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Résumé. Le paludisme est une maladie potentiellement sévére sévissant
particuliérement en Afrique. En Europe, les cas de paludisme proviennent
majoritairement de voyageurs revenant de zones endémiques. La symp-
tomatologie non spécifique peut ne pas alerter le clinicien si cette notion
de voyage n’est pas abordée. Or, le diagnostic et I'instauration rapide d’un
traitement empéchent I’évolution vers les formes graves, notamment en cas
d’infection a Plasmodium falciparum, capable d’engager le pronostic vital
en 24h. La microscopie sur frottis mince et en goutte épaisse est la méthode
de référence pour le diagnostic mais certains automates d’hématologie ont
démontré leur capacité a participer au diagnostic précoce. Nous décriv-
ons deux cas illustrant la contribution de la chaine automatisée Sysmex
XN-9100 dans le diagnostic de la malaria. Le premier cas clinique est celui
d’un jeune homme infecté par de nombreux gamétocytes de Plasmodium
falciparum. Ceux-ci forment une population additionnelle visualisable sur
les scattergrammes des leucocytes WNR (numération des leucocytes) et
WDF (formule leucocytaire). Le second cas concerne un homme atteint de
neuropaludisme, avec une parasitémie élevée a Plasmodium falciparum. Les
hématies parasitées forment une discréte double population sur le scatter-
gramme des réticulocytes, située a la limite de discrimination des globules
rouges matures et des réticulocytes. Les anomalies des scattergrammes,
visualisables en quelques minutes, offre une anticipation du diagnostic
de malaria en comparaison a la microscopie sur frottis mince et goutte
épaisse, technique nécessitant un temps et une expertise non négligeable.

Mots clés : paludisme, automates d hématologie, Sysmex XN-9100,
Sfluoro-cytométrie, scattergramme

Abstract. Malaria is a potentially severe disease, particularly in Africa.
In Europe, the majority of malaria cases come from travelers returning
from endemic areas. The non-specific symptomatology may not alert the
clinician if this notion of travel is not addressed. However, diagnosis and
rapid initiation of treatment prevent the evolution of severe forms of the
disease, especially in the case of Plasmodium falciparum infection, which
can be life-threatening within 24 hours. Thin and thick blood smears
microscopy is the main tools for diagnosis, but some automated hematol-
ogy analyzers have demonstrated their ability to participate in early diag-
nosis. We describe two cases illustrating the contribution of the Sysmex
XN-9100 automated system for the diagnosis of malaria. The first clini-
cal case described a young man infected with numerous Plasmodium fal-
ciparum gametocytes. WNR (white blood cell count) and WDF (white
blood cell differenciation) scattergrams showed an additional population,
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corresponding to gametocytes. The second case focused on a man with
neuromalaria and high Plasmodium falciparum parasitaemia. Parasitized
red blood cells form an inconspicuous double population on the reticu-
locyte scattergram, located at the discrimination limit between mature
red blood cells and reticulocytes. Scattergram abnormalities, which can
be visualized in a few minutes, offer an anticipation of the diagnosis of
malaria in comparison to thin and thick smears microscopy, that requiring
considerable time and expertise.

Key words: malaria, hematology analyzers, Sysmex XN-9100, fluorescence
flow cytometry, scattergam

Introduction

Le paludisme est une maladie potenticllement sévére
causée par le parasite Plasmodium. Actuellement, cette
maladie transmise par piqire de moustiques anophéles
femelles infectées continue de sévir, particulierement en
Afrique. Selon ’'OMS, 241 millions de cas de paludisme
ont été rapportés en 2020 dont 95 % en Afrique subsa-
harienne. Les autres cas sont majoritairement importés
lors de voyage a I’étranger vers des régions ou la trans-
mission est importante. Le nombre de décés rapporté
en 2020 était de 627 000, dont 80 % d’enfants de moins
de 5 ans[1].

Il existe cinq especes de Plasmodium impliquées dans
les infections humaines : P. falciparum et P. vivax, les
deux especes les plus dangereuses pour I’humain,
P. malariae, P. ovale et P. knowlesi (Asie du Sud-Est).
L’espece P. falciparum est toujours la plus répandue a
I’heure actuelle [2-4].

