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Introduction

Des inclusions bleu-vert, aussi connues sous le nom de « green granules of
death » ont été observées dans des neutrophiles et des monocytes sur les frottis
sanguins de patients humains. Plus récemment, ce méme type d’inclusions a été

observé sur des frottis de chiens.

En médecine humaine, I'observation de telles inclusions est fréquemment
associée a des affections graves et a un pronostic sombre. La premiere observation
de ces inclusions sur des frottis sanguins était associée a des lésions hépatiques.
Depuis, I'éventail des affections que présentent les patients dont le frottis sanguin
contient des inclusions bleu-vert s’est considérablement élargi. Cependant, des

Iésions hépatiques sont quasiment toujours mises en évidence.

L’étude de ces inclusions est récente (environ 15 ans) et les connaissances a
leur sujet restent limitées aujourd’hui. Elles sont microscopiquement proches de la
lipofuscine, un pigment classiquement présent dans les hépatocytes. Leur composition
riche en lipides semble étayer cette hypothése. Leur présence sur un frottis sanguin
pourrait s’expliquer de la fagon suivante : lors d’'une lésion hépatocellulaire, les
hépatocytes endommageés relargueraient de la lipofuscine dans le sang, et celle-ci ou
'un de ces produits de dégradation seraient par la suite phagocytés par des
neutrophiles et ainsi potentiellement détectés sur un frottis sanguin (Hodgson et al.
2015).

En médecine vétérinaire, une seule étude connue a évalué les caractéristiques
morphologiques d’inclusions bleu-vert observées sur des frottis de chiens (Sebastian
et al. 2024). Ces derniers, pour lesquels les données clinico-pathologiques ont été
recueillies de maniére rétrospective et prospective, présentaient tous des lésions
hépatiques. Les cas étudiés sont trop peu nombreux pour identifier des affections pour
lesquelles les inclusions bleu-vert ont davantage tendance a apparaitre. La
caractérisation en microscopie optique et a l'autofluorescence de ces inclusions bleu-
vert serait en faveur de lipofuscine. Les mécanismes pathogéniques a leur origine
n’ont pas été prouvés. Méme si certains chiens sont décédés peu de temps apres la
détection de ces inclusions, leur présence n’est pas forcément annonciatrice de décés

(Sebastian et al. 2024). Enfin, aucune donnée n’a encore été décrite chez le chat.
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L’implication pronostique de ces inclusions fait donc toujours débat car, méme
si la mortalité est élevée en leur présence, aucune étude n’a pu prouver une réelle

corrélation.

Dans un premier temps, nous ferons un état de I'art des connaissances au sujet
de telles inclusions en médecines humaine et vétérinaire. Dans un second temps, nous
détaillerons I'étude que nous avons menée, celle-ci visant a décrire le plus précisément
possible les données clinico-pathologiques associées a I'observation d’inclusions
bleu-vert de type « green granules of death » sur le frottis sanguin de chiens et de

chats.
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PARTIE 1 : Etude bibliographique

| - Données bibliographiques disponibles en médecine humaine

1. Définition et premiére description

La premiére description clairement rapportée des inclusions bleu-vert de type
« green granules of death » (GGD) provient d’'une étude publiée en 2009 dans laquelle
deux cas d’insuffisance hépatique aigué ont été répertoriés. Une coloration de Wright
sur les frottis sanguins réalisés a cette occasion a permis d’identifier, dans une minorité
de neutrophiles, des inclusions aux bords mal définis, ayant une apparence
en « bloc », parfois associées a de nombreuses vacuoles cytoplasmiques et a des
signes de toxicité des neutrophiles (voir Figure 1). La dénomination « green
neutrophilic inclusions » a ainsi été proposée par les auteurs de cette étude. Etant
donné que ces inclusions ont été observées dans deux cas d’insuffisance hépatique
aigue, les auteurs ont émis I'hypothése qu’elles pouvaient étre le reflet d’un
dysfonctionnement du systéme hépatobiliaire. Cependant, une coloration de Hall pour
la bilirubine a été négative dans cette étude. La nature précise de ces inclusions restait
alors indéterminée. En revanche, c’est la premiere fois qu’une relation entre la
détection de ces inclusions sur un frottis sanguin et un mauvais pronostic a court terme
a été évoquée puisque les deux patients sont morts dans les 24 heures suivant leur

observation (Harris et al. 2009).
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Figure 1 : Premiére observation d’inclusions bleu-vert de type « green granules of death » au microscope
optique, dans deux neutrophiles sur un frottis sanguin de patient humain coloré au Wright (cas n°1 de
I'étude) (Harris et al. 2009).

Depuis 2009, un certain nombre de rapports de cas décrivant des inclusions
similaires sont parus étant donnée lI'importance croissante apportée a leur détection,
de par leur probable corrélation avec un mauvais pronostic a court terme. A travers
ces études, différentes appellations sont prétées a ces découvertes du frottis sanguin

« death cells », « blue-green inclusions », « green inclusions », « bright green
inclusions », « green granules », « critical green inclusions », « crystals of death »,
« green granules of death ». C’est cette derniere dénomination qui est la plus répandue

et que nous retiendrons donc dans notre étude.
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2. Caractéristiques des inclusions bleu-vert de type GGD

2.1. Hypothése sur leur nature et composition

La véritable nature de ces inclusions et leurs constituants sont encore mal

connus.

Le premier article qui les étudie suppose qu'il pourrait s’agir de produits biliaires
véhiculés par le sang (dans un contexte de cholestase et d’insuffisance hépatique
aigué), notamment en raison de la couleur verte pouvant rappeler celle de la
biliverdine. Comme mentionné précédemment (paragraphe « 1. »), une coloration de
Hall a toutefois montré un résultat négatif, ce qui ne permettait pas de confirmer une
composition similaire ou se rapprochant de la bilirubine ou biliverdine d’aprés cette
étude (Harris et al. 2009).

A partir de 2015, les articles de la littérature scientifique en médecine humaine
se sont globalement accordés sur la probable nature des GGD. Premierement, ces
inclusions semblent avoir un contenu lipidique élevé et ne correspondent pas a de la
biliverdine (Hodgson et al. 2015). Deuxiémement, des autopsies ont permis de fournir
des indices en comparant les préparations histologiques de foie de certains patients
avec les inclusions qui avaient été observées sur leur frottis sanguin. Dans les quatre
études ayant réalisé ces préparations histologiques, des lésions hépatiques (nécrose
centrolobulaire, stéatose généralisée) ont été observées conjointement avec la
présence d’un pigment verdatre de nature réfringente dans les hépatocytes (coloration
Giemsa) évoquant de la lipofuscine. Or, ce pigment observé dans les préparations
histologiques de foie avait des caractéristiques morphologiques (taille, apparence)
similaires avec les inclusions observées sur les frottis sanguins. Ce constat a permis
a Hodgson et al. de suspecter pour la premiére fois, en 2015, un lien probable entre la
lipofuscine et les GGD. Celui-ci a de nouveau été proposé a I'occasion d’autopsies par
trois autres études (Haberichter, Crisan 2017; Patel et al. 2017; Cantu et al. 2020). Les
résultats des biopsies hépatiques réalisées lors de ces autopsies sont présentés dans

le Tableau 1.
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Cependant, I'inconstance de certains résultats, notamment lors de colorations
spécifiques des frottis sanguins ou lors d’examens d’autofluorescence, ont amené les
différents auteurs a reconsidérer ce lien : les inclusions de type GGD pourraient étre
composees d’'une substance dite « lipofuscin-like » plutdt que de lipofuscine (Hodgson
et al. 2015). Cette substance correspondrait ainsi a un dérivé proche de la lipofuscine,

aussi composé d’'un matériel organique riche en lipides (Hodgson et al. 2015).

Cette idée permet dintroduire la différence entre la lipofuscine, qui est
considérée comme un pigment "d'usure", présent dans le foie, le cceur, les reins, la
rétine, les cellules nerveuses et les glandes surrénales et, bien qu’il n’ait pas été
universellement défini, le "céroide" qui est un pigment dérivé de la lipofuscine
s’accumulant a la suite de certaines conditions pathologiques (maladies de stockage
lysosomal, malnutrition, ...) (Seehafer, Pearce 2006). Il ne pourrait donc pas étre exclu
que, dans notre cas, la substance « lipofuscin-like » puisse correspondre a ce
« céroide » étant donné le contexte d’apparition des GGD (maladies graves,
admission en soins intensifs), mais la nature précise de ces inclusions reste incertaine

a ce jour car peu de données sont disponibles sur ce point.

La lipofuscine ou ses dérivés ne sont pas connus pour s’accumuler dans les
leucocytes. Il reste donc a expliquer comment ce type de pigment peut étre observé

sur le frottis sanguin (Seehafer, Pearce 2006).

L’hypothése physiopathogénique a l'origine de la présence de GGD dans les
neutrophiles ou les monocytes sur un frottis sanguin en médecine humaine est la
suivante : leur détection ferait suite a une lésion hépatique la plupart du temps
(hypoxique ou ischémique par exemple) qui entrainerait la libération de lipofuscine par
les cellules parenchymateuses hépatiques nécrosées. Les cellules de Kupffer
(macrophages hépatiques) et des neutrophiles et monocytes (passant a travers les
sinusoides capillaires) présents dans le foie seraient capables de phagocyter cette
substance, qui subirait une dégradation lysosomale dans leur cytoplasme, se
transformant ainsi en une substance « lipofuscin-like » et/ou en dérivés et formant des
corps d'inclusion bleu-vert. Les neutrophiles et macrophages phagocytaires
rejoindraient ensuite la circulation sanguine (Hodgson et al. 2015; Sebastian et al.
2024). Les inclusions seraient alors détectables dans certains neutrophiles et

monocytes sur le frottis sanguin.
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2.2. Détection microscopique a partir du frottis sanguin

Le Tableau 2 résume les descriptions morphologiques des inclusions observées
au microscope optique pour les 25 études actuellement disponibles en médecine

humaine. Notons que ces descriptions sont généralement bréves et peu détaillées.
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Pour résumer, les GGD sont des inclusions intracellulaires, de couleur variant
du bleu au vert en coloration de routine et pouvant étre uniques ou multiples au sein
d’'une méme cellule. Leur taille et leur forme présentent une grande variabilité et leurs
bords sont mal définis. Ces caractéristiques morphologiques correspondent, comme
mentionné précédemment, a 'apparence de la lipofuscine mise en évidence avec de
telles colorations dans des préléevements tissulaires hépatiques. Ces différentes
études ont révélé la présence de GGD dans deux types cellulaires du frottis sanguin :
les neutrophiles et les monocytes (voir Figure 2). Les neutrophiles sont cependant
davantage concernés par les inclusions que les monocytes. En effet, dans la majorité
des cas, les patients présentent des GGD dans les neutrophiles uniquement et une
minorité des cas en présente soit dans les monocytes uniquement, soit dans ces deux

types cellulaires simultanément (voir Tableau 2).

=
- e

Figure 2 : Inclusions bleu-vert de type « green granules of death » détectées dans un frottis de sang

périphérique humain coloré au Wright-Giemsa et observées au grossissement x1000 (a gauche dans

un neutrophile et a droite dans un monocyte) (Hodgson et al. 2015).

Certaines études ont quantifié les GGD observés sur les frottis sanguins. Pour
ce faire, les auteurs ont établi un pourcentage de neutrophiles et/ou de monocytes
présentant des inclusions. Le Tableau 2 récapitule les pourcentages qui ont été
attribués aux inclusions dans chaque étude et pour chaque type cellulaire concerné.
Cette donnée n’était pas disponible systématiquement (mention « non explicité »). A
titre d’exemple, la premiéere longue série de cas, décrite en 2015 par Hodgson et al.
(20 patients), montre principalement des inclusions localisées uniquement dans les
neutrophiles (16/20), et beaucoup moins fréquemment dans les neutrophiles et les

monocytes (2/20), ou dans les monocytes uniquement (2/20). Pour certains de ces
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cas, une unique cellule était concernée, tandis que pour d’autres, les inclusions

pouvaient concerner 1 a 2% des neutrophiles du frottis sanguin.

Il semble donc que les inclusions soient préférentiellement observées dans les
neutrophiles. Hodgson et al. rapportent par ailleurs que le ratio médian des
neutrophiles par rapport aux monocytes sur les frottis sanguins étudiés (11 pour 1) est
bien inférieur au ratio de neutrophiles contenant des GGD par rapport aux monocytes

contenant des GGD.

Cette différence de fréquence d’observation des GDD dans les neutrophiles et
les monocytes n'est pas totalement comprise. Une hypothése suggére que les
neutrophiles sont capables de phagocyter certains composés comme des bactéries
plus efficacement que les monocytes (Verbrugh et al. 1978). De plus, comme montré
par Hodgson et al., les neutrophiles sont généralement présents en plus large
proportion sur les frottis sanguins par rapport aux monocytes, ce qui peut rendre la

détection de telles inclusions au sein de ces derniers bien plus difficile.

Les proportions de cellules contenant des GGD sur un frottis sanguin sont donc
variables : de moins d’'un pourcent des cellules a 21% des neutrophiles pour un cas
(Courville et al. 2017). Une étude récapitulative rapporte que ces inclusions concernent
en moyenne entre 1 et 10% des neutrophiles lorsqu’elles sont observées (Yang, Gabali
2018). Rappelons que l'interprétation de ces pourcentages est limitée par le manque
d’explication des protocoles de comptage des cellules sur le frottis dans les différentes

études.

L’étude de Courville et al. suggére que ces inclusions souffrent d’'un manque de
détection par leur caractére rare : moins de 1% des neutrophiles ou des monocytes
sont souvent concernés pour les cas qui y sont étudiés, ce qui représente une
proportion encore inférieure si elle est rapportée a la totalité des leucocytes du frottis
sanguin. Ce n’est pas la seule étude soulignant la rareté de ces inclusions et expliquant
que la proportion de cellules contenant des GGD est probablement sous-estimée, ce
qui serait a l'origine d’'une sous-détection de ces inclusions (Gorup et al. 2018; Patel
et al. 2017). D’autres d’arguments soutiennent ce point : difficulté de différenciation
entre les GGD et d’autres inclusions cytoplasmiques (comme les corps de Dohle, les
bactéries, Babesia spp., Erlichia spp., Anaplasma spp.) ou les changements

cytoplasmiques (granulations toxiques), inclusions ignorées par manque de
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conscience de leur signification (Courville et al. 2017), nécessité d’un balayage large

du frottis sanguin (Bowen, Koutsavlis 2020).

Il serait intéressant de savoir si la proportion de cellules contenant des GGD est
corrélée a I'évolution clinique des patients et notamment a un possible mauvais
pronostic a court terme. Un auteur suggeére toutefois sans preuve, que plus le nombre
de neutrophiles avec inclusions serait important, plus les Iésions tissulaires pourraient
étre étendues, car une plus grande quantité de lipofuscine pourrait étre libérée par du
tissu hépatique nécrosé et par la suite absorbée par les neutrophiles. Le pourcentage
de neutrophiles avec inclusions pourrait alors étre utile en tant que valeur pronostique
dans le cadre de I'évaluation de I'état de santé des patients (Vicente-Steijn et al. 2020).
Notons cependant que dans une étude, le patient ayant présenté le pourcentage le
plus élevé de neutrophiles contenant des inclusions (21%) n’est pas décédé alors que
certains patients en présentant dans moins de 1% des cellules circulantes sont

décédés en moins de 3 jours (Courville et al. 2017).

Une étude, publiée en 2024, propose pour la premiére fois de présenter une
analyse comparative sur les changements de couleur et de proportion des GGD dans
les neutrophiles de deux patients (Chen et al. 2024). Dans cette étude, le premier
patient est regu pour une infection a un nouveau Bunyavirus et a son admission,
aucune inclusion n’est détectée sur son frottis sanguin. Lors du quatriéeme jour
d’hospitalisation, des GGD sont observés dans 2% des neutrophiles sur un premier
frottis sanguin, puis dans 5% des neutrophiles sur le second frottis réalisé plus tard
dans la journée. Les auteurs remarquent que les GGD du second frottis présentent
une couleur plus intense (voir Figure 3). L’état du patient s’est ensuite rapidement

dégradé et il est décédé ce méme jour.
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6:00AM,13/09/2023, 4™ hosp. day 3:00PM,13/09/2023, 4'h hosp. day (death)

Figure 3 : Modifications dynamiques de I'aspect morphologique d’inclusions bleu-vert de type « green
granules of death » chez le premier patient (Chen et al. 2024).
C et D : inclusions observées dans des neutrophiles issus du premier frottis sanguin (a 6h). G et H :

inclusions observées dans des neutrophiles du second frottis (a 15h).

Le second patient est admis suite a des piqures de guépes qui ont provoqué
des lésions séveres. Le jour de l'admission, des inclusions rondes, bleu-vert et
sombres sont observées dans 3% des neutrophiles du frottis. 12 jours plus tard, un
autre frottis permet d’observer des GGD dans 1% des neutrophiles, d’'une couleur
beaucoup plus claire (voir Figure 4). Le jour suivant, ce patient est sorti

d’hospitalisation.

N
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Figure 4 : Modifications dynamiques de I'aspect morphologique d’inclusions bleu-vert de type « green
granules of death » chez le deuxiéme patient (Chen et al. 2024).

I et J : inclusions observées dans des neutrophiles lors du premier (I) et du deuxieme (J) jour
d’hospitalisation. K et L : inclusions observées dans des neutrophiles lors du douziéme jour

d’hospitalisation.

Les auteurs remarquent que le patient qui a présenté une augmentation du
nombre de neutrophiles contenant des GGD dans le temps a aussi montré une

intensification de leur coloration, et est décédé. En revanche, le patient qui a présenté
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une diminution du nombre de neutrophiles contenant des GGD dans le temps a quant
a lui montré une diminution de l'intensité de leur coloration, et s’est rétabli. lls en
concluent qu’une corrélation entre la variation de couleur des GGD et le pronostic mais
aussi entre I'évolution du pourcentage de neutrophiles contenant des GGD dans le
temps et le pronostic sont envisageables. Cependant davantage d’études seraient

nécessaires pour le confirmer.

