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Résumé

Introduction : La sphérocytose héréditaire (SH) est la maladie constitutionnelle du globule rouge la plus fréquente en Europe du Nord
et en Amérique du Nord. Elle est principalement transmise sur le mode autosomique dominant dans 75% des cas. Les manifestations
cliniques chez les patients atteints de la SH présentent une hétérogénéité importante. De plus, les tests utilisés en routine manquent
de sensibilité et de spécificité. L’objectif de notre étude était de dépister la SH chez les patients présentant les caractéristiques
clinico-biologiques de la maladie. Méthodes : Nous avons réalisé une étude prospective sur une période de 6mois, sur 32 patients
adressés au laboratoire d’hémobiologie du CHU de Tizi-Ouzou pour suspicion ou confirmation de la SH. Le diagnostic s’est basé sur un
faisceau d’arguments cliniques et biologiques. Les tests utilisés dans cette étude sont la RGO et le PINK TEST dont la spécificité est de
81,8% et 88,2% et la sensibilité est de 66% et 72,2%, respectivement. Résultats : La médiane d’age était de 38,5 ans avec un sex-ratio
de 0,77. La RGO immédiate et aprés incubation ont donné des résultats en faveur de la SH chez 31,3% et 62% des patients
respectivement et le Pink Test était positif chez 53,10% d’entre eux. Parmi les 21 malades, 52% présentaient une paleur, 61,9%
avaient un ictére de sévérité variable, 66% avaient une splénomégalie. Sur le plan biologique, parmi les 18 patients atteints d’une
anémie, 61,1% présentaient une anémie légere, 33,3% modérée et seulement 5,6% sont atteints d’'une anémie sévere. Environ 59,4%
de nos patients présentaient une LDH élevée et 72,2% avaient un taux de bilirubine indirecte supérieur aux valeurs normales, 61,9%
avaient un IDR-cv élevé et seulement 19% avaient une CCMH élevée. La quasi-totalité des patients présentant une SH avaient des
taux de sphérocytes élevés, et 85,71% d’entre eux, présentaient un taux de réticulocytes supérieur a 120 G/L. Dans notre étude, le
frottis sanguin de la majorité des malades a révélé des sphérocytes et surtout des globules rouges en champignon qui est une forme
caractéristique d’'une anomalie de la bande-3.

Mots clés : Sphérocytose héréditaire, anémie, sphérocytes, RGO, Pink Test, Tizi-Ouzou.

Abstract:

Introduction: Hereditary spherocytosis (HS) is the most common erythrocyte membrane disorder in Northern Europe and North
America. Inheritance is most commonly autosomal dominant with a family history known or identifiable in approximately 75% of
patients. Clinical manifestations in patients with HS present significant heterogeneity. In addition, routinely used tests lack sensitivity
and specificity. The aim of our study was the screening of HS in patients presenting the clinico-biological characteristics of the disease.
Materials and methods: We carried out a prospective study over a period of 6 months on 32 patients referred to the hemobiology
laboratory of Tizi-Ouzou UH for suspicion or confirmation of HS. The diagnosis was based on a combination of clinical and biological
arguments. The tests used in this study are the OFT and the PINK TEST whose specificity is 81.8% and 88.2% and the sensitivity is 66%
and 72.2%, respectively. Results: The median age was 38.5 years with a sex ratio of 0.77. Immediate and after incubation OFT gave
results in favor of HS in 31.3% and 62% of patients respectively, and the Pink Test was positive in 53.10% of them. Among the 21
patients, 52% presented pallor, 61.9% had jaundice, and 66% had splenomegaly. Among the 18 patients with anemia, 61.1% had mild
anemia, 33.3% the moderate form and only 5.6% had severe anemia. About 59.4% of our patients had high LDH levels and 72.2% had
indirect bilirubin levels above normal values, 61.9% had high RDW-cv and only 19% had high MCHC. Almost all patients with HS had
elevated spherocyte levels, and 85.71% of them had a reticulocyte level greater than 120 G/L. In our study, the blood smear of the
majority of our patients revealed spherocytes and especially mushroom-shaped red blood cells which is a characteristic form of a
band-3 protein deficiency.

