes et par la présence de

macroplaquettes.

L’'hémogramme 61 provient d’un chien leucémique. Ce chien avait déja présenté un
nuage plaquettaire anormal I'année précédente (hémogramme 42), classé dans le groupe C.
A I'époque, de nombreux blastes et fragments de blastes étaient visibles sur le frottis
sanguin, expliquant I'apparition de points anormaux dans le cadran inférieur droit du
graphique. Sur le frottis de I'hémogramme 61, aucun blaste n’a été observé mais des
macroplaquettes ainsi qu’une polychromatophilie sont visibles, ceci expliquant la fusion

entre le nuage des plaquettes et celui des réticulocytes.

Figure 19 : Nuage plaquettaire type du groupe G ; cercle : fusion entre macroplaquettes et petits réticulocytes

V. Conclusion

Parmi les 4713 hémogrammes de chiens répertoriés entre 2011 et 2015 au

laboratoire de Biologie Médicale de 'ENVT, 61 présentaient un nuage plaquettaire anormal
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selon le protocole établi. Leur classement entre différents groupes (A a F) en fonction de
leurs anomalies a mis en lumieres des affections communes dans chacun des groupes. La
piroplasmose, I'hyperlipémie, les leucémies aigués ou encore le vieillissement du sang
semblent étre a I'origine d’anomalies de nuages plaquettaires et d'une potentielle erreur de
comptage plaquettaire par le Sysmex XT-2000iV. Des alarmes pourraient étre alors mises en

place afin de prévenir le biologiste du possible biais existant.

A la lumiere de cette étude, I'hyperlipémie semble étre une des anomalies les plus
fréguemment responsables d’anomalie de nuage plaquettaire chez le chien. Une étude
prochaine pourrait s’intéresser plus particulierement aux cas d’hyperlipémie avec
notamment la vérification des numérations plaquettaires obtenues par le Sysmex XT-2000iV
et des comptages manuels ou par des méthodes de cytométrie en flux avec anticorps anti-

plaquettaires spécifiques.
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N dossier |N° labo A B C D DIAGNOSTIC DES ANOMALIES DU NUAGE PLAQUETTAIRE PLT-O (1023]PLT manuel (1023 )PLT-1 (1073
1|T09-1818  |15-4788 X trypanosome 73 16
2|T13-2134 |13-2345 X macroplaguettes [leishmaniose) 58 6
3|T153-271% |13-3028 X macroplaguettes [panvovirose) B8 17
JIT14-6408  |15-50 X macroplaguettes (leishmaniose) 34 2
5|T15-3842 |15-4643 X macroplaguettes (CKC) 72 5
6] T13-4755 |13-4891 X macroplaguettes (CKC) a7 ]
F|T14-6408  |14-6711 X macroplaguettes [leishmaniose) 44 4 7
B|T11-6452 [11-5979 X macroplaguettes (CKC) 12
9] T06-2371 |14-6155 X hématies & bords flous (hyperlipémie) 787 510 630

10]T11-5287 |11-5011 X hématies a bords flous (hyperlipémieg) 637 708
11|714-2128 J3|14-2213 13 X X vieillissement du tube 217
12|T12-5810 |13-39 X hématies a bords flous (hyperlipémie) 356
13|T12-3687 [13-3821 X hématies a bords flous (hyperlipémie) 400
14|T13-6233 [13-6203 X hématies a bords flous (hyperlipémie) 551
15|T11-1351 |15-4848 X hématies a bords flous (hyperlipémie) 343 383
16| T12-919 12-871 X hématies a bords flous (hyperlipemie) 496
17]112-4774  |14-5118 X hématies & bords flous (hyperlipémie) 490 460 8B4
18| T14-2460 |14-2623 X X blastes (leucémie chronique) 235
19|T15-3756 |15-4531 X hématies a bords flous (hyperlipemie) 558 576
20| T09-2261  |12-2/42 X hématies a bords flous (hyperlipémie) 645 4B9
21|T14-750 J2 |14-2181 12 X X vieillissement du tube 323
22|T14-750)1 |14-218111 X vieillissement du tube 390
23|T13-2502 [13-2723 X poikilocytose [schizooytes) 1076
24{T11-1808 |11-4520 X X hématies a bords flous (hyperlipémie) 460
25|T14-750J3 |14-2181)3 X X vieillissement du tube 317
26| T14-480 15-1284 X X hématies a bords flous (hyperlipémie) 608 550
27|T13-2808 |13-3004 X X fragments de leucocytes, hématies fantdmes [envenimation) 140 463
2B|T13-3465 |13-4344 X hématies a bords flous (hyperlipémie) 719
29| T05-509 13-3142 X piroplasmose 44 29
30]T02-3625 |12-4424 X piroplasmose 61 32
31)T09-1161  |14-48 X hématies a bords flous (hyperlipemie) |
32|T06-3053 [14-6382 X piroplasmose