Une fois inoculé dans ’organisme sous forme de spo-
rozoites, ce protozoaire entame une période de mat-
uration en schizontes dans les cellules hépatiques,
correspondant a la phase d’incubation, qui prend fin
lors de I’éclatement des schizontes en mérozoites. Ces
derniers sont capables d’infecter les globules rouges
et évoluent ensuite vers le stade de trophozoites puis
de schizontes. Cette étape de croissance nécessite un
apport d’acides aminés, que le parasite se procure en
décomposant I’hémoglobine. L’héeme libére, toxique
pour les Plasmodium, est alors transformé en hémo-
zoine (également appelé pigment malarique). Une
fois les schizontes a maturité, ils éclatent a nouveau en
mérozoites, entrainant une rupture de la membrane
des hématies et la libération de I’hémozoine dans
la circulation, fortement pyrogéne, qui sera ensuite
phagocytée par des macrophages. Aprés quelques
cycles de réplication asexuée, certains trophozoites
se différencient en gamétocytes, formes sexuées du
parasite. Les gamétocytes pourront alors étre ingérés
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par le moustique anophele, ou se déroulera la repro-
duction sexuée. P. vivax et P. ovale ont la particularité
de présenter des formes latentes persistantes dans le
foie, les hypnozoites. Ils peuvent alors entrainer une
rechute des semaines voire des années apres 1’exposi-
tion (figure 1) [2-4].

L’apparition des premiers symptomes dépend de la
durée d’incubation de l’espéce impliquée, elle peut
varier de 7 jours pour P. falciparum a 40 jours pour
P. malariae. En moyenne, les premieres plaintes appa-
raissent 10 a 15 jours apres la morsure du moustique
infecté et comprennent fiévre, maux de téte et fris-
sons. Certains patients infectés peuvent également
présenter une paleur et un ictére en fonction du degré
de I'anémie hémolytique et des troubles gastro-in-
testinaux (nausées, vomissements, diarrhées). En
I’absence de traitement, ces symptdomes, caractérisés
comme acces palustre simple, peuvent évoluer vers
un acces palustre grave (également appelé pernicieux)
engageant le pronostic vital en 24 heures en cas
d’infection a P. falciparum. Les formes graves sont
caractérisées par une atteinte neurologique (neuropa-
ludisme) et une défaillance multiviscérale. Les autres
especes (P, vivax, P. ovale, P. malariae) sont rarement
mortelles. P. knowlesi peut quant a lui engendrer des
formes similaires a celle de P. falciparum [2-4].

Le choix du traitement est dépendant de 'espece impli-
quée dans l'infection et de sa gravité clinique. Les
combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine
représentent le traitement de choix en cas d’infection
a P falciparum. L’artémisinine seule n’est plus recom-
mandée au vu de I’émergence de résistance. Les acces
simples sont traités per os tandis que les traitements IV
sont préférés lors d’acces palustres graves, avec surveil-
lance en milieu hospitalier [2-4].

La méthode de référence pour le diagnostic du palud-
isme est la microscopie sur frottis mince et en goutte
épaisse apres coloration au May-Grunwlad-Giemsa.
L’examen microscopique permet de mettre en évidence

Ann Biol Clin, vol. 81, n°2, mars-avril 2023



Copyright © 2024 JLE. Téléchargé par JohnLibbey le 25/01/2024.

Diagnostic du paludisme par les automates d’hématologie Sysmex : cas cliniques

A: Infective Stage
A\= Diagnostic Stage

Mosquito Stages http://www.dpd.cdc.gov/dpdx b (2]
s Ruptured
N ® g
{ ﬁ":\f N oocyst Mosquito takes
A "i‘;é*f .. blood meal Exo-erythrocytic Cycle
‘-’ﬁ\‘\\\ Release of ™ (injects sporozoites)
®Oocyst / o Asporozoites .
/—\ Ruptured schizont ©
& ) .’.'::. . -.’. . Schizont
.
5y XA —~
. ..“' .
.
Sporogonic Cycle L Human Blood Stages
s
\ (5) — Immature
) trophozoite
@ Ookinete (ring stage)