Key words: Hereditary spherocytosis, anemia, spherocytes, OFT, Pink Test, Tizi-Ouzou.
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Introduction :

La sphérocytose héréditaire (SH), aussi
appelée maladie de Minkowski-Chauffard, est
la plus fréquente des anémies hémolytiques
héréditaires chez les Caucasiens, avec une
incidence de 1/2 000 a 1/5 000 dans les
populations ethniquement nord-européennes
et nord-américaines [1]. Il s’agit d’un trouble
hétérogéne dans lequel des anomalies des
protéines structurelles de la membrane des
globules rouges entrainent une perte de
surface  membranaire, aboutissant a des
érythrocytes hyperdenses de forme sphérique
avec une diminution de la déformabilité et
une demi-vie plus courte. La perte de surface
membranaire par microvésiculation entraine
une augmentation de la fragilité de Ia
membrane. Les mutations responsable de la
SH peuvent étre localisées sur les génes
codant pour une ou plusieurs protéines de la
membrane plasmique des érythrocytes
impliquées dans les articulations verticales
entre le cytosquelette et la bicouche lipidique
[1,2,3,4] Cing geénes, au moins, sont
susceptibles de porter des mutations
responsables de SH. Il s’agit, par ordre de
fréquence décroissante, des genes : ANK1,
codant I'ankyrine 1 (50 % des cas) ; SLC4A1,
codant la bande 3 qui est une protéine
échangeuse d’anions ; SPTB, codant la chaine
B de la spectrine ; EPB42, codant la protéine
4.2 ; SPTA1, codant la chaine a de la spectrine.
[3, 5, 6]

La transmission est le plus souvent
autosomique dominante avec des
antécédents familiaux connus ou identifiables
dans environ 75% des cas [7]. Dans le reste
des cas, il peut s’agir soit d’'une transmission
autosomique récessive (relativement rare) ou
bien d’'une mutation de novo. [8]. Les
mutations de novo concernent
essentiellement les génes ANK1 et SPTB. [6]

Les circonstances de découverte de la maladie
sont trés variables. Dans 80% des cas, elle se

révele par une anémie hémolytique avec
paleur cutanéo-muqueuse, ictére et
splénomégalie (triade hémolytique) pouvant
étre isolés ou associés, ou par une crise de
déglobulisation. [10] [11].

La gravité clinique de I'anémie hémolytique
chez les patients atteints de la SH varie
considérablement, allant d'une anémie
hémolytique  asymptomatique a grave
potentiellement mortelle nécessitant une
transfusion en urgence [12]. Les patients
présentant des anomalies de la protéine
a-spectrine développent une anémie sévere,
tandis que les patients atteints d’une
anomalie de I'ankyrine, de la bande 3 et de la
protéine 4.2 présentent une anémie légére a
modérée [9]. Un ictére précoce dés le 2¢me
jour de vie est présent chez la plupart des
enfants et le diagnostic de SH est porté chez 1
% des nouveau-nés porteurs d’un ictere
néonatal sévere. [13]

Une SH non diagnostiquée peut entrainer,
chez le nouveau-né, un ictere nucléaire qui est
une complication neurologique grave, une
lithiase biliaire pouvant méme nécessiter une
cholécystectomie, et des crises aplasiques [1].
Ainsi, un diagnostic précoce de la SH est
crucial pour réduire le risque de complications
tardives.