33]T11-5518 [13-1551 X piroplasmaose

34 TO8-3201 [11-5B56 X piroplasmase

35]T12-674 12-659 X piroplasmose

36]T15-1236 [15-3648 X piroplasmose

37|T12-6284 |13-5473 X piroplasmaose

38]T13-2005 [13-2150 X piroplasmase

39]T14-059 14-083 X blastes (leucémie aigud)

40| T12-5063 [12-4251 X blastes (leucémie aigug)

41| T04-625 11-5528 X piroplasmaose

42|T12-5884 |12-4548 X X blastes (leucémie aigug)

43|T11-5251 |11-5B80 b X hématies a bords flous (hyperlipemie)

44 T10-4225 12-4070 X X cause inconnue

45]T14-1310 |14-1348 X cristaux d'hémoglobine

46]T09-2261 |11-5065 X X hématies a bords flous (hyperlipémie)

47|101-2723  |12-2538 X X hématies a bords flous (hyperlipémie)

48| T12-3381 |12-3297 b b hématies a bords flous (hyperlipemie)

49|T15-2508 |15-2832 X poikilocytose [schizocytes, acanthocytes, microcytes)

50]T14-226 15-1440 X hématies a bords flous (hyperlipémie)

51| T07-953 13-5723 X X hématies a bords flous (hyperlipémie)

52|T13-5412 |13-5470 X X cause inconnue

53]T12-1717 [12-1642 X poikilocytose

54|T13-5396 |13-5462 X hématies fantdmes

55|T14-1946 J2(14-2039 12 X X vieillissement du tube

56]|T14-1946 J3(14-2039 13 X X vieillissement du tube

57]|T11-6374 |11-5875 X X anisocytose, hematies fantdmes +++, sphérocytes

58]T13-362% [13-350% caillot de fibrine

59]T11-185% |13-6066 etits reticulocytes et macroplaguettes (anemie microcytaire réegenérativeg

60| T04-5355 |14-5613 etits réticulocytes et macroplagquettes (anemie microcytaire régénérative 552

61]T12-5884 ([13-1376 X macroplaguettes (leucémie aigud) 105

Annexe 1 : Classement des hémogrammes (1 a 61) en fonction de leur groupe (A a F) et indication des numérations plaquettaires ainsi que
du diagnostic des anomalies des nuages plaquettaires pour chaque cas
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L’hémogramme obtenu par des automates est un examen complémentaire trés couramment réalisé
par les vétérinaires. Il peut arriver que leur lecture soit sujette a de mauvaises interprétations si 'on se réféere
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hémogrammes de chiens disponibles de 2011 a 2015 au Laboratoire Central de Biologie Médical de I'ENVT,
nous en avons répertorié 61 présentant un nuage de points plaquettaires anormal. Nous avons alors pu mettre
en évidence des causes similaires chez plusieurs chiens ayant le méme type de nuage anormal. Les affections

les plus rencontrées sont les hyperlipémies, la babésiose et le vieillissement du sang.
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veterinarians. It can arrive that their reader is subject to bad interpretations if we refer only to the results
calculated without visualizing the scatter graph. In this study, we attempted to highlight the abnormal platelet
scatter graph to determine possible causes with the aim of setting up alarms showing the presence of these
anomalies. Among 4713 blood counts of available dogs from 2011 until 2015 in the Central Laboratory of
Medical Biology of the ENVT, we listed 61 presenting an abnormal platelet scatter graph. We were then able to
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