\ ) Macrogametocyte
s AT,

@

Qf,? il

Microgamete entering /)

/) M

macrogamete @ ¢ @
( 7 s

Exflagellated
microgametocyte

/2
d Human Liver Stages

Liver cell /\
rd

.. Infected

SAFER ¢ HEALTHIER e PEOPLETN

o o
Mosquito takes P,

a blood meal
(ingests gameocyte

(B
/ Y A - Erythrocytic Cycle ature A
¥ :: :: Qtrophozone
or'lvon
0"

Pfalciparum
020
9( ’ Ruptured\ ‘r ::C /
hi J)
LS @ T e 1 Sy N
Q ‘ Gametocytesﬁ\ /0

Rl‘/l'l"z.l:( ’\ ‘\— m Gametocytes
Povale "% e O"

P.mafariae

Figure 1. Cycle du paludisme (Source : Centers for Disease Control and Prevention (CDC)).

I’espece a I'origine du paludisme, les différents stades
parasitaires et de calculer la parasitémie (pourcentage
de globules rouges infectés), afin d’évaluer la gravité
de l'infection et suivre la réponse au traitement. La
parasitémie est calculée sur base de minimum 500
globules rouges ; les gamétocytes n’étant pas inclus
dans le comptage. Ce type d’examen nécessite une
expertise importante ainsi qu'un temps de réalisation
non négligeable. Des tests de diagnostic immunochro-
matographiques rapides sont également disponibles
afin d’améliorer la prise en charge, notamment dans
les hopitaux et laboratoires ne disposant pas toujours
de personnel compétent en matiére de microscopie.
L’émergence de la biologie moléculaire a permis de
mettre au point différentes PCR (Polymerase Chain
Reaction) permettant de détecter des infections de
faible densité [2-4].
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Le diagnostic et I'instauration rapide d’un traitement
permettent une élimination rapide du parasite et
empéchent ainsi I’évolution vers les formes graves de la
maladie.

Bien qu’évocatrice en zone endémique, la symptom-
atologie non spécifique peut ne pas alerter le cli-
nicien si la notion de voyage n’est pas abordée. Les
différents tests de diagnostic évoqués ne seront donc
pas réalisés.

Par contre, face a un patient fébrile, un hémogramme
est trés fréquemment demandé. La majorité des labo-
ratoires sont maintenant équipés d’automates d’héma-
tologie, fonctionnant 24 heures/24 dans les grandes
institutions et permettant une analyse compléte et
rapide des éléments figurés du sang. Certains auto-
mates ont démontré leur capacité a participer au diag-
nostic précoce de malaria. Nous décrivons ici deux cas
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de paludisme détectés par une chaine Sysmex XN-9100
composée de trois analyseurs XN, permettant de réal-
iser les hémogrammes et les formules leucocytaires.

Cas clinique n°1

Un jeune homme de 14 ans s’est présenté en soirée aux
urgences de notre institution sous le conseil de son
médecin généraliste pour mise au point d’une pyrexie.
Le patient décrit I'apparition de fievre accompagnée
de céphalées. 11 s’agit du deuxiéme épisode de ce type,
le patient ayant déja éprouvé les mémes symptomes
quelques jours avant sa venue aux urgences. Ne présen-
tant aucun autre symptome et pas de signes de gravité,
le patient ne s’était pas inquiété. Au vu du contexte san-
itaire, une infection a la Covid-19 a été écartée apres
réalisation d’un test PCR s’étant avéré négatif.