Selon les guidelines du « British Committee for
Standards in Hematology », les critéeres de
confirmation du diagnostic de la SH
comprennent des antécédents familiaux
d'une SH, des caractéristiques cliniques ainsi
que des résultats de laboratoire indiquant la
présence de sphérocytes sur le frottis sanguin,
une augmentation des valeurs moyennes de la
concentration corpusculaire en hémoglobine
(CCMH) et des réticulocytes (Taux de retic)
[14] [7]. Cependant, ces caractéristiques se
chevauchent avec d'autres anémies
hémolytiques congénitales, compliquant ainsi
le diagnostic de la SH. Dans ce cas, des tests
plus spécifiques de laboratoire sont
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nécessaires [7]. Parmi eux des tests de routine
basés sur I'évaluation du degré d'hémolyse
induit par une solution hypotonique : le test
de fragilité osmotique « RGO » [15] dont la
sensibilité et spécificité sont 66% et 81,8%
respectivement [9] et le Pink test qui est
sensible a 72,2% et spécifique a 88,2% [14].
Ou bien par une solution hypertonique : le
test de cryohémolyse dont la sensibilité est a
83% et la spécificité est a 88% [2], et enfin le
test d’autohémolyse qui est tres sensible mais
peu spécifique. Des tests plus spécialisés tels
que le test a I'éosine-5"-maléimide (EMA) par
cytométrie en flux montre une sensibilité et
une spécificité élevées (sensible a 94.7% et
spécifique a 97.5%) pour le diagnostic de la SH
[14] [1] mais le gold standard, malgré son
indisponibilité dans tous les laboratoires, reste
I’ektacytométrie [11],[13]. Les courantes
lignes directrices recommandent le test de
cytométrie en flux de liaison a I'EMA comme
test de dépistage de la SH. [14].

La confirmation du diagnostic de la SH
nécessite la détection de la protéine
défectueuse par électrophorese
unidimensionnelle sur gel de dodécylsulfate
de sodium-polyacrylamide (SDS PAGE) [9],
[11]. Néanmoins, le SDS-PAGE est un test
laborieux et n'est pas réalisé en routine dans
la plupart des laboratoires d'hématologie
biologique.

En Algérie, la sphérocytose héréditaire est
sous diagnostiquée. Plusieurs patients, nous
sont adressés par les services « Hématologie »
et « Pédiatrie » du CHU Tizi-Ouzou
principalement, ainsi que d’autres structures
hospitaliéres et privées, présentent un tableau
clinique typique d’'une anémie hémolytique
congénitale parfois avec des complications
graves. Ces patients restent sans diagnostic
posé, sachant qu’ils présentent le plus souvent
un profil électrophorétique normal ce qui
écarte une anomalie de I’'hémoglobine et un
TDA négatif éliminant ainsi une origine
immunologique. L'objectif de notre étude est
de poser le diagnostic d’'une SH chez ces
patients et d’étudier les caractérestiques

cliniques et biologiques en faveur de la
maladie.

Matériels et méthodes :

A) Choix de I’échantillon :

Il s’agit d’une étude descriptive prospective
réalisée sur une période de 6 mois allant du 08
Novembre 2023 au 15 Mai 2024 au niveau du
service d’hémobiologie du CHU de Tizi-Ouzou.

Les criteres d’inclusion :

- Les patients présentant les symptomes
cliniques et biologiques d’'une SH, adressés au
service d’hémobiologie.

- Enquétes familiales des patients dont le
diagnostic est en faveur d’une SH.

Les criteres d’exclusion sont de deux types :
1- Temporaires :

- Une transfusion du culot globulaire datant de
moins de 3 mois car la durée de vie des
hématies est de 120 jours.

- Une carence martiale, car il faut d’abord
corriger cette carence pour pouvoir étudier la
fragilité membranaire.

- Un nourrisson de moins de 6 mois.
2- Définitifs :
- TDA positif.
B) Déroulement de I'étude :
1) Phase pré- analytique :
1- L’anamnese:
Apres lecture de la lettre d’orientation et
consultation des documents, nous avons

procédé au remplissage de la fiche de
renseignement (annexe -1- ) qui comporte :

- identification du malade.

- Renseignements cliniques et biologiques
(Ictére, paleur cutanéo-muqueuse et
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splénomégalie : associés ou non,
splénectomie, cholécystectomie, antécédents
familiaux de la SH et autres anomalies de la
membrane, lithiase vésiculaire chez un sujet
jeune, taux d’hémoglobine, CCMH, IDR-cv,
frottis sanguin, taux de réticulocytes).

2- Le prélevement :

- Patient a jeun, le préléevement est fait selon
les recommandations de I'OMS concernant :
I'asepsie, la sécurité et le mode opératoire.