En résumé, les GGD sont des découvertes rares issues de I'observation de
frottis de sang périphérique, et le nombre de cas rapportés est relativement faible. On
note cependant que leur identification et leur caractérisation s’améliore en médecine
humaine. De nouvelles études renforcent les hypothéses qui ont été établies a leur
sujet depuis une dizaine d’années, proposent de nouvelles manieres de les
caractériser et appellent a une prise de conscience de leur importance. En effet, une
meilleure connaissance de ces inclusions et de leurs implications renforcera notre
compréhension de leur étiologie et de leur signification diagnostique et pronostique
(Courville et al. 2017). Aussi, certains préconisent que les laboratoires signalent
systématiquement leur présence sur le frottis de sang périphérique aux équipes de

cliniciens chargées des cas.

2.3. Mise en évidence par des colorations spécifiques

Nous avons précédemment vu qu’avec la coloration de Wright-Giemsa, qui est
couramment utilisée en hématologie, les GGD apparaissent de couleur bleu-vert et ont
un aspect réfringent en microscopie optique (Hodgson et al. 2015; Patel et al. 2017;
Haberichter, Crisan 2017). Davantage de colorations spécifiques ont été testées au
cours des études afin de caractériser plus précisément ces inclusions. Le Tableau 3
présente les différentes colorations spécifiques qui ont été utilisées et leur résultat

selon les études, et rappelle les éléments mis en évidence par chacune d’entre elles.
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Coloration spécifique Elément mis en évidence Résultat de la coloration spécifique (source)
Triglycérides neutres et lipides Positif (Hodgson et al. 2015; Patel et al. 2017)
(orange, rouge) MNon interprétable (Courville et al. 2017)

QilRed O

Composés acido-alcoolo résistants

Ziehl-Neelsen longue Positif (Hodgson et al. 2015 ; Courville et al. 2017)

(violet)
Coloration de Hall i . L ) )
(Fouchet) Pigments biliaires (vert) Négatif (Harris et al. 2009 ; Jazaerly, Gabali 2014 ; Patel et al. 2017)
ouche
Coloration de Perls (bleu Fer (bleu) MNégatif (Jazaerly, Gabali 2014 ; Hodgson et al. 2015 ; Patel et al. 2017 ;
er (bleu
de Prusse) Courville et al. 2017)
Neutrophiles, éléments cellulaires L .
A o . Négatif (Jazaerly, Gabali 2014 ; Hodgson et al. 2015 ; Patel et al. 2017 ;
Myéloperoxydase myeloiques, granulations Rk
} . Courville et al. 2017)
myéloperoxydasiques (rouge)
Glucides (polysaccharides type
Periodic Acid Schiff mucopolysaccharides, glycoprotéines |Négatif (Hodgson et al. 2015 ; Patel et al. 2017 ; Courville et al. 2017)
et glycogéne) (rose)
Rhodanine Cuivre (orange, rouge) Négatif (Patel et al. 2017)
Bactéries type Gram+ (violet) et Gram-
Gram P ( ) Négatif (Hodgson et al. 2015)

(rose)

Organismes fongiques, structures

Argent de méthénamine ) ) L )
argentaffines dans les tissus Négatif (Hodgson et al. 2015 ; Courville et al. 2017)

de Gomori . . .
histologiques (noir)

Bactéries type spirochétes et
Warthin-Starry type sp MNégatif (Hodgson et al. 2015)

Helicobacter pylori (noir)

Eléments cellulaires acides (bleu,
Hématoxyline et éosine violet) et basigues (rose, orange, Positif (Patel et al. 2017)

rouge)

Tableau 3 : Etat des lieux sur les résultats des colorations spécifiques qui ont été utilisées pour

caractériser les inclusions bleu-vert de type « green granules of death » en médecine humaine.

La coloration Oil Red O (ORO) a donné des résultats différents selon les études.
Les inclusions sont positives pour Hodgson et al. et Patel et al., publications pour
lesquelles les inclusions identifiées avec cette coloration spécifique sont de taille et de
fréquence similaires a celles observées sur les lames colorées au Wright-Giemsa (voir
Figures 5 et 6). Cette positivité renforce I'idée que les inclusions ont probablement un
contenu lipidique élevé et correspondent donc a un composé proche de la
lipofuscine. Cependant, cette coloration est non conclusive dans I'étude de Courville
et al., dans laquelle aucune inclusion n’a pu étre observée. Dans ce cas précis, cette
négativité des résultats doit étre interprétée avec précaution car les auteurs estiment
que la rareté des inclusions et le fond des lames qui était trop coloré ne permettaient

pas de les identifier correctement (Courville et al. 2017).
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Figure 5 : Multiples inclusions bleu-vert de type « green granules of death » dans des cellules de sang
périphérique humain observées au microscope optique (grossissement x1000) (Hodgson et al. 2015).
De A a F : coloration de Wright-Giemsa (A-D : neutrophiles, E-F : monocytes) ; G : Oil red O (positive) ;
H : Ziehl-Neelsen (positive).

AP Ll
0%

9 o"
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Figure 6 : Observation d’inclusions bleu-vert de type « green granules of death » sur des frottis de sang
humain en microscopie optique (grossissement x1000) (Patel et al. 2017).

En partant de la gauche : observation dans des neutrophiles colorés au Wright-Giemsa (trois premieres
images), dans un monocyte coloré au Wright-Giemsa (quatrieme image) et dans un neutrophile coloré

avec une coloration ORO (derniere image, résultat positif).
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La coloration de Ziehl-Neelsen longue a montré que les inclusions sont acido-
alcoolo-résistantes (voir Figures 5H et 7), ce qui est aussi compatible avec leur

richesse en lipides (Hodgson et al. 2015 ; Courville et al. 2017).

Figure 7 : Inclusions bleu-vert de type « green granules of death » acido-alcoolo résistantes observées
dans un neutrophile de sang humain avec une coloration de Ziehl-Neelsen au microscope optique

(grossissement x100) (Courville et al. 2017).

Des lames préalablement colorées avec du Wright-Giemsa puis décolorées a
I'alcool et recolorées a I'nématoxyline et a I'éosine ont montré des inclusions de type
GGD avec une coloration jaune-brun (voir Figure 8), rappelant la couleur de la

lipofuscine avec ce type de coloration (Patel et al. 2017).

Figure 8 : Observation en microscopie optique d’un neutrophile de sang humain coloré a 'hématoxyline
et a I'éosine montrant des inclusions bleu-vert de type « green granules of death » de couleur jaune-

brun, désignées par les deux fleches (Patel et al. 2017).

Les autres colorations spécifiques utilisées (bilirubine de Hall, bleu de Prusse
(Perls), myéloperoxydase, Periodic Acid Schiff (PAS), rhodanine, Gram, argent de

méthénamine de Gomori, Warthin-Starry) ont toujours donné des résultats négatifs
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(Harris et al. 2009; Jazaerly, Gabali 2014; Hodgson et al. 2015; Courville et al. 2017,
Patel et al. 2017).

Finalement, ces résultats sont en accord avec I'hypothése d’inclusions riches
en lipides, et suggerent que les GGD peuvent effectivement correspondre a une
substance de type céroide-lipofuscine ou « lipofuscin-like », bien que la négativité au
PAS soit un élément rapporté comme atypique (Hodgson et al. 2015). La composition
chimique et les propriétés de coloration de la lipofuscine et du céroide dépendent
notamment des organes concernés et de I'état pathologique (par exemple : grande
quantité de rétinoides dans I'épithélium pigmentaire rétinien vs. grande quantité de -
amyloide dans les neurones). De ce fait, il est envisageable que la lipofuscine ou ses

dérivés puissent donner des résultats atypiques.
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2.4. Microscopie électronique a transmission

Les observations d’inclusions de type GGD en microscopie électronique a
transmission (MET) sont peu nombreuses : seules deux études ont pu fournir des

résultats.

Dans I'étude de Hodgson et al., la MET a été réalisée sur des neutrophiles de
sang périphérique purifiés issus de deux cas, et a montré des inclusions
cytoplasmiques osmiophiles (qui réagissent a 'osmium tétroxide), dont la taille et le
pattern étaient comparables a ceux observés en microscopie optique (voir Figure 9).
En MET, l'osmiophilie concerne généralement les substances riches en lipides, telles

que les membranes biologiques ou les vésicules (Hodgson et al. 2015).

Figure 9 : Images d’inclusions bleu-vert de type « green granules of death » dans des neutrophiles de

sang humain observées en microscopie électronique a transmission (Hodgson et al. 2015).

Chaque image posséede son échelle (voir les barres de 1 um et de 2 um).
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Dans I'étude de Patel et al., les examens de MET ont été réalisés sur des buffy-
coat de sang périphérique. Une recherche préalable de GGD a été faite par
microscopie optique puis des petites sections des zones d’intérét ont été examinées
en MET. Les images montraient alors des inclusions neutrophiliques denses aux
électrons, de taille et de fréquence similaires aux inclusions de type GGD observées
sur les frottis sanguins. Ces inclusions présentaient de la méme maniere des
propriétés osmiophiles avec une périphérie dense aux électrons, des densités
centrales amorphes et translucides aux électrons, et elles étaient parfois associées a

une matrice dense aux électrons (voir Figure 10).

Figure 10 : Images issues d’examens de microscopie électronique a transmission réalisés sur des

leucocytes de sang humain, montrant des inclusions bleu-vert de type « green granules of death »
densément osmiophiles en périphérie avec un matériel homogéne et clair compatible avec des lipides
(Patel et al. 2017).

Chaque image posséede son échelle (voir les barres de 1 um et de 2 um).

Les observations faites en MET contribuent donc a I'hypothése faite sur la
nature des GGD (substance type « ceroid-lipofuscin-like »). Hodgson et al. ajoutent
que leur aspect au microscope électronique est similaire a celui rapporté pour la

lipofuscine neuronale.

2.5. Caractéristiques fluorescentes

L’autofluorescence des GGD a été testée dans deux études (Hodgson et al.
2015; Patel et al. 2017). Hodgson et al. 'ont évaluée sur des inclusions colorées au
Giemsa, et Patel et al. sur des frottis non colorés ou colorés au Wright-Giemsa. Dans
les deux cas, aucune autofluorescence n’a été observée. Notons que, de la méme
maniére que la négativité au PAS vue précédemment, 'absence d’autofluorescence

est atypique pour de la lipofuscine (Seehafer, Pearce 2006).
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Patel et al. ont proposé une caractérisation des GGD par ['utilisation d’un
colorant fluorescent lipophile nommé « BODIPY ». lls ont montré que les inclusions
d'un patient de leur étude étaient positives au colorant fluorescent lipophile
« BODIPY » en comparaison avec des cellules d’'un spécimen témoin sélectionné
aléatoirement (voir Figure 11). Celles-ci avaient une taille et une distribution similaires
aux inclusions d’intérét initialement observées sur le frottis de ce patient. Cependant,
une comparaison directe et quantifiable entre les inclusions observées en microscopie
optique et celles observées avec le colorant fluorescent « BODIPY » n’a pas été
réalisée (Patel et al. 2017). Ce résultat supplémentaire est lui aussi en faveur d’une

composition riche en lipides.

Figure 11 : Observations obtenues par microscopie a fluorescence réalisées avec le colorant BODIPY

(apparait en vert fluo) sur des cellules provenant d’un spécimen témoin (g et h & gauche) et sur des
cellules provenant du patient sélectionné présentant des inclusions bleu-vert de type « green granules
of death » (g et h a droite) (Patel et al. 2017).

g : fluorescence standard, coloration DAPI du noyau (bleu) ; h : microscopie a fluorescence a super-

haute résolution par épuisement de I'émission stimulée (STED), coloration DRAQS du noyau (rouge).

Dans 'optique de mieux évaluer l'intérét de la détection d’inclusion de type GGD
et ainsi tenter d’améliorer les soins apportés aux patients, Patel et al. suggérent qu’a
I'avenir, la possibilité de colorer par fluorescence ou méme d'effectuer un tri cellulaire
activé par fluorescence (FACS) sur les patients malades critiques présentant ce type

d’inclusions serait un bénéfice, méme si ce sont les seuls a I'avoir proposé a ce jour.
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2.6. Mortalité et affections associées

La premiere étude parue en 2009 a suivi deux patients, I'un souffrant d’'une
insuffisance hépatique aigué secondaire a une overdose d’acétaminophéne
(hospitalisé moins d’un jour), l'autre d’'un syndrome de défaillance multi-organique
secondaire a un traumatisme (hospitalisé plusieurs semaines). Ces deux patients sont
décédés dans les 24 heures suivant I'observation des GGD sur leur frottis sanguin.
Pour le patient hospitalisé plusieurs semaines, aucune inclusion de ce type n’'a été

observée lors des précédents examens sanguins (Harris et al. 2009).

Suite a ces observations, Harris et al. ont conclu que la présence de telles
inclusions pourrait d’'une part présager un pronostic sombre et notamment une mort
imminente, et d’autre part indiquer un dysfonctionnement du systéme hépatobiliaire.
lls reconnaissaient cependant qu’il faudrait davantage de cas pour valider ces

hypothéses.

Depuis, ces inclusions ont été plus largement reportées. Elles sont détectées le
plus souvent fortuitement, lors d’affections graves puisque la plupart des patients
concernés sont admis en unité de soins intensifs (Patel et al. 2017). Plus les rapports
de cas s’accumulent, plus les affections décrites sont variées : polytraumatismes,
overdoses médicamenteuses, syndromes de défaillance multi-organique, rejets de
greffes hépatiques, maladies auto-immunes, lymphohistiocytose hémophagocytaire,
pneumonies, encéphalopathies métaboliques, lésion cérébrale traumatique, sepsis
(Escherichia Coli, Clostridium perfringens, Enterococcus faecium, méningocoques,
Enterobacter cloacae), bactériémie (Pandoraea apista), maladies infectieuses virales
(COVID-19, fiévre jaune, bunyavirus), syndrome de fievre sévere avec
thrombocytopénie, paludisme, infections fongiques et tumeurs métastatiques
(pancréas, foie, rein) (liste non exhaustive). Elles sont également souvent associées a
de nombreuses comorbidités (maladies auto-immunes, maladies rénales, processus
néoplasiques, hypertension artérielle, insuffisance cardiaque, pneumopathies,
coagulopathies, etc ...) (Jazaerly, Gabali 2014; Hodgson et al. 2015; Haberichter,
Crisan 2017; Courville et al. 2017; Abraham, V. Cotta, Lichtin 2018; Hodgkins, Jones
2018; Gorup et al. 2018; Sin et al. 2019; Soos et al. 2019; Cantu et al. 2020;
Dienstmann et al. 2020; McGinnis, Smith 2020; Vicente-Steijn et al. 2020; Bowen,
Koutsavlis 2020; Merino et al. 2021; Shackleton et al. 2021; Martins et al. 2022; Rivera
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et al. 2022; Li et al. 2022; Jiang et al. 2023; Long et al. 2023; Zhang et al. 2023; Chen
et al. 2024).

Face a la pluralité de ces affections, des points communs semblent se dégager.
En effet, la quasi-totalité des cas présentant des GGD ont présenté des Iésions
hépatocellulaires séveéres engendrant une insuffisance hépatique. Notons également
une récurrence de lésions rénales et cardiaques, de cas de sepsis et de maladies
néoplasiques métastatiques, méme si cette récurrence reste moins marquée que pour

les Iésions hépatiques.

Ce constat renforce I'hypothése d’une origine hépatique des inclusions bleu-
vert, méme s’il existe des cas ne démontrant pas de lien direct entre ces dernieres et

des lésions hépatiques réellement mises en évidence (Courville et al. 2017).

Le Tableau 4 présente un résumé des données de chacune des 25 études
disponibles concernant la mortalité, dont la mortalité aprés détection des GGD dans
les 3 jours et les 14 jours suivant leur observation, et donne a titre indicatif I'intervalle

des jours de survie a partir de la détection.
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Au total, 107 cas ont été étudiés jusqu’a aujourd’hui et la mortalité globale est
de 64% (68/107). 66% des patients décédés lI'ont été en moins de 3 jours aprés
observation des GGD (45/68), et 88% en moins de 14 jours aprés observation des
GGD (60/68).

De fait, la plupart des études qui dressent le bilan de leurs observations
expriment le fait que les GGD semblent étre associés a un pronostic sombre mais
aussi a une mort imminente. Cependant, leur cohorte correspond en général a un
nombre de cas réduit et 'association entre la présence de GGD sur le frottis sanguin
et une mort imminente transparait davantage que lorsqu’on regarde les données dans

leur totalité.

En effet, des études isolées nuancent ce point puisque la mortalité a court terme
parmi les patients décédés (moins de 2 semaines aprés I'observation des GGD) y
atteint de plus faibles proportions. C’est notamment le cas dans I'étude de Courville et
al. ou seulement 2 patients sur 6, soit 33 % décédent en moins de 14 jours aprés la
détection des GGD (en comparaison avec la mortalité a court terme globale de 88%).
Quant au « pronostic sombre », il existe une proportion non négligeable des patients
(39/107) qui récupérent totalement de I'affection pour laquelle ils étaient admis en
hospitalisation, dont quelques-uns ne présentant pas de maladies « graves »
(Hodgson et al. 2015; Patel et al. 2017; Haberichter, Crisan 2017; Courville et al. 2017;
Gorup et al. 2018; Abraham, V. Cotta, Lichtin 2018; Vicente-Steijn et al. 2020; Bowen,
Koutsavlis 2020; Merino et al. 2021; Shackleton et al. 2021; Martins et al. 2022; Long
et al. 2023; Chen et al. 2024). Par exemple, dans I'étude de Courville et al., un patient
de 81 ans traité en ambulatoire avait des antécédents de cancer prostatique (traité),
d’insuffisance rénale chronique, d’anémie et de gammapathie monoclonale d’origine
indéterminée, mais ne présentait aucun signe de maladie grave lors de la détection
des GGD sur son frottis sanguin. Ce dernier a été suivi pendant plus de 2 ans et n’a
pas présenté d’évolution défavorable.