Un hémogramme réalisé sur les automates XN met en
évidence une anémie normocytaire (HGB : 9,2 g/dL,
valeurs de référence : 13,3-17,2 g/dL ; MCV : 84,7 1,
valeurs de référence : 83,7-100,8 fl) accompagnée d’une
réticulocytose a 6,2 % (valeurs de référence : 0,9-2,6 %)
et d'une fraction réticulocytaire immature (IRF) a

32,5 % (valeurs de référence : 6,9-26,8 %). La formule
leucocytaire automatisée, établie sur le principe de
cytométrie en flux, montre une population anormale
additionnelle au niveau du scattergramme du canal
WNR, canal permettant la numération des globules
blancs ainsi que des érythroblastes. Cette population
est présente en bas a gauche du scattergramme, zone
représentant en situation non pathologique les glob-
ules rouges et les plaquettes lysées (figure 24 ). Elle est
également mise en évidence au niveau du canal WDF,
permettant la différenciation des populations leucocy-
taires, en bas a droite du scattergramme, proche de la
zone des neutrophiles et des éosinophiles (figure 2B).
Le scattergramme des réticulocytes ne montre pas
d’anomalies.

D’apres la littérature [5-7], ces populations anormales
pourraient correspondre a des hématies parasitées.

La présence de ces populations a induit la réalisation
d’un frottis sanguin via "automate SP-50 (permettant
I’étalement de frottis sanguins et leur coloration) couplé
a un microscope digitalisé, le DI-60. L’analyse du frot-
tis au DI-60 via le logiciel CellaVision® a permis d’ob-
jectiver une formule leucocytaire dans les normes avec

Monocytes

Neutrophiles

Basophiles

Leucocytes

Figure 2. Scattergrammes WDF et WNR. A) Scattergramme WDF montrant une population additionnelle de couleur mauve, située dans
la cadre blanc en bas a droite, correspondant aux gamétocytes. B) Scattergramme WNR montrant une population additionnelle de cou-
leur mauve, située dans le cadre blanc, en bas a gauche (zone représentant habituellement les globules rouges et plaquettes lysées),

correspondant aux gamétocytes.
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Cellules non hématologiques
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Figure 3. Visualisation via le logiciel CellaVision® du frottis sanguin aprés étalement et coloration par I'automate SP-50. A) Présence de
gamétocytes de Plasmodium falciparum, forme sexuée du parasite. B) Un trophozoite de Plasmodium falciparum.

quelques granulocytes immatures ainsi que la présence
de gamétocytes (5,5 %) (figure 34 ) et d’un trophozoite
de Plasmodium falciparum (0,04 %) (figure 3B).

Un syndrome inflammatoire (fibrinogene : 4,4 g/L,
valeurs de référence : 1,79-3,86 g/L; CRP : 48,2 mg/L,
valeurs de référence : < 5 mg/L) et une augmentation de
la lactate déshydrogénase (LDH : 388 U/L, valeurs de
référence : 125-220 U/L) accompagnaient les résultats
de ’hémogramme.

Suite a ces résultats, lors de 'anamnese par le médecin
urgentiste, le patient énonce avoir voyagé au Cameroun
pendant une durée de un mois, sans prophylaxie
antipaludique.

La parasitémie observée via les automates d’héma-
tologie a été confirmée par une méthode immuno-
chromatographique rapide (Palutop®) et un examen
microscopique sur frottis mince et goutte épaisse en
microbiologie.

De I'Eurartesim® (association de pipéraquine tétrap-
hosphate et d’arténimol) a été prescrit au patient a une
posologie de 4 comprimés par jour pendant 3 jours,
avec controdle et suivi aupres du médecin généraliste.

Cas clinique n°2

Un patient de 42 ans, décrivant des vertiges et cépha-
lées depuis 4 jours ne cédant pas aux antidouleurs,
s’est rendu spontanément aux urgences de notre
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institution, n’observant aucune amélioration de sa
symptomatologie. L’anamnése, bien que limitée par
la barriere linguistique, a révélé un séjour récent en
Afrique, mais la prise d’une prophylaxie antipalu-
dique semblait incertaine.

L’hémogramme réalisé sur les automates XN révele au
niveau de la lignée érythrocytaire une anémie microcy-
taire (HGB: 11,8 g/dL, valeurs de référence : 13,3-17,2 g/
dL); MCV : 78,3 fl, valeurs de référence : 83,7-100,8 1),
une réticulocytose a 6,0 % (valeur de référence : 0,9-
2,6 %) ainsi qu'un IRF a 33,3 % (valeurs de référence :
6,9-26,8 %) et la présence d’érythroblastes (0,3 %). Au
niveau de la lignée plaquettaire, une thrombopénie (53
000/mm?, valeurs de référence : 150 000-353 000/mm?)
a ¢té objectivée. Ces deux derniers paramétres ont
conduit a la réalisation d’un frottis sanguin, afin d’une
part d’examiner la morphologie des globules rouges et
d’autre part d’exclure ou non la présence d’agrégats
plaquettaires.