Pour chaque patient on préléve :

v 2 tubes héparines: le premier est
destiné au bilan biochimique et le
deuxiéme pour la RGO.

v 1 tube EDTA: pour la formule
sanguine, le frottis sanguin, le TCD, le
taux de réticulocytes, la quantification
des fractions d’hémoglobine par HPLC
et le Pink Test.

Les tests sont a effectuer immédiatement, ou
au maximum dans les 3 heures qui suivent le
prélevement, pour les tests suivants : le Pink
test, le TCD, le taux de réticulocytes, le frottis
sanguin ainsi que la RGO immédiate.

Pour la RGO apreés incubation, le tube doit étre
incubé a 3% ° pendant 24H.

1)} Phase analytique :
1- L’hémogramme:
v NFS “Numération
Sanguine”’ :
Consiste a dénombrer les éléments figurés du
sang et calculer les indices hématimétriques.

Formule

Concernant la lignée des globules rouges,

nousﬂns .

- Le taux de globules rouges.
- Le taux d’hémoglobine.
- Le volume globulaire moyen VGM.

- La teneur globulaire moyenne TGMH.

- La concentration corpusculaire moyenne en
hémoglobine : CCMH.

- L'IDR-cv : mesure de la variabilité de taille
des GR.

Les parameétres sont déterminés a l'aide d’un
automate d’hématologie dont le principe est
basé sur la cytométrie en flux.

v Le frottis sanguin :

Il consiste a étaler une goutte du sang
uniformément sur une lame de microscope
optique, dans le but d’observer et de
dénombrer les cellules. Le frottis est coloré
par un HEMA-TEC a Ila coloration de
Wright/Giemsa.

Le frottis sanguin permet de faire I'étude
morphologique et de détecter les anomalies
des cellules.

Les sphérocytes apparaissent sous forme
d’hématies denses, arrondis de petite taille
ayant perdu leur halo clair central. (Figure -1-)

Figure -1- : Sphérocytes sous microscope
optique au grossissement 10 x 100, observé
au CHU Tizi-Ouzou.

v Taux de réticulocytes :



Les réticulocytes sont mieux visualisés lorsque
le sang est coloré par une coloration supra-
vitale par le BLEU DE CRESYL BRILLANT
volume a volume :

1v du sang + 1v du BCB.

Un taux de réticulocytes > 120 G/L indique
une anémie  régénérative  rencontrée
essentiellement dans les anémies

hémolytiques y compris la sphérocytose
héréditaire.
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Figure -2- Image sous microscope des

réticulocytes colorés au BCB.
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2- Test direct a I'antiglobuline
«TDA » :

Le Test Direct a ['Antiglobuline (TDA)
anciennement Test de Coombs Direct (TCD),
permet, grace a un sérum d'antiglobuline
humaine, de révéler la présence d'anticorps
fixés sur I'antigéne correspondant, a la surface
de I'hématie in vivo et susceptible d'entrainer
leur destruction (hémolyse). Un TDA négatif
permet d’éliminer une hémolyse d’origine
immunologique.

3- Bilan biochimique :
v bilan d’hémolyse : bilirubine libre et
totale, LDH et Haptoglobine.
v bilan martial : Fer sérique et ferritine.

4- Examens spécifiques :

Le diagnostic de la SH au laboratoire
d’hémobiologie du CHU de Tizi-Ouzou est basé
essentiellement sur le test de la Résistance
globulaire osmotique «RGO» et le Pink Test.

v LePink Test:
Faire une suspension de 10 ul de sang total
avec 3ml de la solution isotonique préparée a
base de : (135mmol/I) du glycérol, (25 mmol/I)
du NaCl, (1.5mmol/l) NaN3 et du HCI, aprés
incubation pendant 40 min a 37°, on
centrifuge a 2200 tour /min pendant 5 min.

Le test est effectué sur le malade et le témoin
normal du jour sur tube EDTA.

La Densité Optique DO est ensuite mesurée
par un spectrophotometre a 540nm.