Notons que I'admission dans une unité de soins intensifs s'accompagne d'un
taux de mortalité élevé, qui dépend fortement de I'age, de la gravité de la maladie et
de nombreux autres facteurs. Par exemple, la septicémie sévere présente a elle seule
un taux de mortalité pouvant atteindre 30 % (Gorup et al. 2018). Ainsi, la durée du

séjour dans une unité de soins intensifs comporte un risque indépendant
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d'augmentation de la mortalité. En d'autres termes, les patients gravement malades et
admis dans une unité de soins intensifs sont plus susceptibles de développer une
défaillance organique multi-systémique, y compris une défaillance hépatique,
conduisant au déces, que des GGD puissent ou non étre identifiés sur le frottis sanguin
périphérique de ces patients. Certains auteurs pensent donc que la détection de GGD
ne devrait pas étre assimilée a un indicateur de mauvais pronostic pour un certain
nombre de raisons, dont la premiére est I'impossibilité de modifier les décisions
cliniques sur la base de leur détection, car cela pourrait dicter I'arrét des soins ou

d'autres préjudices pour le patient (Gorup et al. 2018; Bowen, Koutsavlis 2020).

Etant donné que de nombreuses séries de cas présentant ces inclusions font
état d'un décés précoce, les études s’accordent finalement sur la nécessité de
surveiller attentivement les organes vitaux, et principalement les Iésions hépatiques

les plus graves (Bowen, Koutsavlis 2020).

2.7. Description des variables hématologiques et biochimiques associées

La détection des GGD est souvent associée a un tableau biologique modifié.
Méme si toutes les études ne fournissent pas de données hématologiques et

biochimiques précises et exhaustives, certaines anomalies semblent récurrentes.

Concernant les variables hématologiques, au moment de I'observation des
GGD, 52 patients sur 69 évalués (75 %) sont thrombopéniques (Harris et al. 2009;
Patel et al. 2017; Courville et al. 2017; Gorup et al. 2018; Abraham, V. Cotta, Lichtin
2018; Hodgkins, Jones 2018; Soos et al. 2019; Merino et al. 2021; Shackleton et al.
2021; Martins et al. 2022; Rivera et al. 2022; Li et al. 2022; Long et al. 2023; Zhang et
al. 2023; Chen et al. 2024) et 47 sur 60 sont anémiés (78 %) (Harris et al. 2009;
Jazaerly, Gabali 2014; Patel et al. 2017; Courville et al. 2017; Abraham, V. Cotta,
Lichtin 2018; Soos et al. 2019; Merino et al. 2021; Shackleton et al. 2021; Rivera et al.
2022; Li et al. 2022; Long et al. 2023).

Sur 60 patients pour lesquels I'information est disponible dans les études, 34
présentent une leucocytose neutrophilique, soit 57 % (Harris et al. 2009; Jazaerly,
Gabali 2014; Patel et al. 2017; Haberichter, Crisan 2017; Courville et al. 2017; Martins
et al. 2022; Rivera et al. 2022; Li et al. 2022; Long et al. 2023; Chen et al. 2024).
Cependant, il existe une part non négligeable de cas pour lesquels une neutrophilie
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est présente (parfois annoncée isolée) mais ou il n‘’est pas possible de trouver
davantage de précision (numération totale des leucocytes absente, numération des
neutrophiles absente) (Cantu et al. 2020; McGinnis, Smith 2020; Vicente-Steijn et al.
2020; Shackleton et al. 2021). Ces cas-la n’ont pas été comptabilisés dans notre
résumé puisqu’il n'est pas possible de savoir si cette neutrophilie est isolée ou si elle
est a l'origine d’une leucocytose. Enfin, certains rapports de cas décrivent des valeurs
absolues de leucocytes sans en donner d’interprétation, parfois sans mentionner
d’intervalle de référence (IR), ou ne décrivent aucune valeur (Gorup et al. 2018;
Abraham, V. Cotta, Lichtin 2018; Hodgkins, Jones 2018; Sin et al. 2019; Soos et al.
2019; Dienstmann et al. 2020; Bowen, Koutsavlis 2020; Merino et al. 2021; Jiang et al.
2023; Zhang et al. 2023). Par conséquent, la proportion de patients présentant une
leucocytose neutrophilique au moment de I'observation des GGD mentionnée plus

haut (57 %) est probablement sous-estimée.

Enfin, 24 patients sur 28 évalués présentent une déviation de la courbe d’Arneth
vers la gauche (86 %) (Harris et al. 2009; Hodgson et al. 2015; Haberichter, Crisan
2017; McGinnis, Smith 2020; Rivera et al. 2022) et 39 sur 45 (87 %) présentent des
signes de toxicité (granulations toxiques, vacuoles cytoplasmiques) dans leurs
neutrophiles (Harris et al. 2009; Jazaerly, Gabali 2014; Hodgson et al. 2015;
Haberichter, Crisan 2017; Sin et al. 2019; Cantu et al. 2020; McGinnis, Smith 2020;
Shackleton et al. 2021; Martins et al. 2022). Un leucogramme « inflammatoire »

accompagne donc fréquemment la détection des GGD.

D’autres anomalies morphologiques ont pu étre rapportées (acanthocytes,
« images leuco-érythroblastiques », hémolyse, polychromatophilie, sphérocytose,
lymphocytes atypiques, macroplaquettes, plaquettes géantes, blastes myéloides)
mais trop rarement et inconstamment pour présenter un intérét dans le cadre des GGD
(Jazaerly, Gabali 2014; Hodgson et al. 2015; Abraham, V. Cotta, Lichtin 2018;
McGinnis, Smith 2020; Martins et al. 2022; Rivera et al. 2022). De plus, de nombreuses
comorbidités touchent la plupart des patients et rendent globalement difficile
l'interprétation de telles anomalies en regard des GGD. De fait aucune spécificité ne

leur est attribuable.
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Concernant les variables biochimiques et 'hémostase, les principaux résultats
obtenus en médecine humaine, qui portent surtout sur le Iésionnel hépatique, sont

résumeés dans le Tableau 5.
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Toutes les données de ce tableau sont issues d’analyses réalisées sans délai
aprés la détection des inclusions bleu-vert de type GGD, ou aprés un délai variable
(allant de quelques heures a 10 jours lorsque cette information est mentionnée dans

les publications) voire inconnu.

On note premiérement une augmentation trés fréquente de lactivité des
transaminases hépatiques chez les cas présentant des GGD : 91/101 soit 90.1 % des
patients testés pour les alanines aminotransférases (ALAT) et 85/90 soit 94.4 % des
patients testés pour les aspartates aminotransférases (ASAT), suggérant un
phénomeéne de cytolyse hépatique (Harris et al. 2009; Jazaerly, Gabali 2014; Hodgson
et al. 2015; Patel et al. 2017; Haberichter, Crisan 2017; Courville et al. 2017; Gorup et
al. 2018; Abraham, V. Cotta, Lichtin 2018; Sin et al. 2019; Soos et al. 2019; Cantu et
al. 2020; McGinnis, Smith 2020; Vicente-Steijn et al. 2020; Merino et al. 2021;
Shackleton et al. 2021; Martins et al. 2022; Rivera et al. 2022; Li et al. 2022; Jiang et
al. 2023; Long et al. 2023; Chen et al. 2024).

Moins fréquemment, une augmentation de lactivité des gamma-glutamyl
transférases (GGT) (28/35 soit 80% des patients testés) et des phosphatases alcalines
(PAL) (32/62 soit 51.7 % des patients testés), et une augmentation de la bilirubine
totale (47/77 soit 61 % des patients testés) accompagne la présence de ces inclusions
(Harris et al. 2009; Jazaerly, Gabali 2014; Hodgson et al. 2015; Patel et al. 2017,
Courville et al. 2017; Gorup et al. 2018; Abraham, V. Cotta, Lichtin 2018; Soos et al.
2019; Vicente-Steijn et al. 2020; Merino et al. 2021; Rivera et al. 2022; Jiang et al.
2023; Long et al. 2023; Chen et al. 2024). Cependant, ces dosages ont été réalisés
sur une moins grande proportion de cas comparés aux transaminases hépatiques ce
qui limite leur interprétation. Une étude décrit que le degré d’augmentation des PAL ne
montre pas de différence significative sur l'issue clinique (mortalité, rétablissement) et
que I'augmentation de la bilirubine totale n’est pas corrélée a une mortalité précoce
(Courville et al. 2017). Etant donné que ces marqueurs varient plus largement et ne
sont pas corrélés de maniére directe a la détection des GGD, une association plus
spécifique de l'origine hépatique primaire est privilégiée dans la plupart des études en

comparaison avec l'origine biliaire proposée dans I'’étude de Harris et al.

La créatinine a également été dosée chez un nombre non négligeable de cas

et est augmentée pour 67.3 % d’entre eux (37/55).

48



Comme une minorité de patients présentent une activité sérique des
transaminases dans lintervalle de référence, et comme d’autres présentent une
créatininémie élevée par exemple, certaines sources expliquent que la substance
« lipofuscin-like » contenue dans les GGD peut provenir, de maniére plus générale, de
Iésions dans différents tissus (comme le tissu rénal) et non pas uniquement du tissu
hépatique. Il n’est malgré tout pas possible d’exclure des lésions hépatiques sub-
cliniques a l'origine des inclusions pour ces cas-la. De la méme maniére, quelques
patients présentant des GGD ne sont pas atteints de maladies « graves » (comme
mentionné dans le paragraphe « 2.6. ») et ne présentent pas d’anomalies dans leurs
analyses. Ces constats, méme s’ils représentent une minorité de cas, compliquent la
relation entre lésion tissulaire et présence de GGD sur le frottis sanguin (Courville et
al. 2017).

On observe une hyperlactatémie chez 83.6 % des patients (46/55) pour lesquels
des valeurs de lactates ont été mesurées au moment de la détection des inclusions.
L'hyperlactatémie (parfois associée avec une acidémie) s’explique probablement par
une combinaison des besoins accrus en oxygéne des patients, de I'hypoperfusion des
tissus et, dans certains cas, de la perte rapide de lactate déshydrogénase due a la
nécrose des hépatocytes. La concomitance d’une hyperlactatémie (ou d’'une acidose
lactique) et des GGD parait étre, dés les premiéres études publiées, un facteur
pronostique négatif, surtout lorsque la valeur de lactatémie est supérieure a 5 mmol/L
(Hodgson et al. 2015).

Enfin, des mesures de temps de coagulation ont été menées dans un nombre
réduit de cas, cependant 100 % (8/8) des patients examinés ont présenté un temps de
céphaline activé (TCA) allongé, et 83.3% (30/36) un temps de Quick (TQ) allongé.

Davantage de variables clinico-pathologiques ont pu étre analysées selon les
études, mais de maniéere plus anecdotique (troponines | et T, gazométrie sanguine,
créatine kinase, lactate déshydrogénase, urée, calcium, protéines totales, albumine,
ionogramme, fer, glucose, transferrine, ferritine, procalcitonine, protéine C-réactive,
fibrinogéne, D-diméres, amylase, lipase, sérum amyloide A protéine) (Hodgson et al.
2015; Patel et al. 2017; Courville et al. 2017; Gorup et al. 2018; Abraham, V. Cotta,
Lichtin 2018; Hodgkins, Jones 2018; Sin et al. 2019; Soos et al. 2019; Cantu et al.
2020; Merino et al. 2021; Shackleton et al. 2021; Rivera et al. 2022; Li et al. 2022;
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Jiang et al. 2023; Long et al. 2023; Chen et al. 2024). Ces variables ne seront donc

pas présentées dans cette étude.

Au bilan, I'activité des transaminases hépatiques et la lactatémie semblent étre
les principales variables d’intérét qui ressortent de la littérature. Dans le Tableau 6, une
étude de lien entre la mortalité et 'augmentation d’activité des transaminases, ainsi

gu’entre la mortalité et la valeur de la lactatémie est présentée.
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Ce tableau a pour but de décrire plus en détail la relation entre ces critéres
spécifiques et la mortalité, bien qu’une corrélation ne soit pas prouvée. Notons que
65.4 % des patients présentant une augmentation de I'activité des ASAT et 64.3 %
présentant une augmentation d’activité des ALAT sont décédés. En comparaison, les
cas qui présentent des niveaux d’activité des ASAT et des ALAT dans l'intervalle de
référence sont beaucoup moins nombreux (respectivement 5 et 10), rendant
l'interprétation de la mortalité associée limitée. Concernant les lactates, 85.7 % des
patients présentant une lactatémie supérieure a 5 mmol/L au moment (ou proche) de
I'observation des GGD sont décédés alors que seulement 45.8 % des patients sont

décédés dans le cas contraire.

Pour conclure sur ces trois variables, quelques études présentent des résultats
sur la cinétique de I'activité des transaminases hépatiques et des lactates (Hodgson
et al. 2015; Patel et al. 2017; Cantu et al. 2020; Jiang et al. 2023; Chen et al. 2024).
Cela constitue un avantage dont nous ne pouvons généralement pas profiter en
medecine vétérinaire pour des raisons de codlts trop importants. Les résultats de trois

de ces études sont présentés ci-apres.

6250 4
< —&— Recovered (n =7)
» &~ Died (n = 13)
| Green inclusions (Day 0)
1250 4
3 250-
.—
—
< - %
- -4
50 4
10
-5 0 5 10 15

Days
Graphique 1 : Cinétique de la mesure de I'activité plasmatique des ALAT chez 20 patients pour lesquels
des inclusions bleu-vert de type « green granules of death » ont été détectées sur le frottis sanguin
(Hodgson et al. 2015).
La zone grisée correspond a l'intervalle de référence. La ligne verticale verte représente le moment de

l'observation des GGD. En bleu : patients ayant survécu. En rouge : patients décédés.
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Le Graphique 1 met en évidence que la plupart des pics d’activité plasmatique

des ALAT apparait dans les 24 heures précédant ou suivant la détection des GGD.

ALT versus time AST versus time

ALT, U/L
AST, UL

Graphique 2 : Cinétique de I'activité plasmatique des ALAT (graphique de gauche) et I’ASAT (graphique
de droite) chez 25 patients pour lesquels des inclusions bleu-vert de type « green granules of death »

ont été détectées sur le frottis sanguin (Patel et al. 2017).
Le jour 0 (Day 0) correspond au jour de détection des GGD. Les lignes pointillées bleues correspondent

a la borne supérieure de l'intervalle de référence. En bleu : patients ayant survécu. En rouge : patients

décédés.

De la méme maniére, on observe dans le Graphique 2 que le pic d’activité
plasmatique des ASAT et ALAT apparait dans les 48 heures précédant ou suivant

I'observation des GGD.
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Graphique 3 : Cinétique de la mesure de I'activité plasmatique des ALAT (en rouge) et des ASAT (en
bleu) chez 6 patients pour lesquels des inclusions bleu-vert de type « green granules of death » ont été
détectées sur le frottis sanguin (Cantu et al. 2020).

Le jour 0 correspond au jour de détection des GGD. Les 6 patients sont décédés.
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Ces 3 graphiques (Graphiques 1, 2 et 3) montrent que 'augmentation maximale
de I'activité des transaminases hépatiques est centrée autour de I'apparition des GGD

dans la plupart des cas étudiés.

Concernant la lactatémie, un premier graphique (Graphique 4) présente les
valeurs de lactatémie obtenues en fonction du pH pour 14 patients présentant des

GGD sur le frottis sanguin, et de la survie ou non de ces derniers.
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Graphique 4 : Valeurs de lactatémie artérielle en fonction du pH artériel chez 14 patients avant ou au
moment de la détection d’inclusions bleu-vert de type « green granules of death » sur le frottis sanguin
(Hodgson et al. 2015).

La zone grise correspond au croisement des intervalles de référence pour les lactates et le pH.

On remarque sur ce graphique que tous les patients ayant présenté une
lactatémie supérieure a 5 mmol/L sont décédés. De plus, ils présentaient tous une
acidémie. Inversement, tous les patients ayant survécu ont présenté des valeurs de
lactatémie augmentées mais restant inférieures a 5 mmol/L, sauf un qui présentait une
lactatémie dans l'intervalle de référence. De plus, 3 des 5 survivants présentaient des

valeurs de pH dans I'intervalle de référence.

Enfin, le Graphique 5 présente une étude cinétique des valeurs de lactatémie

avant et aprés la détection de GGD chez 6 autres patients.
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Graphique 5 : Cinétique de la lactatémie chez 6 patients présentant des inclusions bleu-vert de type «

green granules of death » sur le frottis sanguin (Cantu et al. 2020).
Le jour 0 correspond au jour de détection des GGD. La zone grise correspond a l'intervalle de référence

des lactates. Les 6 patients sont décédés.

Notons ici que la plupart des patients présentent une augmentation importante

de la lactatémie au moment ou peu de temps avant la détection des GGD.

Pour conclure, les GGD semblent apparaitre chez des patients présentant
freiquemment des Iésions hépatocellulaires surtout caractérisées par une
augmentation de 'activité des transaminases hépatiques et notamment aux alentours
de leur pic d’'intensité. Une lactatémie au-dela de 5 mmol/L semble étre un indicateur

potentiel de gravité dans le cadre de leur détection, et ainsi de mauvais pronostic.
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Il - Données bibliographiques disponibles en médecine vétérinaire

La seule étude disponible en médecine vétérinaire a été publiée trés récemment
en 2024, et concerne uniquement des chiens (Sebastian et al. 2024). C’est a cette

étude que nous ferons référence dans toute cette partie.

1. Description de la méthodologie de 'étude

L’étude présente onze chiens au total. Sept d’entre eux ont été inclus
prospectivement sur la base de I'observation d’inclusions bleu-vert similaires a celles

observées en médecine humaine sur le frottis sanguin.

Dans un second temps, quatre cas additionnels ont été ajoutés
rétrospectivement. Ces derniers ont été sélectionnés sur une période de 3 ans, et

selon les critéres d’inclusion suivants :

- augmentation de l'activité enzymatique des ALAT au bilan biochimique ;
- diagnostic clinique ou post-mortem de dommages hépatocellulaires ;

- présence d’inclusions bleu-vert sur le frottis sanguin apres relecture de celui-ci.

Ce choix a été fait dans le but de potentiellement augmenter les chances
d’observer des inclusions selon les auteurs, puisqu’ils ont noté la présence de lésions

hépatocellulaires chez la totalité des cas prospectifs.

2. Caractérisation des inclusions de type GGD

2.1. Microscopie optique

Les inclusions ont un aspect hétérogene que ce soit au niveau de leur couleur
au Wright Giemsa (entre bleu et vert) ou au niveau de leur forme (granules uniques,
grappes irrégulieres de granules, granules plus grossiers issus de I'accumulation de
plus petites inclusions). Cette répartition irréguliére et parfois grossiere a rendu le
comptage de granules distincts (sous-granules) imprécis, leur nombre par leucocyte
variant de 1 a plus de 30. Les granules individuels sont généralement compacts, mais
certains sont annulaires avec des bords lisses et un centre non coloré (voir Figure 12).