Contrairement au premier cas décrit, le scattergramme
des canaux WNR et WDF ne montre aucune popula-
tion additionnelle ou anormale. Par contre, 1’alarme
signalant un scattergramme des réticulocytes anormal
s’est déclenchée. Les réticulocytes sont mesurés par le
canal spécifique RET. Une discréte double population
est visible sur le scattergramme RET, entre la popula-
tion constituée des globules rouges matures et la popu-
lation des réticulocytes (figure 4).
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Figure 4. Scattergramme des réticulocytes. Dans le cadre blanc, une double population de globules rouges matures (bleus) est accolée
aux réticulocytes (rose), correspondant aux hématies parasitées par des trophozoites de Plasmodium falciparum.

La formule leucocytaire a montré une hyperneutro-
philie (89,5 %, valeurs de référence : 42,2 %-71 %)
avec présence d’un faible pourcentage de granulocytes
immatures (0,5 %) et de lymphocytes activés (0,9 %).
L’examen du frottis par microscopie optique a per-
mis de conclure a ’absence d’agrégats plaquettaires.
L’analyse de la morphologie des globules rouges au
CellaVision® a mis en évidence une grande quan-
tit¢ d’hématies infestées par des trophozoites de
Plasmodium falciparum.

La suite du bilan réalisé aux urgences montre un syn-
drome inflammatoire majeur (fibrinogeéne : 4,2 g/L,
valeurs de référence : 1,79-3,86 g/L; CRP : 372, 5 mg/L,
valeurs de référence : < 5 mg/L ; procalcitonine :
63,2 ng/L) et une légere hyperbilirubinémie (bilirubine
totale : 1,34 mg/dL, valeurs de référence : < 1,20 mg/dL;
bilirubine conjuguée : 0,59 mg/dL, valeurs de référence :
< 0,5 mg/dL).
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La thrombopénie ainsi que la notion de voyage récent
en Afrique ont orienté les cliniciens vers une hypothese
diagnostic de paludisme.

La technique immunochromatographique rapide
(Palutop®) et ’'examen microscopique sur frottis mince
et goutte €paisse en microbiologie ont confirmé la
présence de Plasmodium falciparum dans le préléve-
ment sanguin du patient, avec une parasitémie atteig-
nant 9.5 %.

Le diagnostic de neuropaludisme a alors été posé et le
patient a été transféré dans le service des soins inten-
sifs pour surveillance neurologique. Du Malacef®
(Artésunate IV) a une dose de 2,4 mg/kg (soit 150 mg)
a été administré a Padmission puis a 12 h et 24 h, suivi
d’une dose/jour, et un suivi journalier de la parasitémie
a €té instauré. Apres trois jours de traitement, un relais
per os par Eurartesim® a pu étre introduit et le patient
autorisé a quitter les soins intensifs.

Ann Biol Clin, vol. 81, n°2, mars-avril 2023
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Discussion

Les cas illustrés démontrent la capacité de certains
automates d’hématologie a anticiper le diagnostic de
malaria.

Sysmex est actuellement le leader européen en matiere
d’automate d’hématologie. Les chaines automatisées
commercialisées par Sysmex sont composées de divers
modules (dont certains optionnels), permettant une
certaine personnalisation. La chaine XN-9100 telle
qu’utilisée dans notre institution se compose d’une
premiere partie comprenant trois analyseurs XN
muni du logiciel IPU. Ces analyseurs utilisent la tech-
nique de fluoro-cytométrie en flux pour la numération
des globules blancs, des réticulocytes et des éryth-
roblastes ainsi que pour la réalisation de la formule
leucocytaire. En fonction du parameétre étudié, les
réactifs utilisés (fluorochrome, tampon de lyse) dif-
ferent et la mesure s’effectue via un canal spécifique :
le canal WNR pour le comptage des leucocytes et des
érythroblastes, le canal WDF pour la réalisation de la
formule leucocytaire et le canal RET pour la déter-
mination des réticulocytes. L'impédance combinée
a la technique de focalisation hydrodynamique est
utilisée pour la numération des globules rouges et des
plaquettes. L’hémoglobine est quant a elle mesurée
par photométrie.

Plusieurs articles scientifiques [5-7] ont évalu¢ les per-
formances des automates XN de la firme Sysmex dans
le diagnostic du paludisme.

Concernant les canaux WNR et WDF, tous s’accordent
sur le fait qu’une population additionnelle au niveau de
leur scattergramme respectif peut étre observée en cas
de paludisme. Les acides nucléiques contenus dans le
noyau des parasites fixent les fluorochromes utilisés en
cytométrie en flux, émettant une fluorescence supplé-
mentaire observable sur le scattergramme. Dumas et al.
[7] ont mis en évidence que les populations anormales
décrites sur les scattergrammes WDF et WNR sont
absentes lorsque seuls des trophozoites sont retrou-
vés dans le sang périphérique, méme en cas de para-
sitémie élevée a P falciparum. Les trophozoites, dont
I’aspect en forme d’alliance est caractéristique de cette
espece, n'entrainent pas de variation significative des
scattergrammes, or, il s’agit du stade le plus fréquem-
ment observé lors d’infection par P. falciparum dans
notre institution. En outre, Buoro et al. [6], en accord
avec cette constatation, décrivent également que les
altérations des scattergrammes sont plus fréquem-
ment observables lors d’infection caractérisée par la
présence de gamétocytes et de schizontes. Dans le pre-
mier cas clinique, le stade parasitaire majoritaire était
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des gamétocytes, qui en accord avec la littérature, a
entrainé une anomalie distinctement visualisable sur
les scattegrammes WDF et WNR, contrairement au
second cas, pour lequel seul des trophozoites avec une
forte parasitémie étaient présents.

Concernant les réticulocytes, il est bien établi dans la
littérature que lors d’infections aux parasites du genre
Plasmodium, leur numération et leur scattergramme
présentent des altérations caractéristiques [5, 6]. Tout
comme pour les canaux WDF et WNR, les acides
nucléiques du parasite réagissent avec le fluorochrome,
mimant I'interaction des réticulocytes, et interférent avec
leur numération. Il en résulte une pseudo-réticulocytose,
avec néanmoins une fraction immature des réticulocytes
dans la norme. Le scattergramme peut présenter une
discrimination anormale des globules rouges matures et
des réticulocytes, avec une double population de glob-
ules rouges matures, correspondant aux hématies saines
et aux hématies parasitées (figure 4). Ces différentes
anomalies semblent étre plus fréquemment rencon-
trées en cas d’infection a P. falciparum avec une para-
sitémie ¢élevée [5-6]. Les parasites intraérythrocytaires
contenant une petite quantité d’ARN, tels que les tro-
phozoites de P. falciparum, émettent une fluorescence
similaire aux réticulocytes. Les stades parasitaires ren-
contrés et le type d’hématies infectées étant différents en
fonction de ’espece de Plasmodium, le scattergramme
des réticulocytes sera impacté difféeremment (taille et
fluorescence émise différentes). En effet, les tropho-
zoites sont le plus souvent rencontrés lors d’infection
a P falciparum, tandis que tous les stades peuvent étre
rencontrés avec les autres especes. P. falciparum, P. ovale
et P knowelsi infectent tous les types de globules rouges,
P, vivax les réticulocytes et P. malariae les hématies anci-
ennes. Bien que la parasitémie du second cas clinique
atteignait 9.5 %, la double population au niveau du scat-
tergramme RET nécessite un ceil aguerri afin d’étre mise
en évidence. La réticulocytose était accompagnée d'un
IRF légerement augmenté, contrairement a ce qui est
décrit dans la littérature. Les perturbations du scatter-
gramme des réticulocytes n’étaient pas visibles dans le
premier cas décrit. De plus, lors de cas d’infection a P.
falciparum avec présence majoritaire de trophozoites, les
réticulocytes ne sont pas d’emblée recherchés, ils sont
cependant ajoutés automatiquement lorsque ’hémoglo-
bine est < 10 g/dL chez les adultes, comme recommandé
par le Groupe Francophone d’Hématologie Cellulaire
(GFHC). Laltération du scattergramme des réticulo-
cytes semble donc étre un outil diagnostic anticipatif
de la microscopie plus adapté aux régions endémiques,
ou des parasitémies ¢levées sont plus fréquemment
rencontrées.
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Biologie au quotidien