Ces caractéristiques sont similaires a celles observées en médecine humaine.
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Les inclusions observées étaient présentes dans moins de 1% jusqu’a 3% des
neutrophiles des 11 chiens mais aussi dans les monocytes de 4 chiens (rares). Elles
étaient plus facilement détectables en queue de frottis surtout quand les leucocytes

étaient peu nombreux.
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Figure 12 : Inclusions bleu-vert de type « green granules of death » dans des neutrophiles (A, B, E, F)
et des monocytes (C, D, G, H) sur des frottis sanguins de chiens (Sebastian et al. 2024).

F : les inclusions dans le neutrophile du bas contrastent avec I'apparence des corps de Dbhle présents
dans le neutrophile juste au-dessus. H : les fleches pointent une inclusion plus dense et sombre qui

semble correspondre a de 'hémosidérine. Coloration Wright-Giemsa modifiée, objectif x100.

2.2. Colorations spécifiques

La seule coloration spécifique qui a été testée dans cette étude est le Bleu de
Prusse, mettant en évidence le fer. Elle a été réalisée sur des frottis non colorés de 5
chiens parmi cas prospectifs (témoin positif : tissu hépatique contenant une forte

concentration de fer, témoin négatif : frottis sanguin sans inclusion identifiée).

Cette coloration a montré un résultat négatif (inclusions marron clair, voir Figure
13). Ce résultat a été confirmé par une évaluation des mémes cellules avec une
coloration de Wright-Giemsa modifiée. De la méme maniére qu’en médecine humaine,
la coloration au bleu de Prusse ne permet pas de mettre en évidence les inclusions de

type GGD dans cette étude.
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Figure 13 : Coloration au bleu de Prusse négative d’inclusions « lipofuscin-like » dans des neutrophiles
canins (Sebastian et al. 2024).

A1, B1 : neutrophiles de deux chiens montrant la négativité au bleu de Prusse des inclusions brunes.
A2, B2 : aspect des mémes inclusions aprés recoloration au Wright-Giemsa modifié. C : positivité des
granulations d’un sidéroleucocyte au bleu de Prusse juxtaposé a une inclusion neutrophile non colorée

de type lipofuscine (fléche).

2.3. Autofluorescence

Les frottis non colorés des 5 chiens parmi les cas prospectifs ont également
permis d’évaluer le caractére autofluorescent des inclusions dans leurs neutrophiles
(témoin positif : préparations cytologiques non colorées d’hépatocytes contenant de la
lipofuscine). Les plages de longueurs d’ondes d’excitation utilisées étaient 400-450
nm, 500-550 nm, 550-600 nm.

Pour les 5 chiens, les inclusions étaient positives a I'autofluorescence sur les
trois intervalles de longueur d’'onde testés (en comparaison avec la lipofuscine trouvée

dans des hépatocytes d’'un chien sain) (voir Figure 14).
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Figure 14 : Autofluorescence a large spectre en faveur de lipofuscine. Toutes les cellules d’'une rangée
sont les mémes (Sebastian et al. 2024).

Rangées A et B : leucocytes d’un chien. Rangée C : témoin positif sur un amas d’hépatocytes provenant
d’un autre chien. A1, B1, C1 : excitation a 400-450 nm. A2, B2, C2 : excitation a 500-550 nm. A3, B3,
C3: excitation a 550-600 nm. A4, B4, C4 : aspect non coloré des mémes cellules, sans excitation.
Observation au microscope a fluorescence, objectif 100x pour les spécimens sanguins et objectif 40x

pour le spécimen de foie.

Cette positivité était, pour les auteurs, en faveur de lipofuscine et non de
« lipofuscin-like » comme décrit en médecine humaine. L’absence du caractere
autofluorescent en médecine humaine pourrait étre d’aprés eux expliquée par la
coloration des lames, procédé qui serait susceptible de supprimer la capacité
d’autofluorescence de la lipofuscine (proposition seulement hypothétique de la part

des auteurs de cette étude).

3. Description des données clinico-pathologiques et diagnostiques

3.1. Variables hématologiques et biochimiques

9 chiens parmi 11 ont présenté une leucocytose modérée a marquée
caractérisée par une neutrophilie et une courbe d’Arneth déviée a gauche, et parmi
eux, 3 chiens présentaient aussi une monocytose modérée a marquée et 6 chiens

présentaient des neutrophiles toxiques.
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Les 2 autres chiens n’ont présenté aucune anomalie, que ce soit au niveau des

valeurs de la numération formule ou au niveau du frottis.

Tous les chiens présentaient une augmentation de I'activité des transaminases
hépatiques (ce qui était un critére d’inclusion dans I'étude pour les cas rétrospectifs).
De plus, une augmentation de l'activité des PAL (11/11), une hyperbilirubinémie
conjuguée (10/11) et une hyperlactatémie veineuse (5/9) ont également pu étre
constatées. Les 5 chiens présentant une hyperlactatémie sont décédés dans les jours

qui suivaient (1-7 jours).

Enfin, les auteurs remarquent que pour les cas ayant subi plusieurs analyses
sanguines au cours de I'hospitalisation, les inclusions semblaient étre présentes dans
les frottis sanguins au moment ou l'activitt¢ des ALAT était la plus importante.
Cependant, une corrélation entre le pourcentage d’augmentation de I'activité des ALAT
et la mortalité n’a pas été démontrée car I'un des trois chiens ayant survécu est celui
qui en a présenté la plus grande valeur. De méme, aucune corrélation entre le
pourcentage de cellules contenant des GGD et la mortalité ou I'activité des ALAT n’a

pu étre démontrée.

Au niveau des temps de coagulation, le TQ et le TCA n’étaient pas
systématiquement augmentés (7/9 et 5/9 respectivement). Les produits de
dégradation de la fibrine (PDF), I'antithrombine IIl (ATIIl) et le fibrinogéne n’ont été
mesurés que sur 2 chiens. L'un d’eux avait une hypofibrinogénémie, une baisse
d’activité de I'ATIII et une thrombocytopénie, et les deux chiens présentaient des PDF

augmentés.

3.2. Données diagnostiques et issues cliniques

Parmi les 11 chiens de I'étude, 8 ont été associés a des maladies hépatiques
d’origine diverses (cholangiohépatite, insuffisance hépatique aigu€, carcinome
métastatique) et 4 ont été associés a un diagnostic de pancréatite (parfois les deux).
Deux chiens ont été suspects de sepsis et sont morts moins de 24 heures apres leur
admission. Au total, 73% (8/11) des chiens sont décédés, dans les sept jours suivant
'admission (médiane = 1 jour). La mortalité a partir de I'observation des GGD n’est

pas calculable car il n’y a pas d’information sur le moment de leur détection.
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Une autopsie réalisée chez deux des chiens a révélé une nécrose hépatique
subaigué chez les deux sujets. L’autopsie a également mis en évidence une
endocardite fibrinosuppurative et une nécrose pancréatique pour l'un, et une
dégénérescence tubulaire aigué avec pigmentation des néphrons et rhinite

fibrinosuppurative pour 'autre.

Enfin, des cytologies hépatiques réalisées sur 4 chiens ont mis en évidence des
signes de cholestase (2/4), de « carcinome » avec nécrose et inflammation
neutrophilique (1/4) ou de prolifération hépatocytaire n’excluant pas une maladie

néoplasique (1/4).

4. Limites et ouverture

Dans cette étude, I'un des critéres d’inclusion pour les animaux sélectionnés
rétrospectivement était la présence avérée de lésions hépatocellulaires. De fait, ce
choix entraine un biais de sélection : si 'ensemble des chiens avait été sélectionné de
la méme maniére que le groupe prospectif, des inclusions de type GGD auraient
potentiellement pu étre observées chez des chiens ne présentant pas de lésions
hépatocellulaires. Pour cette raison, l'interprétation des variables biochimiques reste
limitée et une généralisation des résultats diagnostiques (taux de mortalité,
prévalence) est difficlement envisageable. De méme, cette étude ne permet pas de
confirmer l'origine des inclusions puisqu’elle a été menée chez des patients tous

atteints d’'un seul et méme type de lésions.

Ces criteres ont peut-étre augmenté les probabilités d’observer des GGD
puisqu’en médecine humaine, il semble qu’elles soient fortement associées a des
Iésions hépatiques. Les auteurs ont pu caractériser la morphologie et le caractére
autofluorescent des GGD et les comparer aux données de la médecine humaine. Le
but n’était donc pas d’évaluer I'ensemble des affections pour lesquelles de telles

inclusions auraient pu étre observées.

Cette étude est la seule disponible en médecine vétérinaire au sujet des
inclusions de type GGD et se focalise uniqguement sur des chiens. Ainsi, aucune
donnée n’est disponible chez le chat. Il est donc Iégitime de se demander si les chats
sont aussi concernés par une telle découverte sur le frottis sanguin, et si, comme en

médecine humaine, leur présence fait suite a des Iésions hépatiques.
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A la lumiére de ces données et de ces questionnements, nous avons réalisé

notre propre étude sur ce sujet. Les objectifs sont multiples :

documenter avec précision les cas de chiens et de chats ayant présenté des
inclusions bleu-vert de type GGD a I'Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse
(ENVT), en sélectionnant les cas uniquement sur la base de leur détection
sur le frottis sanguin en décrivant le plus précisément possible les données
clinico-pathologiques des animaux présentant cette anomalie ;

préciser le possible impact pronostic de la présence de GGD sur le frottis

sanguin chez le chien et le chat.
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PARTIE 2 : Etude rétrospective et prospective

| - Matériel et méthodes

Cette étude a débuté en Avril 2023. Elle comprend une partie rétrospective,
constituée de cas vus au Centre Hospitalier Universitaire Vétérinaire des Animaux de
Compagnie (CHUVAC) de I'ENVT avant cette date, et une partie prospective

constituée de cas vus ultérieurement, jusqu’en Novembre 2024.

1. Acquisition des données a partir des logiciels Clovis et Sirius

Dans le cadre de notre étude, les bases de données des logiciels Clovis et Sirius
ont été utilisées. Il s’agit de logiciels de gestion de la clientéle utilisés pour les activités
cliniques (comptes-rendus, résultats d’analyses, prescriptions médicales, ...) ainsi que
pour la gestion financiére au CHUVAC de 'ENVT.

Le logiciel Clovis a été remplacé le 25 Aot 2023 par le logiciel Sirius. De fait,
les données issues des cas répertoriés apres cette date ont été extraites depuis Sirius,
et toutes les données issues de cas répertoriés antérieurement ont été extraits depuis

Clovis.

2. Définition de la population d’étude

2.1. Sélection des cas rétrospectifs

Afin de sélectionner tous les cas rétrospectifs de cette étude, une premiére
phase de tri des cas d’intérét archivés au CHUVAC depuis lI'implantation du logiciel
Clovis jusqu’a sa cléture (de Janvier 2001 a Aot 2023) et de I'ensemble des cas
répertoriés sur le logiciel Sirius (de Aolt 2023 a Avril 2023) a été réalisée. Pour ce
faire, les mots-clés suivants ont été recherchés dans les sections « Conclusion
examen » et « Description examen » (Recherche > Examens Complémentaires >
Description examen/conclusion examen) de Clovis et la section « corps du compte-

rendu » (Recherche fiche de visite > Recherche avancée > Compte-rendu > Corps du
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compte-rendu) de Sirius : inclusion, green, granule, death, verdatre, granulation, bleu,
vert.

Cette recherche a permis de mettre en évidence toutes les fiches de
consultation qui faisaient mention de ces termes. Ces fiches ont ensuite été relues et
triées pour ne garder que les consultations qui contenaient 'observation d’inclusions

évocatrices de GGD.

2.1.1. Critéres d’exclusion

Une fois cette phase de tri effectuée, une recherche dans les archives du
laboratoire central de 'TENVT a été réalisée pour procéder a une relecture des frottis
sanguins de chaque animal sélectionné. La coloration de May-Grunwald Giemsa

(MGG) est utilisée en routine au laboratoire.

Les animaux dont le frottis sanguin n’avait pas été conservé ont été exclus de
I'étude. Il est donc a noter que seuls les cas vus a partir de 2021 ont été retenus, les
frottis sanguins réalisés antérieurement n’étant plus archivés. Les animaux dont la
lecture du frottis sanguin avait eu lieu sans passage en automate ont également été
exclus. Les animaux dont les inclusions mentionnées dans les fiches de consultation

n’avaient pas éteé retrouveées lors de la relecture du frottis sanguin ont été exclus.

2.1.2. Critéres d’inclusion

Lors de la relecture des frottis sanguins, tous les cas ayant présenté des
inclusions bleu-vert aux caractéristiques morphologiques similaires aux GGD
observées en médecine humaine et en médecine vétérinaire ont été sélectionnés. Les
caractéristiques d’intérét concernent la forme, la taille, le nombre, la répartition et la

coloration des inclusions.

Ensuite, ces cas qui présentaient des inclusions morphologiquement similaires
aux GGD ont été testés a l'autofluorescence. Ceci a été réalisé a l'aide d’'un
microscope optique Axio Imager Z2 (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Allemagne), afin de
confirmer la nature de I'inclusion (lipofuscine vs. « lipofuscin-like »). Les photos ont été
prises a I'aide du logiciel CytoVision (Leica Biosystems, Nussloch, Allemagne). Pour

ce faire, au moins une inclusion évocatrice de GGD préalablement observée en
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microscopie optique a été localisée pour chaque animal en notant ses coordonnées
sur le frottis coloré. Ensuite, chaque frottis coloré a été soumis au microscope a
autofluorescence qui dispose de trois longueurs d’ondes d’excitation différentes : 305
nm, 488 nm et 594 nm.

Dans la littérature scientifique, le maximum d’autofluorescence pour la
lipofuscine est observé a des longueurs d’onde d’excitation variant de 325 nm a 380
nm (Yin 1996). Les témoins positifs correspondaient a des préparations cytologiques
d’hépatocytes de chien et de chat colorés au MGG, contenant de la lipofuscine. Toutes
les inclusions correspondant a des pigments de lipofuscine dans les hépatocytes de
chien et de chat ont présenté une autofluorescence pour les longueurs d’'ondes de 305
nm, 488 nm et, a de rares exceptions pres, a 594 nm. Un exemple de résultat positif
pour les 3 longueurs d’'ondes d’excitation dans des hépatocytes de chat est montré
dans la Figure 15. Un exemple de résultat positif pour 305 nm dans des hépatocytes

de chien est montré dans la Figure 16.

2. @ aa._
Figure 15 : Résultats d’autofluorescence de lipofuscine contenue dans des hépatocytes de chat.

A : observation microscopique de 2 hépatocytes colorés au MGG. B, C, D : observation au microscope
a fluorescence des mémes hépatocytes aux longueurs d’onde d’excitation 305 nm (B), 488 nm (C) et
594 nm (D). Grossissement x1000.

Figure 16 : Résultats d’autofluorescence de lipofuscine contenue dans des hépatocytes de chien.
A : observation microscopique de 2 hépatocytes colorés au MGG. B : observation au microscope a

fluorescence des mémes hépatocytes aux longueurs d’onde d’excitation 305 nm. Grossissement x1000.
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Les témoins négatifs étaient un frottis de chien coloré au MGG et des
préparations cytologiques colorées au MGG de rate et d’épanchement péricardique
de chien, de 'hémosidérine ayant été observée sur ces préparations (voir Figure 17).
Aucune des 3 longueurs d’ondes d’excitation n’a permis d’observer d’autofluorescence
pour ces pigments évocateurs d’hémosidérine. Un exemple de résultat

d’autofluorescence pour la rate est présenté dans la Figure 18.

Figure 17 : Aspect de 'hémosidérine (fleches noires) sur des préparations cytologiques colorées au
MGG de rate (A) et d’épanchement péricardique (B) de chien et sur un frottis sanguin de chien coloré
au MGG (C).

Observation au microscope optique grossissement x500 (A et B) et grossissement x1000 (C).

Figure 18 : Résultats d’autofluorescence négatifs sur une préparation cytologique de rate de chien
contenant de 'hémosidérine.
Longueurs d’onde d’excitation de 305 nm (A), 488 nm (B) et 594 nm (C). Cette section ne correspond

pas a celle observée dans la Figure 17. Grossissement x500.

Sur la base des témoins positifs, tous les cas qui ont présenté un résultat
d’autofluorescence positif a 305 nm ont été inclus dans I'étude. Les autres cas, soit 6
animaux du groupe rétrospectif, ont été exclus. 2 exemples de résultats
d’autofluorescence positifs pour les 3 longueurs d’'ondes d’excitation sont présentés

dans les Figures 19 (chat) et 20 (chien).
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Figure 19 : Résultats d’autofluorescence d’inclusions bleu-vert de type « green granules of death »

observées sur le frottis sanguin d’un chat.
A : observation au microscope optique d’un monocyte contenant les GGD. Images du bas : longueurs

d’onde d’excitation de 305 nm (B), 488 nm (C) et 594 nm (D) (résultats positifs). Grossissement x1000.

JA'QJ

Figure 20 : Résultats d’autofluorescence d’inclusions bleu-vert de type « green granules of death »

observées sur le frottis sanguin d’'un chien.
A : observation au microscope optique d’un neutrophile contenant les GGD. Images du bas : longueurs

d’onde d’excitation de 305 nm (B), 488 nm (C) et 594 nm (D) (résultats positifs). Grossissement x1000.
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2.2. Sélection des cas prospectifs

2.2.1. Critéres d’inclusion

Les inclusions évocatrices de GGD ont été détectées prospectivement a partir
de Mai 2023 jusqu’en Novembre 2024 directement a partir de leur observation sur les
frottis sanguins de chiens et de chats lors du diagnostic au laboratoire central du
CHUVAC. Tous les cas qui ont présenté des inclusions aux caractéristiques
morphologiques (taille, forme, nombre, répartition et coloration) similaires aux GGD

observées en médecine humaine et en médecine vétérinaire ont été sélectionnés.

Ensuite, de la méme maniére que pour les cas rétrospectifs, un test a
'autofluorescence a été effectué. Tous les cas qui ont présenté un résultat positif a

305 nm ont été inclus dans I'étude.