Le logiciel IPU couplé aux analyseurs XN peut éga-
lement apporter une aide au diagnostic de malaria.
L’alarme iRBC (inclusion Red Blood Cell) est program-
mée pour se déclencher lorsqu’une population signifi-
cative de globules rouges comportant des inclusions
interfere avec les canaux de numération des leucocytes.
En effet, dans le canal WDF, la présence de ces glo-
bules rouges peut entrainer une erreur de comptage des
neutrophiles et des éosinophiles. Le systéme iRBC per-
met donc de séparer distinctement les hématies parasi-
tées des neutrophiles et des éosinophiles. Chaque alarme
déclenchée est assortie d’un indice de crédibilité, le
Q-Flag. Dans le cas du premier patient, la fluorescence
additionnelle sur le scattergramme WDF a engendré le
déclenchement de I’alarme iRBC, accompagnée d’une
valeur de Q-Flag de 300, soit la valeur maximale. Ceci
démontre qu’en cas de présence de gamétocytes, les
anomalies des scattergrammes engendrent un indice de
crédibilité élevé, encourageant vivement une investiga-
tion plus approfondie.

La seconde partie de la chaine automatisée XN-9100
comprend un automate étaleur-colorateur de frottis
sanguin, le SP-50 et un microscope digitalis¢, le DI-60.
Ce dernier est équipé du logiciel CellaVision, qui s’ap-
puie sur une technologie numérique d’analyse des
images, pour localiser et analyser les cellules du sang
total. Il est ensuite capable d’établir un classement pré-
alable des cellules obtenues a partir des frottis sanguins.
Ce systeme informatique peut étre intégré a n’'importe
quel automate d’hématologie compatible. L’examen
de frottis sanguins par le DI-60 et le CellaVision peut
également révéler la présence de trophozoites, de schi-
zontes et de gamétocytes. Une formation et expérience
en cytologie est néanmoins cruciale afin de les identifier
correctement. En effet, ces différentes formes parasi-
taires pourraient étre confondues avec des plaquettes
et/ou des amas plaquettaires en microscopie tradi-
tionnelle tout comme en microscopie digitalisée. Un
cas a d’ailleurs été décrit pour lequel le CellaVision a
confondu les hématies parasitées par des plaquettes
géantes [8]. Dans notre cas, le classement cellulaire
initial du patient montrait en effet que les gaméto-
cytes étaient incorrectement placés dans la catégorie
des agrégats plaquettaires. Ceci souligne I'importance
d’observer la moindre cellule classée par le logiciel
CellaVision et de ne pas classer de maniere précipitée.
De plus, une parasitémie provisoire peut étre calculée
grace au complément Advanced RBC Application du
CellaVision. Ce module permet une pré-caractérisation
des globules rouges, notamment de ceux comportant
des inclusions, qui est ensuite vérifiée par le personnel
compétent en hématologie. Un pourcentage d’hématies
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avec inclusions peut donc étre aisément calculé. Les uti-
lisateurs du CellaVision ne disposant pas de ce complé-
ment ne bénéficient que d’une évaluation sommaire de
la taille, de la forme et de la teinte des globules rouges
(six caractéristiques morphologiques versus 21 pour les
bénéficiaires de I’Advanced RBC Application).