3. Données étudiées

3.1. Informations concernant I'animal

Les informations concernant l'identification des cas de cette étude ont été
renseignées dans un tableau pour les chats et pour les chiens (Annexes 1 et 2). Le

détail de leur contenu est présenté dans les paragraphes ci-dessous.

3.1.1. Anamnése et commémoratifs

Les informations suivantes concernant 'anamnése et les commémoratifs de

chaque cas ont été renseignées :

- race de 'animal ;

- sexe et statut physiologique ;

- age en années au moment de I'observation des GGD ;

- motif(s) d’admission explicité(s) dans les comptes-rendus des consultations ;

- antécédents d’intérét.
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3.1.2. Présentation clinique de I'animal, diagnostic et issue clinique

Les informations suivantes concernant la présentation clinique, le diagnostic et

I'issue clinique de chaque cas ont été renseignées :

- Présence d’'un Syndrome de Réponse Inflammatoire Systémique (SRIS) : les
données permettant de déterminer la présence ou I'absence d’'un SRIS sont
récoltées au plus proche de 'hémogramme ayant mis en évidence les GGD.

Les criteres définissant le SRIS sont ceux présentés dans le Tableau 7 ci-

dessous :

Chien Chat
Température corporelle (°C) 37.2<<39.2 37.8<<39.7
Fréquence cardiaque (bpm) >140 140< <225
Fréquence respiratoire (mpm) >40 >40

. . 5.0<<19.50u 5.0<<19.50u
Numeération leucocytaire (10°/L)
>5% de band cells >5% de band cells

Tableau 7 : Critéres retenus pour définir un SRIS chez le chat et chez le chien (Textbook of Veterinary
Internal Medicine, 2024).

La présence d’au moins deux de ces critéres suffit pour classer I'animal en
SRIS.

- Diagnostic final : décrit le « diagnostic » qui a été établi a l'issue de la
consultation d’intérét ou lors des consultations de suivi de I'animal.

- Issue clinique : indique si 'animal est décédé ou non. Si c’est le cas, le nombre
de jour(s) entre 'observation des GGD et la mort de I'animal (en hospitalisation
ou hors du CHUVAC) est noté. Ce résultat est un entier arrondi par défaut (par
exemple, si'animal est décédé moins de 24 heures apreés la détection des GGD
sur son frottis sanguin, « jour 0 » est noté). La raison du déces est précisée.

Sinon, la mention « vivant » est notée.
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3.2. Reéalisation des examens de laboratoire

3.2.1. Protocole de réalisation d’'un hémogramme et d’un frottis sanguin

Un hémogramme est réalisé a partir d’'un tube Acide Ethyléne Diamine Tétra-
acétique (EDTA) (rempli par du sang périphérique prélevé lors de la consultation ou
au cours de I'hospitalisation au CHUVAC). Les prélévements présentant un caillot
macroscopique sont exclus. Selon les cas, ’lhémogramme peut étre réalisé a I'aide de
différents analyseurs, qui ont chacun des intervalles de référence spécifiques. Pour

notre étude, on distingue les deux cas de figure suivants :

- I'hémogramme et le frottis sanguin ont été réalisés au laboratoire central du
CHUVAC ;

- I'hnémogramme et le frottis sanguin ont été réalisés au laboratoire des urgences
du CHUVAC (nuit, week-end et jours fériés).

3.2.1.1. Reéalisation au laboratoire central du CHUVAC

L’analyseur utilisé est le Sysmex XN-1000V® (Sysmex, Kobe, Japon). Les

techniciens réalisent pour chaque animal :

- Un tube capillaire pour la réalisation d’un micro-hématocrite (tube micro-
hématocrite 1ISO12772, Vitrex Medical A/S, Herlev, Danemark). Il est rempli et
obturé avec une pate spécifique (cire d’obturation, Vitrex Medical, Herlev,
Danemark). Il est centrifugé et lu a I'aide d’'une échelle immédiatement aprés
afin d’obtenir une valeur de micro-hématocrite (%).

- Un frottis sanguin au moyen d’'une lame porte objet en verre lavée (Thermo
scientific, Menzel-Glaser, lame porte-objet préte a 'emploi, ca/env 76x26mm)
sur laquelle est déposée une petite goutte de sang du tube EDTA a 'aide d’'une
pipette en verre (pipette pasteur en verre a usage unique, C.E.B., Angers,
France). Cette goutte est ensuite étalée avec une lame rodée (Menzel-Glaser,
lame a bords rodés, LRE, 50x20mm) positionnée a 30°, conformément aux
normes C.L.S.I. (Clinical and Laboratory Standard Institute). Le frottis sanguin

est ensuite séché a l'air libre par agitation, et est identifi€ au crayon a papier
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par son numéro de laboratoire, 'espéce de I'animal concerné (« CN » pour
chien ou « CT » pour chat) et le numéro d’ordre d’hémogramme du jour.

- Le frottis sanguin est coloré au May-Grinwald Giemsa (MGG) par une
coloreuse automatique (Aerospray® HematologyPro) et monté (Microm
CTM6®, Thermo scientific) avec une lamelle en verre dans I’heure suivant sa

réalisation.

3.2.1.2. Réalisation au laboratoire des urgences du CHUVAC

L’hémogramme est réalisé a l'aide de l'automate Procyte Dx® (Idexx
Laboratories, Westbrook, Etats-Unis). Un frottis sanguin est réalisé par un étudiant, un
interne ou un clinicien de 'ENVT dans les 30 minutes suivant la réalisation du
prélevement sanguin. Le frottis est ensuite identifié et conservé dans une boite
hermétiquement fermée jusqu’a sa coloration au laboratoire central (voir protocole de
coloration décrit dans le paragraphe 3.2.1.1). Aucun micro-hématocrite n’est réalisé au

laboratoire central.

3.2.2. Traitement des prélevements des animaux anémiés

Les animaux anémiés sont définis comme ceci : hématocrite inférieur a 35%

pour les chiens et hématocrite inférieur a 29% pour les chats.

Dans ces cas-la, un test d’agglutination est systématiquement réalisé afin
d’explorer la possibilité d’'une composante immune. Il consiste a prélever 20 uL de
sang total du tube EDTA préalablement homogénéisé, et de le mettre dans un tube
Eppendorf contenant 180 uL de NaCl 0.9%. Le tube Eppendorf est ensuite
homogénéisé, et 20 pL du mélange sont prélevés et déposés sur une lame en verre.
La lame est observée macroscopiquement et microscopiquement. En cas de présence

d’agglutinats d’hématies, le test est considéré comme positif.

De plus, pour les chats uniquement, une coloration au bleu de méthyléne
nouveau est réalisée afin de compter manuellement les réticulocytes. Pour ce faire, 40
a 50 pL de sang total EDTA sont pipetés, transférés dans un tube a hémolyse et mis
en présence d’'un méme volume de colorant, puis sont placés dans un bain-marie a

37°C pendant 45 minutes. Un frottis a partir de ce mélange est réalisé, comme décrit
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précédemment. Les réticulocytes agrégés sont alors comptés parmi 1000 hématies,

et ce comptage est ramené a un pourcentage de réticulocytes (%).

3.2.3. Lecture du frottis sanguin

La lecture du frottis est réalisée en routine par un diplémé European College of
Veterinary Clinical Pathology (ECVCP) ou un assistant hospitalier. Une formule
leucocytaire manuelle sur 100 leucocytes est réalisée. Une analyse de la morphologie,
de l'organisation ainsi qu'une appréciation semi-quantitative sont effectuées sur les
trois populations sanguines (hématies, leucocytes, plaquettes). L’interprétation de
’hémogramme comprend I'analyse des anomalies des résultats chiffrés donnés par

'automate et de celles du frottis sanguin.

La détection d’inclusions de type GGD est validée par un biologiste diplémé
ECVCP. Toute inclusion de couleur bleu-vert, légérement réfringente et de petite a
moyenne taille observée dans des neutrophiles et/ou des monocytes est considérée
comme une inclusion fortement évocatrice de GGD. Ainsi, tous les frottis sanguins
pour lesquels la présence d’inclusions évocatrices de GGD avait été notée

rétrospectivement ont été relus par un spécialiste, afin de confirmer la suspicion.

3.2.4. Données hématologiques

Toutes les données relatives a la réalisation des hémogrammes d’intérét ont été

compilées dans trois différents tableaux, a la fois pour les chiens et pour les chats.

Un premier tableau (Annexes 3 et 4) décrit les données brutes issues des
hémogrammes et mentionne les intervalles de référence de chaque analyseur utilisé.

Les données répertoriées qui s’y trouvent sont détaillées ci-aprés :
Pour la lignée rouge :

- Numération totale en hématies (RBC-O pour les chats, RBC-I pour les chiens)
(x108/uL)

- Hématocrite donnée par I'automate (HCT) (%)

- Hémoglobinémie (HGB) (g/dL)

- Volume globulaire moyen (VGM) (fL)
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- Teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH) (pg)
- Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH) (g/dL)
- Index de distribution des hématies (IDR) (%)

Pour la lignée leucocytaire :

- Numération leucocytaire totale (WBC) (x103/uL)

- Numération absolue de chaque population de leucocytes a partir de la formule
leucocytaire manuelle (NEUT, Band cells, LYMPH, MONO, EOSI, BASO)
(x103/uL)

Pour la lignée plaquettaire :

- Numération plaquettaire (pour les chats : PLT-O, pour les chiens : PLT-O pour
les analyses du Sysmex XN-1000V® et PLT-I pour les analyses du Procyte Dx®
des chiens) (x103/uL)

Un second tableau (Tableaux 8 et 9, voir partie « Résultats ») indique, pour
chaque variable, la proportion d’animaux présentant des résultats diminués,
augmentés et sans anomalie par rapport aux intervalles de référence. Ce tableau
donne aussi a titre indicatif la médiane et les intervalles des facteurs d’augmentation
ou de diminution par rapport aux bornes supérieures ou inférieures des intervalles de
référence. Cette synthése permet de comparer les résultats obtenus bien qu’ils soient

issus de différents analyseurs avec des intervalles de référence spécifiques.

Un troisiéeme tableau (Annexes 5 et 6) précise les autres données utiles

obtenues a partir des hémogrammes :
Pour la lignée rouge :

- Anomalies morphologiques de la lignée rouge détectées sur le frottis sanguin
- Nombre d’érythroblastes comptés manuellement (/100 leucocytes)
- Dans le cas ou I'animal est anémié uniquement (cf. définition donnée dans le
222):
o Taux corrigé de réticulocytes (Tc) (%) :
» Pour les chiens: Tc = [Pourcentage de réticulocytes] x
[Hématocrite] / 45
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» Pour les chats: Tc = [Pourcentage de réticulocytes] x
[Hématocrite] / 37
o Resultat du test d’agglutination
o Reésultat du test de Coombs
- Résultat du test FIV/FelV pour les chats

Pour la lignée leucocytaire :

- Pourcentage de band cells issu de la formule leucocytaire (%)

- Anomalies morphologiques de la lignée leucocytaire

- Présence ou absence de signes de toxicité dans les neutrophiles

- Type de cellule dans lequel les inclusions de type GGD ont été observées

- Jour de détection des GGD (« 0 » correspondant au jour d’admission)
Pour la lignée plaquettaire :

- Anomalies morphologiques de la lignée plaquettaire

- Présence ou absence d’amas plaquettaires

3.2.5. Données issues des autres examens de laboratoire

Les données issues de la réalisation d’examens complémentaires de laboratoire
supplémentaires notamment biochimiques et d’hémostase ont été compilées dans 4

différents tableaux, a la fois pour les chiens et pour les chats.

3.2.5.1. Choix de données

Pour toutes les données qui suivent et pour chaque analyte, la valeur prise en
compte dans les tableaux est celle qui a été mesurée au plus prés de I'observation
des GGD, dans un intervalle de 48 heures précédant ou suivant celle-ci. Si la valeur a
été obtenue entre 24 et 48 heures avant ou aprés la détection des GGD, des
astérisques sont placés en exposant. Dans le cas ou toutes les valeurs disponibles ont
été mesurées a plus de 48 heures de distance de I'observation des GGD, celles-ci ne
sont pas prises en compte et la mention « - » est notée. Cette limite de 48 heures a
etée fixée en regard de la bibliographie afin de garder des valeurs mesurées

représentatives de I'état clinique de I'animal au moment ou les GGD ont été observés.
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Si aucune valeur n’a été mesurée pour un analyte donné, la mention « - » est

également notée.

3.2.5.2. Biochimie sanguine

Un premier tableau (Annexes 7 et 8) décrit les données brutes issues des
analyses biochimiques et mentionne les intervalles de référence de chaque analyseur

utilisé. Les examens biochimiques sont réalisés soit :

- au laboratoire central du CHUVAC a l'aide :
o du Vitros XT3400® (Ortho clinical diagnosticsn QuidelOrtho Corporation,
San Diego, Etats-Unis) pour les analyses biochimiques de routine
o du Cubevet Eurolyser® (Scil animal care company, Altorf, France) pour
la protéine C-réactive (CRP) et la protéine sérique amyloide A (SAA)
- au laboratoire des urgences du CHUVAC (nuit, week-end et jour férié¢) a I'aide

du Catalyst One® (Idexx Laboratories, Westbrook, Etat-Unis)
Les variables biochimiques étudiées sont détaillées ci-apres :
Sur plasma hépariné (Vitros XT3400° et Catalyst One®) :

- ALAT, ASAT, PAL, GGT, et créatine kinase (CK) en U/L

- Bilirubine totale (BIL), créatinine (CREA) et NH3 en umol/L

- Protéines totales (PT), albumine (ALB) en g/L

- Rapport albumine/globuline (A/G)

- Urée, glucose (GLU), phosphates (P), calcium total (Ca), magnésium total (Mg),
cholestérol (CHOL) et triglycérides (TRIG) en mmol/L

Sur sérum (Cubevet Eurolyser®) ou plasma hépariné (Catalyst One®) pour les chiens :
- CRPenmg/L
Sur sérum (Cubevet Eurolyser®) pour les chats :

- SAAen mg/L
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3.2.5.3. lonogramme, lactatémie et gaz sanguins

Un second tableau (Annexes 9 et 10) décrit les données brutes issues des
ionogrammes, des mesures de lactatémie et des examens de gazométrie sanguine et

mentionne les intervalles de référence de chaque analyseur utilisé.

Plusieurs appareils ont permis la mesure des électrolytes chez nos

animaux (plasma hépariné) :

- Vitros XT3400°

- Catalyst One®

- Stat Profile Prime®VET (Nova Biomedical Corporation, Waltham, Etats-Unis)
- VetStat® (Idexx Laboratories, Westbrook, Etats-Unis)

La mesure de la lactatémie est réalisée a I'aide soit :

- d’'un analyseur portatif sur sang total : THE EDGE Lactate analyzer™ (KITVIA)
- du Stat Profile Prime®VET (Nova Biomedical)

Les valeurs-seuils d’hyperlactatémie utilisées dans notre étude ont été fixées
par les spécialistes European College of Veterinary Emergency and Critical Care
(ECVECC) de 'ENVT d'aprés des références : 2 mmol/L pour les chats (Mary M.
Christopher Dvm, PhD, O’Neill 2000; Rand et al. 2002) et 2,5 mmol/L pour les chiens
(Hughes et al. 1999; McMichael et al. 2005).

Les gaz sanguins sont obtenus avec le VetStat® et le Stat Profile Prime®VET

sur sang total hépariné.
Les variables étudiées sont détaillées ci-apres :

- Pour 'ionogramme : Na*, K*, CI-, Ca?* en mmol/L

- Lactates en mmol/L

- Pourles gaz sanguins : pH, excés de base (BE) et HCO3 en mmol/L, pressions
partielles en CO2 (pCO2) et en O2 (pO2) en mmHg
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3.2.5.4. Bilan de coagulation

Un troisieme tableau (Annexes 11 et 12) décrit les données brutes issues des
bilans de coagulation et mentionne les intervalles de référence de chaque analyseur
utilisé.

Lorsque l'analyse est réalisée au laboratoire des urgences du CHUVAC,
'analyseur est le Coag Dx® (Idexx Laboratories, Westbrook, Etats-Unis) et utilise du
sang total citraté. Il mesure seulement le TQ et le TCA. Lorsque I'analyse est réalisée
au laboratoire central, le STA Compact Max 3® (Stago, Asniéres sur Seine, France) est
utilisée avec comme spécimen du plasma citraté uniquement. Les variables qu’il
mesure sont le TQ, le TCA, le fibrinogéne, les PDF et I'ATIII.

3.2.5.5. Synthése des données biochimiques

Un quatrieme tableau (Tableaux 10 et 11) indique, pour chaque variable
(biochimie, ionogramme, lactatémie, gazométrie sanguine et bilans de coagulation), la
proportion d’animaux présentant des résultats diminués, augmentés et sans anomalie
par rapport aux intervalles de référence et la médiane. Ce tableau donne aussi a titre
indicatif les intervalles des facteurs d’augmentation ou de diminution par rapport aux
bornes supérieures ou inférieures des intervalles de référence pour les ALAT, les ASAT,
les PAL, les GGT, la bilirubine totale et les lactates. Cette synthése permet de
comparer les résultats obtenus bien qu'ils soient issus de différents analyseurs avec

des intervalles de référence spécifiques.

3.3. Données supplémentaires

Lorsqu’'un agent infectieux (viral, bactérien, fongique, ...) est détecté, sa
présence, sa nature et le moyen de sa détection (snap test, PCR, sérologie, culture,

...) sont mentionnés.
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Il - Résultats

1. Description de la population d’étude

A l'issue de la phase de tri effectuée pour la partie rétrospective, 46 cas ont été
sélectionnés. Parmi eux, 27 cas ont été exclus soit car leur frottis n’a pas été conserve,
soit car il n’y a pas eu de passage en automate, soit car les inclusions d’intérét n’ont
pas été retrouvées lors de la relecture du frottis sanguin. Les frottis sanguins de 19
cas rétrospectifs (6 chiens et 13 chats) ont donc été relus et présentaient des

inclusions bleu-vert de type GGD.

1.1. Population féline

Notre population d’étude féline est constituée de 17 chats. 10 chats ont été
sélectionnés rétrospectivement et 7 ont été sélectionnés prospectivement. 3 chats du

groupe rétrospectif ont été exclus suite a un résultat d’autofluorescence négatif.