Un hémogramme est souvent d’emblée réalisé lors de
I’admission d’un patient aux urgences présentant un
syndrome inflammatoire. Les différents parameétres
mesurés par les automates XN sont disponibles en seu-
lement quelques minutes, une suspicion de malaria peut
donc étre signalée au clinicien dans un délai tres court.
Cet avantage est d’autant plus intéressant en période
de prestations de garde pendant laquelle le microbio-
logiste qualifié n’est pas directement disponible pour
pratiquer I’analyse microscopique.

D’autres automates d’hématologie ont ¢galement
démontré leur capacité a participer au diagnostic de
malaria. C’est le cas des automates Cell-Dyn, commer-
cialisé par la firme Abbott, qui utilise une technologie
basée sur la diffraction a différents angles d’un fais-
ceau lumineux polarisé dirigé sur les globules blancs,
les globules rouges et les plaquettes, appelée Multi-
Angle Polarized Scatter Separation (MAPSS). Les
scattergrammes obtenus permettent de visualiser une
population anormale, constituée des cellules mononu-
cléées de grandes tailles, hautement dépolarisées, corres-
pondant a des monocytes ayant phagocyté ’hémozoine
libérée lors de la lyse des globules rouges. Une pseu-
do-réticulocytose est également observée [9]. Dharap
et Raimbault [10] ont évalué les performances de ’au-
tomate Yumizen H550 de HORIBA Medical pour la
détection de P. vivax. Cet analyseur relativement peu
coliteux utilise 'impédance couplée a une technique
optique (mesure de I’absorbance) pour la numération
et la différenciation des leucocytes. La combinaison
de I'impédance et de I’absorbance permet d’obtenir
un graphique tenant compte de la taille et de la com-
plexité de la cellule. Une population additionnelle peut
étre observée sur le graphique en présence d’hématies
parasitées. Seules les formes matures (schizontes et
gamétocytes) présentent une taille suffisante pour étre
détectées par la technologie du Yumizen. Lee et al. [11]
ont comparé les performances de la chaine automatisée
Mindray Cal 8000, composée d’un analyseur BC-6800,
au Sysmex XE-2100, prédécesseur des XN actuelle-
ment utilisés. Ces deux automates utilisent la méme
technologique, la fluoro-cytométrie, et présentent une
bonne corrélation en ce qui concerne les mesures des
différents parameétres. Le BC-6800 présentait I’avantage
a ce moment-la de déja disposer d’un flag alertant sur
la présence de globules rouges parasités, contrairement
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au XE-2100, qui ne signalait que la présence d’inter-
férences au niveau de la population des éosinophiles.
Depuis lors, le flag iRBC a été développé sur les ana-
lyseurs XN.

La firme Sysmex a également mis au point de nouveaux
automates, les XN-30 (but de recherche uniquement) et
XN-31, dédiés spécifiquement au diagnostic de mala-
ria. Grace a la cytométrie en flux utilisant des réactifs/
fluorochromes et une longueur d’onde du laser (405
nm) spécifiques, ils permettent en un peu moins d’une
minute de différencier P. falciparum des autres especes,
de déterminer les stades parasitaires présents et de four-
nir la parasitémie. Ils ont déja démontré leur capacité
dans des zones endémiques, ou I'automate permet un
screening rapide des patients avec une excellente sensi-
bilité (20 parasites/uL) et spécificité [12, 13]. En région
non endémique, ou les cas de malaria sont plus rares, la
plus value de I'utilisation de tels automates doit encore
étre établie et doit prendre en considération le colt
par rapport aux bénéfices dans la prise en charge des
patients et la charge de travail du personnel.

Conclusion

La rapidité d’émission du diagnostic est cruciale dans la
prise en charge de patients paludéens, le pronostic vital
pouvant étre engagé dans les 24 heures. Les automates
XN de la firme Sysmex offre une anticipation du diagnos-
tic en comparaison a la microscopie sur frottis mince et
goutte €paisse, en €tant toutefois limité aux stades para-
sitaires matures. Néanmoins, de nouveaux automates
présentant de meilleures performances ouvrent la voie
vers le diagnostic rapide et automatisé du paludisme.

Liens d’intéréts : les auteurs déclarent n'avoir aucun lien
d'intérét en rapport avec l'article.
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