Parmi les chats sélectionnés, 8 sont des males et 9 sont des femelles.
Concernant le statut physiologique, 6 des males sont castrés et 8 des femelles sont

stérilisées. 16 sont des chats Européens et 1 est un croisé Maine Coon.

Les chats de I'étude ont entre 2 et 18 ans avec une moyenne de 9.3 ans et une

médiane de 10 ans.

1.2. Population canine

Notre population d’étude canine est constituée de 14 chiens. 3 chiens ont été
sélectionnés rétrospectivement et 11 ont été sélectionnés prospectivement. 3 chiens

du groupe rétrospectif ont été exclus suite a un résultat d’autofluorescence négatif.

Parmi les chiens sélectionnés, 11 sont des males et 3 sont des femelles.

Concernant le statut physiologique, 5 des males sont castrés et 1 femelle est stérilisée.

Parmi les 13 chiens, 2 sont de race croisée : croisé Beagle pour I'un et Border
Collie croisé Berger Australien pour l'autre. Les autres chiens sont de race : Chow

Chow (1 chien), Bouledogue Frangais (2 chiens), Carlin (1 chien), Jack Russel Terrier
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(1 chien), Beauceron (1 chien), Berger Belge Malinois (1 chien), Cane Corso (1 chien),
Rottweiler (1 chien), Berger des Shetland (1 chien), Berger Allemand (1 chien) et

Golden Retriever (1 chien).

Les chiens de notre étude ont entre 3 et 13 ans, avec une moyenne de 9.1 ans

et une médiane de 9 ans.

2. Présentation clinique a 'admission et antécédents

Les motifs de présentation a 'admission les plus fréquents sont I'abattement
(12 chats et 4 chiens), la dysoro-anorexie (11 chats et 3 chiens) et '’hyperthermie (3
chats et 2 chiens). Un chien était connu pour souffrir d'un mastocytome cutané de
stade IV pour lequel une infiltration hépatique a été suspectée 3 mois avant 'apparition
des GGD. Tous les autres animaux n’avaient pas d’antécédents connus pour des

maladies hépatiques. 15 chats et au moins 5 chiens souffraient d’'un SRIS.

3. Diagnostics ou conditions associées

Parmi les chats, les diagnostics regroupent des affections rénales (maladie
rénale chronique et insuffisance rénale aigué€), des affections hépatiques ou hépato-
biliaires (ictere hépatique, lipidose hépatique, cholélithiases et cholécystite chronique),
des affections néoplasiques (lymphome digestif de haut grade, mastocytome), des
affections endocriniennes (diabéte acido-cétosique), des infections (pleurésie avec
abcés pulmonaires, triade féline associée a une septicémie, plaies suppurées avec
myases sur fond de maladie rénale chronique) et autres affections (traumatisme,
anémie hémolytique a médiation immune, fécalome, détresse respiratoire de cause
indéterminée). Un chat atteint d’'un lymphome digestif était sous chimiothérapie et

suspect de chimiotoxicité.

Parmi les chiens, les diagnostics regroupent des affections hépatiques
primaires ou secondaires (ictere hépatique, cholécystite bactérienne, cholangio-
hépatite), des affections néoplasiques (lymphome T de haut grade, lymphome T
multicentrique, suspicion de tumeur hépatique, carcinome thymique avec métastases
hépatiques), des affections pulmonaires (suspicion de bronchopneumonie), des

affections cardiaques (masse cardiaque, suspicion d’endocardite bactérienne) et des
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affections digestives (syndrome de dilatation-torsion de I'estomac, suspicion d’ulceres
digestifs, masse colique, pancréatite aigué€). 4 chiens atteints de processus
néoplasiques divers (lymphome 3/4, mastocytome 1/4) étaient sous chimiothérapie et

suspects de chimiotoxicité.

De fait, il existe une grande diversité de diagnostics posés ou suspectés pour Is
animaux de notre étude. Une tendance pour un type d’affection est difficilement
objectivable dans le cadre de la détection des inclusions bleu-vert de type GGD sur le

frottis sanguin a partir de nos cas.

4. Résultats des examens de laboratoire

4.1. Microscopie optique

L’observation microscopique des inclusions bleu-vert de notre étude montre des
variations de forme (granule unique a de multiples granules, parfois regroupés en
grappe a coalescents), ce qui leur donne un aspect global hétérogene. Leur taille est
aussi trés variable. Dans certains cas, leur délimitation est peu visible si bien que
certains semblent se confondre. Leur couleur varie du bleu vert au bleu foncé. Leur
contenu parait dense. Les granulations ont été observées dans des neutrophiles et
dans des monocytes pour les chiens et les chats (voir Figure 21). Les inclusions n’ont

pas été quantifiées dans cette étude.
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Figure 21 : Inclusions bleu-vert de type « green granules of death » dans des neutrophiles (chiens : A,
B, C; chat: D et G) et des monocytes (chiens : E ; chat : F) sur des frottis sanguins, indiqués par les
fleches noires.

G : observation conjointe d’inclusions bleu-vert de type « green granules of death » (indiqués par des
fleches noires) et d’hémosidérine (indiquée par des fleches jaunes) dans un neutrophile de chat.
Coloration May-Grunwald-Giemsa, objectif x100.

4.2. Données hématologiques

4.2.1. Population féline

Pour rappel, les valeurs obtenues a I'aide des automates d’hématologie et les
données obtenues a partir de I'analyse morphologique des frottis sanguins pour
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chaque chat sont présentées dans les Annexes 3 et 5. Le Tableau 8 présente une
synthése de certains résultats quantitatifs obtenus chez les 17 chats, en explicitant
pour chaque variable hématologique le nombre de cas présentant une augmentation,
une diminution ou aucune anomalie par rapport aux valeurs de référence. Cette

synthése prend en compte les intervalles de référence spécifiques des différents

analyseurs.
Variables hématologiques N Dans I'IR A
RBC-O [ .?'_11.9] ni7 [11{c1)g]
HCT [1 .02”—74.6] oz )
TCMH .08 11 14/17 e
CCMH [1 .012/-1 :.02] 127 [1 .024/1—71 2]
IDR [1 .o‘g1—71 2] 1017 [1 .0?%/1_71 A]
WBC ) i [ .081/1—72.2]
Neutrophiles ; 6/17 . o 2
Lymphocytes 1 _38£ 1:1ax] 9/17 -
Monocytes [4”1;)3] 417 [1 .0%/1—77.7]
Eosinophiles . _;2’_’:“78)(] 5/17 ;
Plaquettes 1 .6711174.5] 1017 -

Tableau 8 : Variation des principales variables hématologiques chez 17 chats présentant des inclusions
bleu-vert de type « green granules of death » sur le frottis sanguin.

Entre crochets : facteur ou intervalle des facteurs d’augmentation ou de diminution par rapport aux
bornes supérieure ou inférieure des intervalles de référence. Colonne « N » : « max » signifie que la ou
les valeur(s) les plus diminuées sont égales a 0.

RBC : numération totale en hématies, HCT : hématocrite, HGB : hémoglobinémie, VGM : volume
globulaire moyen, TCHM : teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine, CCMH : concentration
corpusculaire moyenne en hémoglobine, IDR : indice de distribution des globules rouges, WBC :

numeération totale leucocytaire.
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Tous les hémogrammes qui ont permis la mise en évidence les inclusions bleu-
vert de type GGD sur le frottis sanguin ont été réalisés le jour de 'admission des chats
excepté pour 'un d’entre eux (réalisé 2 jours aprés I'admission). Pour ce chat, un
premier hémogramme avait été réalisé a 'admission et n’avait pas permis de révéler

la présence d’inclusions bleu-vert sur le frottis sanguin.

8 chats sur 17 présentent une leucocytose neutrophilique dont 7 avec une
courbe d’Arneth déviée a gauche (« left shift »). Parmi eux, 6 chats présentent
également une monocytose. Une neutrophilie isolée est observée chez 3 chats dont 2
avec une courbe d’Arneth déviée a gauche. Enfin, on rapporte une lymphopénie chez
8 chats.

Tous les chats présentent des signes de toxicité dans leurs neutrophiles
(cytoplasme sale, vacuoles, corps de Dohle). Les inclusions bleu-vert ont été
observées uniquement dans des neutrophiles chez 13 chats, dans des neutrophiles et
des monocytes chez 2 chats et uniguement dans des monocytes chez 2 chats.
D’autres anomalies sont rapportées dans quelques cas (ex: cellules lymphoides

réactionnelles, blastes circulants...) (voir Annexe 5).

6 chats présentent une anémie légere a sévére, régénérative pour 3 d’entre
eux. Les tests d’agglutination réalisés dans ces cas ont montré une positivité pour un
seul d’entre eux. Cependant, il est a noter que ce test a été réalisé immédiatement
aprés une xéno-transfusion. Un test de Coombs réalisé sur ce méme chat a montré
une forte positivité. D’autres anomalies concernant les hématies sont rapportées dans

certains cas (ex : poikylocytose, corps de Heinz, ...) (voir Annexe 5).

7 chats sur 17 présentent une thrombopénie vraie. D’autres anomalies
concernant les plaquettes sont parfois retrouvées : macroplaquettes (7/17), plaquettes

géantes (3/17), amas plaquettaires (10/16).

4.2.2. Population canine

Pour rappel, les valeurs obtenues a I'aide des automates d’hématologie et les
données obtenues a partir de I'analyse morphologique des frottis sanguins pour
chaque chien sont présentées dans les Annexes 4 et 6. Le Tableau 9 présente une

synthése de certains résultats quantitatifs obtenus chez les 14 chiens, en explicitant
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pour chaque variable hématologique le nombre de cas présentant une augmentation,
une diminution ou aucune anomalie par rapport aux valeurs de référence. Cette

synthése prend en compte les intervalles de référence spécifiques des différents

analyseurs.
Variables hématologiques N Dans I'IR A
RBC-| [1 .0(23/1—41 5] 14 ?1/ -13‘]1
HCT [1 .oﬁ/1—41 5] 514 ?1/ .12‘]1
HGB [1 .073/1—41 7 6/14 ?1/ -12‘]1
VGM ; 12/14 [1_0023”-41.03]
TCMH [1 .oglj?.oe] 10/14 [11l-€1>$]
CCMH op i 114 -
IDR [1 .012/—1‘11.02] 174 ?1“3‘]1
RET - 114 [2.3'_1‘3.1]
WBC 1 .03:1/1—44.6] na [1 .?/—1;6]
Neutrophiles [7_2211240_0] 7114 1 _3/12_4]
Lymphocytes [ _;O_I::ax] 4/14 -
Monocytes i .g/jg.B] 8/14 1 .31—1;.8]
Eosinophiles o e 2114 o
Plaquettes [1 ;1/;14;.7] o/ )

Tableau 9 : Variation des principales variables hématologiques chez 14 chiens présentant des
inclusions bleu-vert de type « green granules of death » sur le frottis sanguin.

Entre crochets : facteur ou intervalle des facteurs d’augmentation ou de diminution par rapport aux
bornes supérieure ou inférieure des intervalles de référence. Colonne « N » : « max » signifie que la ou
les valeur(s) les plus diminuées sont égales a 0.

RBC : numération totale en hématies, HCT : hématocrite, HGB : hémoglobinémie, VGM : volume
globulaire moyen, TCHM : teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine, CCMH : concentration
corpusculaire moyenne en hémoglobine, IDR : indice de distribution des globules rouges, RET :
réticulocytes, WBC : numération totale leucocytaire.
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Tous les hémogrammes qui ont permis la mise en évidence les inclusions bleu-
vert de type GGD sur le frottis sanguin ont été réalisés le jour de I'admission des chiens
excepté pour 3 d’entre eux (réalisés 1, 2 et 3 jours aprés I'admission). Pour ces 3
chiens, un premier hémogramme avait été réalisé a I'admission et n’avait pas permis

de révéler la présence d’inclusions bleu-vert sur le frottis sanguin.

4 chiens sur 14 présentent une leucocytose neutrophilique dont 2 avec une
courbe d’Arneth déviée a gauche et une monocytose. Une neutrophilie isolée est
observée chez 1 chien avec une courbe d’Arneth déviée a gauche. Une leucopénie

est rapportée chez 3 chiens et on note une lymphopénie chez 10 chiens.

10 chiens sur 14 présentent des signes de toxicité dans leurs neutrophiles
(cytoplasme sale, vacuoles, corps de Dobhle). Les inclusions bleu-vert ont été
observées uniquement dans des neutrophiles chez 7 chiens, dans des monocytes
uniquement chez 6 chiens et dans des neutrophiles et des monocytes chez 1 chien.
D’autres anomalies concernant les leucocytes sont rapportées dans quelques cas (ex :
mastocytes circulants, cellules lymphoides circulantes, signes de dysmyélopoiese, ...)

(voir Annexe 6).

7 chiens présentent une anémie légére a modérée, celle-ci étant régénérative
pour 3 d’entre eux. Les tests d’agglutination réalisés dans ces cas ont tous été négatifs.
Aucun test de Coombs n’a été réalisé. D’autres anomalies concernant les hématies
sont rapportées chez certains cas (ex: rouleaux, hématies a bords flous,

poikylocytose, ...) (voir Annexe 6).

4 chiens sur 14 présentent une thrombopénie vraie. D’autres anomalies
concernant les plaquettes sont parfois retrouvées: macroplaquettes (10/14),

plaquettes géantes (4/14), amas plaquettaires (5/14).

4.3. Données biochimiques
4.3.1. Population féline

Pour rappel, les valeurs obtenues a l'aide des automates de biochimie pour
chaque chat sont présentées dans les Annexes 7 et 9. Le Tableau 10 présente une
synthése des résultats obtenus chez les 17 chats, en explicitant pour chaque variable

biochimique le nombre de cas présentant une augmentation, une diminution ou
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aucune anomalie par rapport aux valeurs de référence. Cette synthése prend en

compte les intervalles de référence spécifiques des différents analyseurs.

Variables biochimiques N Dans I'IR A
Alanines aminotransférases - 5/15 [ _1(1/12.2]
Aspartates aminotransférases - - L
[1.1 - 25.3]
Phosphatases alcalines 1 _23£1>51 4] 8/15 1 .041/1—53.6]
Gamma glutamyl-transférases - 8/15 [1 ,2/_12,8]
Bilirubine totale - 5/15 2 a7
Créatine kinase - 6/7 117
Protéines totales 2/15 10/15 315
Albumine 2/15 12/15 115
Rapport albumine/globuline 10/15 5/15 -
Créatinine 4/14 5/14 5/14
Urée - 7/15 8/15
Glucose 2/15 7/15 6/15
NHs - 3/3 -
Phosphates 2/15 9/15 4/15
Calcium 6/14 8/14 -
Magnésium 1/8 2/8 5/8
Cholestérol - 13/15 2/15
Triglycérides - 5/7 2/7
SAA - 0/1 1M
Na* 6/12 6/12 -
K* 5/12 6/12 112
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Variables biochimiques N Dans I'IR A

Cr 2/12 10/12 -
Lactates - 4/12 [1 _381112 0.0]
pH 4/7 3/7 -

BE 717 - B
HCOs. 6/12 6/12 -
0CO> . 717 -

ca? 3/9 6/9 -

Tableau 10 : Variation des principales variables biochimiques chez 17 chats présentant des inclusions
bleu-vert de type « green granules of death » sur le frottis sanguin.

Entre crochets : intervalle des facteurs d’augmentation par rapport a la borne supérieure des intervalles
de référence.

NH3 : ammoniac, SAA : protéine sérique amyloide A, BE : base excess, HCOs. : bicarbonates, pCO:z :

pression partielle en CO:.

10 chats parmi 15 testés présentent une activité des ALAT augmentée (1.4 —
48.2 fois la limite supérieure de I'IR) et tous les chats parmi les 7 testés présentent une

activité des ASAT augmentée (1.1 — 25.3 fois la limite supérieure de I'IR).

L’activité des PAL est augmentée chez 4 chats parmi 15 (1.01 — 3.6 fois la limite
supérieure de I'IR) et l'activité des GGT est augmentée chez 7 chats parmi 15 (1.8 —
6.8 fois la limite supérieure de I'IR).10 chats sur 15 présentent une hyperbilirubinémie

(jusqu’a 13.7 fois la limite supérieure de I'IR).

On remarque également des fréquences non négligeables de diminution du
rapport albumine/globuline (10/15) et du calcium (6/14) et d’augmentation de l'urée
(8/15), de la créatinine (5/14) et du glucose (6/15). Le reste des variables étudiées

présente des fréquences d’augmentation ou de diminution plus anecdotiques.

5 chats parmi 7 évalués présentent une acidose métabolique.
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4.3.2. Population canine

Les valeurs obtenues a I'aide des automates de biochimie pour chaque chien
sont présentées dans les Annexes 8 et 10. Le Tableau 11 présente une synthése des
résultats obtenus chez les 14 chiens, en explicitant pour chaque variable biochimique
le nombre de cas présentant une augmentation, une diminution ou aucune anomalie
par rapport aux valeurs de référence. Cette synthése prend en compte les intervalles

de référence spécifiques des différents analyseurs.

Variables biochimiques N Dans I'IR A
Alanines aminotransférases - - 1 .813/11620.7]
Aspartates aminotransférases - 1/10 [1.1 9—%26.4]
Phosphatases alcalines - 2/12 1 _;(1/;2_9]
Gamma glutamyl-transférases - 8/11 1 _231 1211 5]
Bilirubine totale - 8/13 e
Créatine kinase - 6/10 4/10
Protéines totales 112 7/12 4/12
Albumine 112 11/12 -
Rapport albumine/globuline 2/12 10/12 -
Créatinine 112 712 4/12
Urée - 6/12 6/12
Glucose 112 11/12 -
NHs - 5/5 -
Phosphates - 8/11 311
Calcium 27 5/7 -
Magnésium 2/10 6/10 2/10
Cholestérol - 9/11 211
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Variables biochimiques N Dans I'IR A

Triglycérides - 5/10 5/10
CRP - - 2/2
Na* 2/11 9/11 -
K* 2/11 8/11 111
Cr 6/11 5/11 -
Lactates - 3/8 . 351 86. 0]
pH 1/4 1/4 2/4
BE - 3/4 1/4
HCOs- 311 6/11 2/11
pCO:2 1/4 2/4 1/4
Ca*" 4/8 4/8 -

Tableau 11 : Variation des principales variables biochimiques chez 14 chiens présentant des inclusions
bleu-vert de type « green granules of death » sur le frottis sanguin.

Entre crochets : intervalle des facteurs d’augmentation par rapport a la borne supérieure des intervalles
de référence.

NH3 : ammoniac, CRP : Protéine C-réactive, BE : base excess, HCOs. : bicarbonates, pCO: : pression

partielle en COs.

Tous les chiens parmi les 12 testés présentent une activité des ALAT augmentée
(1.8 —160.7 fois la limite supérieure de I'IR) et 9 chiens parmi 10 présentent une activité

des ASAT augmentée (1.1 — 366.4 fois la limite supérieure de I'IR).

L’activité des PAL est augmentée chez 10 chiens parmi 12 (1.3 — 34.9 fois la
limite supérieure de I'IR) et I'activité des GGT est augmentée chez 3 chiens parmi 11
(1.2 — 21.5 fois la limite supérieure de I'IR). 5 chiens sur 13 présentent une

hyperbilirubinémie (jusqu’a 6.3 fois la limite supérieure de I'IR).

On remarque également des fréquences non négligeables d’augmentation de

l'urée (6/12), de la créatinine (4/12), de I'activité des créatines kinases (4/10) et des
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protéines totales (4/12). Le reste des variables étudiées présente des fréquences

d’augmentation ou de diminution plus anecdotiques.

3 chiens parmi 4 testés présentent des anomalies a la gazométrie sanguine. 1
chien présente une alcalose métabolique, 1 chien présente une alcalose respiratoire

et 1 chien présente une acidose respiratoire.

4.4. Variable d’hémostase
4.4.1. Population féline

Les valeurs obtenues pour chaque chat sont présentées dans ’Annexe 11. Le

Tableau 12 synthétise les résultats des bilans d’hémostase des chats.

Variables d’hémostase N Dans I'IR A
Temps de Quick - 1/2 [ﬁ]
Temps de céphaline activé - 1/2 [11_824]
Fibrinogéne - - o
Antithrombine IlI - 11 -

Tableau 12 : Variation des données du bilan d’hémostase chez 2 chats présentant des inclusions bleu-
vert de type « green granules of death » sur le frottis sanguin.
Entre crochets : facteur ou intervalle des facteurs d’augmentation par rapport a la borne supérieure des

intervalles de référence.

Les bilans d’hémostase de 2 chats ont été réalisés. Le TQ et le TCA sont
prolongés pour un seul des 2 chats (de 1.1 et 1.04 fois la valeur supérieure de I'IR
respectivement). Le fibrinogéne est augmenté chez les 2 chats (1.3 et 2.1 fois la valeur
supérieure de I'IR). L’activité de I'ATIII est dans l'intervalle de référence pour le seul

chat testé.
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4.4.2. Population canine

Les valeurs obtenues pour chaque chien sont présentées dans '’Annexe 12. Le

Tableau 13 synthétise les résultats des bilans d’hémostase des chiens.

Variables d’hémostase N Dans I'IR A
Temps de Quick - 2/7 [ .15/—7>6]
Temps de céphaline activé - - [1.17/_7>3]
Fibrinogéne - 4/6 i
PDF - 3/4 1/4
Antithrombine Il . 1/4 i

Tableau 13 : Variation des données du bilan d’hémostase chez 7 chiens présentant des inclusions bleu-
vert de type « green granules of death » sur le frottis sanguin.

Entre crochets : intervalle des facteurs d’augmentation et de diminution par rapport aux bornes
supérieure ou inférieure des intervalles de référence.

PDF : produits de dégradation de la fibrine.

Les bilans d’hémostase de 7 chiens ont été réalisés. Un chien n’a été testé que
pour le TQ et le TCA. 4 chiens ont été testés pour I'ensemble du bilan d’hémostase
(TQ, TCA, fibrinogéne, PDF, ATIIl). 2 chiens n'ont été testés que pour le TQ, le TCA et
le fibrinogéne. 5 chiens sur 7 ont un TQ allongé (entre 1.1 et plus de 6 fois la valeur
supérieure de I'IR). Les 7 chiens ont tous un TCA allongé (entre 1.1 et plus de 3 fois
la valeur supérieure de I'IR). Le fibrinogéne est diminué chez 2 chiens parmi 6 (1.9 —
3 fois la valeur inférieure de I'IR). Les PDF d’un des 4 chiens testés sont augmentés.
Enfin, I'activité de I'ATIII est diminuée chez 3 chiens parmi 4 (1.2 — 1.8 fois la valeur

supérieure de I'IR).

5. Autres résultats

Concernant la présence éventuelle d’agents infectieux : un chat présentait des
bactéries visibles a la cytologie urinaire mais une bactériologie urinaire n'a pas été
réalisée, un autre chat présentait des bacilles visibles dans des neutrophiles sur une

préparation cytologique d’'une masse pulmonaire. La bactériologie réalisée a partir de
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I'échantillon de la méme masse pulmonaire n’a pas permis d’identifier de germe. Les
tests réalisés pour le virus de 'immunodéficience féline et pour le virus leucémogeéne
félin (FIV/FeLV) ont été négatifs (4 chats). Un chien présentait des bactéries (bacilles
et coques) visibles a la cytologie urinaire mais une bactériologie urinaire n’a pas été
réalisée. Un autre chien a montré la présence de Campylobacter jejuni suite a une

bactériologie réalisée sur une ponction de bile et a une hémoculture.

Une cytologie d’épanchement abdominal chez un chien a révélé la présence de
pigments verdatres dans les monocytes évoquant, entre autres, une substance
« lipofuscin-like » phagocytée. L’autofluorescence pour ces pigments était positive a
488 et 594 nm mais non a 305 nm, contrairement aux inclusions vues sur les frottis

sanguins.

Aucun examen cytologique du foie n'a été réalisé chez les chats. Des
cytoponctions a l'aiguille fine sur les foies de 2 chiens ont été réalisées. L’'une était non
conclusive en raison de la paucicellularité des prélevements et 'autre a mis en
évidence un contingent inflammatoire associé a des précurseurs myélomonocytaires

et des signes de cholestase intra-hépatique.

6. Issues cliniques

6.1. Population féline

6.1.1. Mortalité globale et apres détection des GGD

Parmi les 17 chats, 13 sont décédés (76%), dont 6 d’un arrét cardio-respiratoire.
Les 7 autres ont été euthanasiés. 11 sont décédés moins de 3 jours aprés la détection
des GGD (65%). Les 13 chats sont tous décédés moins de 14 jours aprés détection
des GGD. La médiane de la mortalité aprés observation des GGD est de 0 jour (le jour
0 est le jour de détection) ([jO — j8]).

Les 2 chats qui ne présentaient pas de SRIS ont survécu. Tous les chats

décédés présentaient un SRIS. Deux chats ont présenté un SRIS et ont survécu.
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6.1.2. Mortalité et variables biochimiques d’intérét

Pour les chats de notre étude, il semble que les ALAT, les ASAT, les lactates et
la bilirubine totale soient les variables plus fréquemment modifiées d’aprés les bilans
biochimiques réalisés dans notre étude (nombre de mesures les plus élevées,
proportions de valeurs augmentées élevées). Nous proposons ici une simple
visualisation du couple mortalité suivant la détection des inclusions de type GGD ou

survie des animaux et valeurs de ces variables.

6.1.2.1. ALAT

Le Graphique 6 présente les différentes valeurs d’activité des ALAT obtenues
pour les 15 chats testés en fonction de la mortalité objectivée aprés détection des
GGD.
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Graphique 6 : Activité des ALAT en fonction de la mortalité aprés détection des inclusions bleu-vert de
type « green granules of death » sur le frottis sanguin pour 15 chats.

La barre noire en pointillés correspond a la valeur haute de l'intervalle de référence du Vitros XT3400°.
La barre grise en pointillés correspond a la valeur haute de l'intervalle de référence du Catalyst One®.
La double barre noire verticale sépare les animaux décédés (a gauche) des vivants (a droite). La double
barre noire horizontale sépare les valeurs d’ALAT les plus hautes (au-dessus) des valeurs les plus

basses (en-dessous).
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2 des 4 chats ayant présenté les valeurs d’activité des ALAT les plus hautes ont
survécu. De plus, des chats dont les valeurs étaient dans I'lR sont décédés. Ces
résultats sont donc peu interprétables vis-a-vis de la mortalité dans le cadre de la
détection de GGD.

6.1.2.2. ASAT

Le Graphique 7 présente les différentes valeurs d’activité des ASAT obtenues

pour les 7 chats testés en fonction de la mortalité objectivée aprés détection des GGD.
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Graphique 7 : Activité des ASAT en fonction de la mortalité aprés détection des inclusions bleu-vert de
type « green granules of death » sur le frottis sanguin pour 7 chats.
La zone grise correspond a l'intervalle de référence de I'activité des ASAT ([0 — 44] U/L). La double

barre noire verticale sépare les animaux décédés (a gauche) des vivants (a droite).

Les 2 chats qui ont présenté les valeurs d’activité des ASAT les plus hautes ont
survécu. Ces résultats ne sont donnés qu’a titre informatif, car aucune conclusion ne
peut étre tirée entre la valeur de I'activité des ASAT mesurée et la mortalité ou survie
dans le cadre de la détection des GGD chez le chat, étant donné le peu d’animaux
testés dans chacun des groupes (mort vs. survivants) pour cette variable biologique

dans notre étude.
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6.1.2.3. Bilirubine totale

Le Graphique 8 présente les valeurs de bilirubine totale obtenues pour les 15

chats testés en fonction de la mortalité objectivée aprés détection des GGD.

200
=
o 150
E
=1
w
= ® Décsdé [Vitros ¥T3400)
2 100 © Vivant (Vitros XT3400)
E
o Décede (Catalyst One]
o . .
z \ivant (Catalyst One)
=
50
L ]
[+]
PP P T | R o
a L]
o 2 4 [ 2

Mortalité aprés détection des GGD (jours)

Graphique 8 : Bilirubinémie totale en fonction de la mortalité aprés détection des inclusions bleu-vert de
type « green granules of death » sur le frottis sanguin pour 15 chats.

La barre noire en pointillés correspond a la valeur haute de l'intervalle de référence du Vitros XT3400°.
La barre grise en pointillés correspond a la valeur haute de l'intervalle de référence du Catalyst One®.

La double barre noire verticale sépare les animaux décédés (a gauche) des vivants (a droite).

Les chats ayant présenté les valeurs les plus élevées de bilirubine totale sont
décédés en moins de 2 jours apres la détection des GGD. 2 chats ont présenté une
hyperbilirubinémie totale et ont survécu, néanmoins cette derniere restait légére a
modéreée. Une hyperbilirubinémie totale marquée pourrait éventuellement représenter
un facteur de gravité dans le cadre de la détection de GGD chez le chat. Davantage

de cas seraient absolument nécessaires pour le prouver.
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6.1.2.4. Lactates

Le Graphique 9 présente les différentes valeurs de lactatémies obtenues pour

les 12 chats testés en fonction de la mortalité objectivée aprés détection des GGD.
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Graphique 9 : Lactatémie en fonction de la mortalité aprés détection des inclusions bleu-vert de type «
green granules of death » sur le frottis sanguin pour 12 chats.
La zone grise correspond a l'intervalle de référence de la lactatémie ([0.0 — 2.0] mmol/L). La double

barre noire verticale sépare les animaux décédés (a gauche) des vivants (a droite).

2 chats qui présentaient une hyperlactatémie ont survécu. Cette
hyperlactatémie restait néanmoins modérée. 2 chats ont présenté une lactatémie dans

I'IR et sont décédés en moins de 2 jours aprés I'observation des GGD.

Les 4 chats ayant présenté une hyperlactatémie marquée sont tous décédeés
dans les 6 jours suivant la détection des GGD, dont 3 le jour méme de la détection des
GGD. Il semblerait que I'hyperlactatémie, notamment quand celle-ci est marquée,
pourrait étre un éventuel facteur de gravité lorsque des GGD sont observés sur le
frottis sanguin chez les chats. Davantage de cas seraient toutefois nécessaires pour

le prouver.
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6.2. Population canine

6.2.1. Mortalité globale et aprés détection des GGD

Parmi les 14 chiens, 12 sont décédés (86%) dont 4 d’un arrét cardio-respiratoire.
6 ont été euthanasiés et 2 sont morts de cause inconnue. 5 sont décédés moins de 3
jours aprés la détection des GGD (36%) et 7 sont décédés dans les 14 jours suivant
la détection des GGD (50%). La médiane de la mortalité aprés observation des GGD
est de 6.5 jours ([0 — 218]).

5 chiens n’ont pas pu étre évalués vis-a-vis du SRIS (manque de données
cliniques). Parmi les 5 chiens qui présentaient un SRIS, 4 sont décédés moins de 14
jours apres la détection des inclusions bleu-vert sur le frottis sanguin. Parmi les 4
chiens qui ne présentaient pas de SRIS, 2 sont décédés moins de 14 jours aprés la

détection des GGD, 1 est décédé 37 jours apres et 1 est vivant.

6.2.2. Mortalité et variables biochimiques d’intérét

Pour les chiens de notre étude, il semble que les ALAT, les PAL, et les lactates
soient les variables les plus fréquemment modifiées d’aprés les bilans biochimiques
réalisés dans notre étude (nombre de mesures les plus élevées, proportions de valeurs
augmentées élevées). Nous proposons ici une simple visualisation du couple mortalité
suivant la détection des inclusions de type GGD ou survie des animaux et valeurs de

ces variables.
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6.2.2.1. ALAT

Le Graphique 10 présente les différentes valeurs d’activité des ALAT obtenues
pour les 12 chiens testés en fonction de la mortalité objectivée aprés détection des
GGD.
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Graphique 10 : Activité des ALAT en fonction de la mortalité aprés détection des inclusions bleu-vert de
type « green granules of death » sur le frottis sanguin pour 12 chiens.

La barre noire en pointillés correspond a la valeur haute de I'intervalle de référence du Vitros XT3400°.
La barre grise en pointillés correspond a la valeur haute de l'intervalle de référence du Catalyst One®.
La double barre noire verticale sépare les animaux décédés (a gauche) des vivants (a droite). La double
barre noire horizontale sépare les valeurs d’ALAT les plus hautes (au-dessus) des valeurs les plus

basses (en-dessous).

Les 4 chiens ayant présenté les valeurs d’activité des ALAT les plus hautes sont
tous décédés le jour de la détection des GGD. Toutefois, les 2 chiens testés qui ont
survécu présentaient également des valeurs augmentées par rapport aux IR, et 2
chiens parmi les chiens décédés a court terme a la suite de la détection de GGD
présentaient des valeurs plus faibles que celles des chiens survivants. Il est donc
difficile de conclure si une augmentation de I'activité des ALAT pourrait représenter un
facteur de gravité dans le cadre de la détection de GGD chez le chien, a moins que
celle-ci soit de forte intensité. Il serait nécessaire d’évaluer cette possibilité sur un plus

grand nombre de cas.
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6.2.2.2. PAL

Le Graphique 11 présente les différentes valeurs d’activité des PAL obtenues
pour les 12 chiens testés en fonction de la mortalité objectivée aprés détection des
GGD.
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Graphique 11 : Activité des PAL en fonction de la mortalité aprés détection des inclusions bleu-vert de
type « green granules of death » sur le frottis sanguin pour 12 chiens.

La barre noire en pointillés correspond a la valeur haute de I'intervalle de référence du Vitros XT3400°.
La barre grise en pointillés correspond a la valeur haute de l'intervalle de référence du Catalyst One®.
La double barre noire verticale sépare les animaux décédés (a gauche) des vivants (a droite). La double
barre noire horizontale sépare les valeurs de PAL les plus hautes (au-dessus) des valeurs les plus

basses (en-dessous).

Parmi les 4 chiens ayant présenté les valeurs les plus hautes, I'un d’eux a
survécu et les 3 autres sont morts soit le jour de la détection des GGD (2 chiens), soit
85 jours apres la détection des GGD. Les 2 chiens qui présentaient des valeurs dans
l'intervalle de référence sont décédés. Ces résultats sont donc peu concluants vis-a-

vis de la mortalité dans le cadre de la détection de GGD.
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6.2.2.3. Lactates

Le Graphique 12 présente les différentes valeurs de lactatémie obtenues pour

les 8 chiens testés en fonction de la mortalité objectivée aprés détection des GGD.
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Graphique 12 : Lactatémie en fonction de la mortalité aprés détection des inclusions bleu-vert de type
« green granules of death » sur le frottis sanguin pour 8 chiens.
La zone grise correspond a l'intervalle de référence de la lactatémie ([0.0 — 2.5] mmol/L). La double

barre noire verticale sépare les animaux décédés (a gauche) des vivants (a droite).

Les 2 chiens ayant présenté une hyperlactatémie marquée sont décédés le jour
de la détection des GGD. Parmi les 5 chiens décédés a court terme (<14j), 4 chiens
ont présenté une hyperlactatémie. Certains chiens ont présenté des valeurs de
lactatémie en dessous du seuil d’intérét et sont décédés jusqu’a 85 jours apreés la
détection des GGD sur leur frottis sanguin. Un chien ayant présenté une
hyperlactatémie (Iégére) a survécu. |l semble donc que seule I'hyperlactatémie
marquée, pourrait éventuellement représenter un facteur de gravité lorsque des GGD
sont observés sur le frottis sanguin chez les chiens. En revanche, une hyperlactatémie
légére a modérée ne semblerait pas avoir de valeur pronostique négative. Davantage
de cas seraient toutefois absolument nécessaires pour évaluer si I'hyperlactatémie

pourrait étre réellement un facteur pronostique péjoratif.
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Il - Discussion

Cette étude a documenté tous les cas répertoriés de chiens et de chats ayant
présenté des inclusions bleu-vert de type GGD sur le frottis sanguin a 'TENVT depuis
2021.

La caractérisation morphologique des inclusions bleu-vert de type GGD
observées sur le frottis sanguin de chiens et de chats dans notre étude est similaire a
celle rapportée en médecines humaine et vétérinaire. L’étude récente publiée chez le
chien par Sebastian et al. a par ailleurs permis de mettre en évidence que ces
inclusions avaient les mémes caractéristiques que la lipofuscine, contrairement aux
articles publiés en médecine humaine évoquant plutdt un composé « lipofuscin-like »,
autant du point de vue de leur morphologie microscopique, de leur caractére
autofluorescent et de leur caractérisation par des colorations spécifiques. Nous avons
donc utilisé le caractére autofluorescent positif pour sélectionner les cas dans notre
étude. Cela nous a permis de sélectionner au mieux les cas, en écartant notamment
les possibles inclusions liées a des pigments de type hémosidérine qui sont parfois
délicates a différencier des inclusions de type GGD d’un point de vue strictement
cytologique. Pour l'autofluorescence, la pré-localisation sur les frottis sanguins pré-
colorés au MGG nous a permis de retrouver facilement les inclusions d’intérét, et ainsi

d’évaluer leur caractére autofluorescent ou non.

Lors de la réalisation de nos examens d’autofluorescence, nous avons par
ailleurs remarqué, en plus du spectre large inhérent a la « lipofuscine », que l'intensité
d’autofluorescence des inclusions bleu-vert de type GGD avait tendance a diminuer
ou plus rarement a disparaitre entre la premiére longueur d’onde d’excitation testée
(305 nm) et la derniére (594 nm), et ceci de fagon générale. Deux exemples de ce
phénomeéne (chez un chat et chez un chien) sont présentés dans les Figures 26 et 27,
a comparer avec un résultat négatif a 488 nm et 594 nm (Figure 28). Ce phénoméne
se produisait également pour nos témoins positifs (pigments de lipofuscine dans des
hépatocytes). La lipofuscine ou les composés « lipofuscin-like » sont connus pour
avoir un spectre large d’autofluorescence (des ultraviolets jusqu’a 500 nm, voire
jusqu’a 700 nm) (Croce et al. 2018). Il est a noter que, dans l'article de Sebastian et

al, 'autofluorescence des inclusions bleu-vert de type GGD a été observée pour des
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longueurs d’ondes comprises entre 400 et 600 nm. De plus, daprés les
observations « personnelles » des auteurs, I'autofluorescence disparaissait sur des
frottis pré-colorés. lls suggérent que ce phénoméne pourrait expliquer I'absence
d’autofluorescence des inclusions dans certaines publications de médecine humaine.
Dans notre étude, tous les frottis sanguins ont été soumis a la microscopie a
fluorescence aprés avoir été colorés, et les inclusions ont toutefois bien montré un
caractére d’autofluorescence sur un spectre compatible avec celui décrit pour la
lipofuscine. Nous pouvons penser que la baisse d’intensité d’autofluorescence sur
certains de nos frottis colorés pour les longueurs d’onde les plus élevées peut étre
simplement liée a I'éloignement du pic maximal d’excitation décrit pour la lipofuscine
(325-380 nm) (Yin 1996). Nous ne pouvons pas exclure que cela puisse étre aussi en
partie lié a la pré-coloration spécifique des frottis, ou moins probablement a une
hétérogénéité de composition de ces granules de type GGD. La coloration utilisée pour
les frottis de I'étude de Sebastian et al. a aussi pu différer de celle utilisée dans notre

laboratoire.

Figure 22 : Résultats d’autofluorescence d’une inclusion de type « green granules of death » dans un
monocyte de chat révélant une baisse d’intensité entre 305 nm et 594 nm.

A : résultat positif (305 nm), B : résultat positif (488 nm), C : résultat faiblement positif (594 nm).

Figure 23 : Résultats d’autofluorescence d’une inclusion de type « green granules of death » dans un
neutrophile de chien révélant une baisse d’intensité entre 305 nm et 594 nm.

A : résultat positif (305 nm), B : résultat positif (488 nm), C : résultat faiblement positif (594 nm).

102



Figure 24 : Résultats d’autofluorescence d’une inclusion de type « green granules of death » dans un
neutrophile de chien.
A : résultat positif (305 nm), B : résultat négatif (488 nm), C : résultat négatif (694 nm).

Nous n’avons pas réalisé de colorations spécifiques pour tous les cas. En effet,
il était impossible de les réaliser sur les lames de frottis sanguins déja colorées pour
les cas sélectionnés de fagon rétrospective. Nous n’en avons également pas réalisé
en raison de la rareté des inclusions présentes sur les frottis pour 'ensemble des cas,

notamment prospectifs.

Nous n’avons également pas réalisé d’examen de MET dans notre étude. Cela
résulte d’'un manque de moyens a disposition mais aussi de la rareté des inclusions
observées sur les frottis déja mentionnée, rendant la réalisation d’un tel examen
difficile.

Les inclusions bleu-vert de type GGD ont toujours été observées en faible
quantité sur les frottis sanguins de chiens et de chats dans notre étude. Nous n’avons
pas proposé de « comptage » ou évaluation de la fréquence de ces inclusions au sein
des leucocytes. Ce caractére rare rejoint les résultats de la plupart des études déja
disponibles. Une étude complémentaire, comme suggéré par Chen et al., évaluant le
suivi de la proportion de cellules contenant des inclusions dans le temps pourrait étre
intéressante, afin d’évaluer si cet élément pourrait étre a mettre en relation avec le
pronostic. Il pourrait aussi étre intéressant de suivre I'évolution de l'intensité de la
coloration des inclusions bleu-vert de type GGD sur des frottis colorés au MGG, en
fonction du temps. En effet, Chen et al. suggérent qu’'une augmentation de l'intensité
de couleur pourrait étre associée a un pronostic sombre, alors qu’une diminution de

l'intensité pourrait étre associée a un meilleur pronostic. Ce rapport de cas ayant été
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publié trés récemment et ne rapportant que deux cas étudiés, nous n’avons pas réalisé
ce genre de suivi dans notre étude. Cela aurait notamment été impossible a réaliser
pour nos cas sélectionnés rétrospectivement car pour des raisons financiéres, les
examens de laboratoire sont souvent limités en médecine vétérinaire et donc les
analyses hématologiques ne sont pas répétées quotidiennement. Cela aurait été
également impossible pour des raisons médicales puisqu’un nombre non négligeable
d’animaux sont malheureusement décédés rapidement aprés la détection des

inclusions.

Les diagnostics ou les conditions cliniques associés a la présence de GGD sont
variés dans notre étude. Il est difficile de dégager des tendances pour un certain type
d’affection. Notons cependant que 5 chats sur 17 et 5 chiens sur 14 présentaient une
affection hépatique primaire ou secondaire. 3 chats ont présenté des affections rénales
dont 2 de type maladie rénale chronique. 6 chiens présentaient par ailleurs une
affection néoplasique contre seulement 2 chats dans notre étude. Parmi ces animaux,
4 chiens (3 lymphomes, et 1 mastocytome) et 1 chat (lymphome) étaient sous
chimiothérapie, et suspects de chimiotoxicité. La fréquence de chats présentant un
SRIS est bien plus élevée (15/17 soit 88%) que chez les chiens (5/9 soit 56%),
cependant nous manquions de données cliniques pour 5 chiens et nous n’avons pas
pu déterminer s’ils présentaient un SRIS. Enfin, il est possible que toutes les affections
présentes pour chaque cas, notamment ceux qui sont décédés rapidement, n'aient
pas été diagnostiquées en raison d’'un manque de temps ou de moyens pour réaliser

des examens complémentaires.

La mortalité globale atteint des proportions élevées a la fois chez les chats
(76%) et chez les chiens (86%), ce qui rejoint les observations qui ont déja été faites
en médecines humaine et vétérinaire. Par ailleurs, il est a noter que, dans notre étude,
la totalité des chats décédés (13/17) sont morts avant 14 jours post-détection des
inclusions sur le frottis sanguin (11/13 sont morts dans les 3 jours post-détection des
inclusions), alors que chez le chien seulement 7/14 chiens décédés sont morts dans
les 14 jours post-détection des inclusions sur le frottis sanguin. Concernant les
animaux présentant un SRIS, tous les chiens ayant présenté un SRIS sont décédés
(entre 0 et 85 jours post-détection des inclusions), alors que pour les chats, deux chats

ayant présenté un SRIS (1 chat souffrant d’'un fécalome et 1 chat accidenté) ont
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survécu. Enfin, la mortalité ne semble pas étre reliée a un type de diagnostic clinique

en particulier pour les cas inclus dans notre étude.

La comparaison des données biologiques dans cette étude pose des difficultés
en raison de la diversité des automates utilisés. En effet, ceux-ci sont multiples, et ce
parfois pour une méme variable. Bien que nous ayons essayé de nous extraire de
I'effet automate en décrivant notamment la proportion de cas présentant des valeurs
augmentées, diminuées ou dans l'intervalle de référence, et en présentant les facteurs
d’augmentation ou de diminution par rapport aux bornes inférieures et supérieures des
intervalles de référence, il n’a pas été possible de réaliser de statistiques quantitatives
permettant de comparer ces valeurs. Pour cela, l'utilisation d’'un seul et méme
automate par variable étudiée permettrait de comparer toutes les valeurs plus
précisément. Cependant, pour réaliser une telle étude statistique, il faudrait réaliser

une nouvelle étude prospective incluant un nombre bien plus important de cas.

Dans notre étude, les principales anomalies hématologiques qui se dégagent
sont la présence fréquente d'un leucogramme « inflammatoire », et plus
occasionnellement d’'une anémie et/ou d’'une thrombopénie. Au niveau des données
biochimiques, une augmentation de l'activité des ALAT et plus ou moins des ASAT,
reflétant un contexte de lésions hépatocellulaires (pouvant étre primaires ou
secondaires selon les cas de notre étude), est fréquemment rapportée dans notre
étude : chez tous les chiens (ALAT : 12/12 ; ASAT : 9/10) et de nombreux chats (ALAT :
10/15 ; ASAT : 7/7). On rapporte également une augmentation fréquente de I'activité
des PAL (10/12) chez le chien pouvant refléter une cholestase dans certains cas et/ou
surtout une induction liée a un stress corticoide (pouvant entre autres étre lié a une
maladie chronique concomitante et/ou une corticothérapie), étant donnée la fréquence
moindre d’augmentation de I'activité des GGT et de la bilirubine chez les chiens inclus
dans notre étude. Chez les chats inclus dans notre étude, une augmentation de
lactivité des PAL et GGT a parfois été observée (4/15 vs. 7/15) et associée a un
possible contexte de cholestase et/ou lipidose. L’hyperbilirubinémie a été
frequemment observée chez les chats (10/15) et plus modérément chez les chiens
(5/10) de notre étude, celle-ci pouvant étre liée a un ictére hépatique, post-hépatique
voire plus occasionnellement pré-hépatique selon les cas. L’hyperlactatémie
largement répandue dans les cas répertoriés est a rapprocher de la présence

d’affections graves et de I'état critique. Dans notre étude, les affections rencontrées
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sont variées et également souvent graves, il n’est donc pas étonnant d’observer une
hyperlactatémie. Toutes ces données rejoignent les observations faites en médecines
humaine et vétérinaire (Harris et al. 2009; Jazaerly, Gabali 2014; Hodgson et al. 2015;
Patel et al. 2017; Haberichter, Crisan 2017; Courville et al. 2017; Gorup et al. 2018;
Abraham, V. Cotta, Lichtin 2018; Sin et al. 2019; Soos et al. 2019; Cantu et al. 2020;
McGinnis, Smith 2020; Merino et al. 2021; Shackleton et al. 2021; Martins et al. 2022;
Rivera et al. 2022; Li et al. 2022; Jiang et al. 2023; Long et al. 2023; Chen et al. 2024;
Sebastian, Lucidi, Scott 2024).

Malgré la présence de ces anomalies, il n’a pas été possible de faire ressortir
des facteurs pronostiques péjoratifs en raison du faible nombre d’animaux au total, et
dans chacun des groupes « animaux morts » vs. « animaux survivants ». Notre étude
constitue simplement une base descriptive des données recueillies et ne saurait
prouver de corrélation entre la mortalité, les anomalies hématologiques et/ou
biochimiques ou le diagnostic, et la présence d’inclusions bleu-vert sur le frottis
sanguin. L’étude des transaminases hépatiques n’a pas permis de révéler de
tendances (dans la limite des résultats obtenus et du nombre de cas étudiés), si ce
n’est que les chiens présentant les activités des ALAT les plus élevées (> 900UI/L)
sont tous décédés le jour méme de la détection des inclusions sur le frottis. Concernant
I'hyperlactatémie qui est bien étudiée en médecine humaine, il est a noter qu’une
hyperlactatémie marquée chez le chat (>4 mmol/L) et le chien (>5 mmol/L) a été
observée chez des animaux décédés rapidement aprés la détection des inclusions
bleu-vert sur leur frottis sanguin dans notre étude. Une analyse de la cinétique des
différentes variables n’a pas pu étre réalisée du fait de la sélection de cas rétrospectifs
mais aussi en raison de I'aspect financier freinant la répétition quotidienne d’analyses
biochimiques, exceptée pour des variables liées a des mesures thérapeutiques
(notamment les électrolytes). Nous n’avons donc pas pu établir si la détection des
GGD correspondait, comme en médecine humaine (Hodgson et al. 2015; Patel et al.
2017; Cantu et al. 2020; Jiang et al. 2023; Chen et al. 2024) et probablement
également chez le chien, au pic d’augmentation des marqueurs de cytolyse hépatique

(ASAT et ALAT notamment) a quelques heures prés chez le chat.

Enfin, une des limites de notre étude est 'absence d’autopsies ou de biopsies.
Ces examens auraient permis, entre autres, d’affiner les diagnostics des animaux

inclus dans notre étude et d’évaluer objectivement la présence d'un Iésionnel
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hépatique et de le caractériser plus précisément. Le choix de réaliser une autopsie
dépend des propriétaires des animaux. Dans un contexte d’admission aux services
d’'urgences-soins intensifs ou d’oncologie, et méme plus généralement, il est rare que
cet examen soit demandé si I'animal décede. De plus, la réalisation de biopsies sur
des animaux dont I'état est critique est délicate en raison des risques qu’un tel examen
présente sur des animaux instables. Comme mentionné précédemment, une grande
proportion d’animaux présentait notamment un SRIS (15 chats et au moins 5 chiens).
Il aurait été intéressant de déterminer de quelles lésions souffraient ces animaux,

notamment au niveau du foie.
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Conclusion

Cette étude a documenté tous les cas de chiens et de chats qui ont présenté
des inclusions bleu-vert de type GGD sur le frottis sanguin a 'TENVT depuis 2021. Les
caractéristiques morphologiques en microscopie optique sont similaires a celles
rapportées en médecine humaine et plus recemment en médecine vétérinaire chez le
chien. Le caractére autofluorescent, déja rapporté dans une étude chez le chien, a
permis de sélectionner les cas de notre étude et de montrer que ces inclusions bleu-
vert présentent des caractéristiques trés similaires a la lipofuscine que ce soit chez le
chien ou le chat. Nous avons décrit le plus précisément possible les profils cliniques et
clinico-pathologiques des animaux concernés par de telles inclusions. Bien que cette
étude présente des limites, elle constitue une base de données descriptives
permettant de préciser le contexte d’apparition d’inclusions bleu-vert de type GGD.
C’est aussi la premiére étude qui propose, a ce jour, une étude de ces inclusions chez

le chat.

La détection des inclusions bleu-vert de type GGD semble étre fréequemment
associée a un lésionnel hépatique et/ou hépatobiliaire chez le chien et le chat, mais
aussi surtout associée a un risque de mortalité a court terme élevé. Toutefois, tous les
animaux ayant présenté ces inclusions sur leur frottis sanguin ne sont pas décédés.
Le nombre limité de cas dans notre étude, lié a la rareté de la présence de ces
inclusions sur le frottis sanguin, ne nous a pas permis de mettre en évidence

d’éventuels facteurs pronostiques péjoratifs clairs.

Davantage de cas seraient nécessaires pour tenter de préciser ce que la
détection d’inclusions bleu-vert de type GGD sur le frottis sanguin de chiens et de
chats implique d’'un point de vue clinique et pronostique. En envisageant que tous les
cas de chiens et de chats présentant une telle anomalie soient documentés dans le
futur, nous pourrions constituer une base de données solide, et tenter de réaliser des
études statistiques vis-a-vis du diagnostic et du pronostic. Ceci pourrait permettre,
comme suggéré en médecine humaine, d’éventuellement favoriser une détection plus
précoce d’affections pathologiques graves en cours d’évolution (hépatiques

notamment) et de mieux anticiper et traiter les animaux concernés.
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NOM : SPEZIALE PRENOM : Gabriel

TITRE : Description préliminaire des données clinico-pathologiques associées a I'observation

d’inclusions bleu-vert de type « green granules of death » sur le frottis sanguin de chien et de chat

RESUME : L'objectif de cette étude est de rapporter les données clinico-pathologiques observées chez
des chiens et des chats pour lesquels des inclusions bleu-vert, connues sous le nom de « green
granules of death », ont été détectées sur le frottis sanguin. Ces inclusions sont morphologiquement
similaires a celles décrites en médecine humaine, et plus récemment chez le chien. Pour tous les cas
inclus, I'autofluorescence permettant de suspecter la lipofuscine comme composant de ces inclusions
a pu étre confirmée. Une description des données clinico-pathologiques (principalement biochimiques
et hématologiques) la plus exhaustive possible est proposée, ainsi que des données relatives au
diagnostic et a la survie des animaux. De la méme maniére qu’en médecine humaine, une association
entre la détection de ces inclusions et des |ésions hépatiques est envisagée, et un taux de mortalité

élevé est observé chez les chiens et les chats inclus dans cette étude.

MOTS-CLES : hématologie, green granules of death, chien, chat, lipofuscine

TITLE : Preliminary description of clinico-pathological data associated with the detection of blue-green

inclusions also known as ‘green granules of death’ in the blood smear of dogs and cats.

SUMMARY : The aim of this study is to report the clinico-pathological data observed in dogs and cats
in which blue-green inclusions, known as ‘green granules of death’, similar to those observed in human
medicine, were detected on the blood smear of 13 dogs and 18 cats. These inclusions are
morphologically similar to those described in human medicine, and more recently in dogs. In all cases,
autofluorescence was confirmed, allowing lipofuscin to be suspected as a component of these
inclusions. A description of the clinico-pathological data (mainly biochemical and haematological)
associated with the detection of these inclusions is given as precisely as possible, as well as data
relating to the diagnosis and survival of the animals. As in human medicine, an association between the
presence of these inclusions and liver injuries is suspected, and a high mortality rate is along dogs and

cats in this study.

KEY WORDS : hematology, green granules of death, dog, cat, lipofuscin
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