Le résultat est exprimé en pourcentage
d’hémolyse et calculé par I'équation suivante :

o0 de 'hemolyse
O e 10 e Lyse

P.T % = = 100%
Les valeurs normales : Pink test négatif
inférieure a 20%. [16]

e Sensibilité et spécificité :
Le Pink Test est sensible a 72.2% et spécifique
a 88.2%. [14]

v La résistance globulaire osmotique
« RGO » :
Les concentrations en NaCl varient de
0.2a0.9g/l.

Mettre en suspension 50ul de I’échantillon
dans 5ml de la solution d'osmolarité
décroissante, on incube 30min a T ° ambiante,
on centrifuge a 2000tr/min pendant 5min puis
on mesure le pourcentage d’hémoglobine en
solution par la densité optique a 540 nm du
surnageant.

La RGO est réalisée sur un sang total prélevé
sur tube hépariné pour le malade et le témoin
normal du jour, prélevés dans les mémes
conditions. Le pourcentage d’hémolyse est
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exprimé pour chaque concentration par
I’équation suivante :

DO dutube
DO du tube de 0.1% de NaCl (100%)

RGO 55 =

Les résultats obtenus a partir de la mesure du
degré d’hémolyse sont exprimés en tracant
une courbe des concentrations de NaCl en
fonction de pourcentage d’hémolyse.

150
100
50

0 _

02 03 04 05 06 0,7 08 09

Figure -3- : Courbe du pourcentage

d’hémolyse en fonction des concentrations
de NaCl chez un sujet normal.

[l Normal bas ™ Normal haut

|:|Témoin N Patient

Les valeurs normales ont été établies par le
laboratoire d’hémobiologie a partir d’une
population de sujets sains.

En cas de positivité a la SH, ’"hémolyse sera
précoce et la courbe sera déviée vers les
concentrations les plus élevées (a droite).

150
100 H =
50 o\
0 , !
0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
Figure -4-: Courbe du pourcentage

d’hémolyse en fonction des concentrations
de NaCl chez un sujet atteint d’'une SH ou la
courbe est déviée a droite.

[Tl Normal bas M Normal haut

|:| Témoin |:| Patient

® Sensibilité et spécificité :
La RGO est sensible a 66 % et spécifique a
81,8%. [7]

o Testimmédiat :

Réalisé sur les GR les plus frais possible
(3h aprés prélevement au maximum). Les
valeurs normales de I’'hémolyse varient
entre :

Début d’hémolyse : 0.50-0.65 g/I|

50% d’hémolyse: 0.43-0.47 g/|

100% d’hémolyse: 0.2g/I

® Test aprés incubation a 37° (24h) :
Pendant l'incubation les GR continuent a
métaboliser le glucose pour produire de
I’énergie, ces conditions sont moins bien
supportées par les sphérocytes, ce qui
aggrave leur fragilité osmotique. Les
valeurs normales de I'hémolyse varient
entre :

Début d’hémolyse : 0.60-0.65 g/I

50% d’hémolyse:  0.4-0.45 g/I

100% d’hémolyse : 0.2 g/l

v/ Quantification des fractions de
I’hémoglobine par HPLC :

Sur automate D10 qui utilise le principe de la
chromatographie liquide a haute performance
(HPLC) par échange d'ions pour la séparation
automatique des hémoglobines normales et
anormales et la détermination précise de
I'némoglobine A2, F et Alc dans les
échantillons de sang total, sans interférence
de la lipémie ou des fluctuations de
température. [17] Le but est de déterminer
une anomalie de ’"hémoglobine.
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v Classification de la sévérité SH selon

C- Définition des variables : le taux de réticulocytes [16], [18] :

v/ Paramétres de la NFS:
Tableau 1 : Les normes internationales du

Tableau 4 : Classification de la sévérité de la SH
selon le taux de réticulocytes

22-06-2004 de la numération formule sanguine Severite Tauxdeoretlculocytes
(OMS) (%)
6mois- 3ans -7ans -Homme Femme Legere <6
lan 6ans  10ans Modérée 6—-10
BVE >1
Taux de3,7-4,8 4- 4- 4,5 45 Severe 0
GR 5,2 54 5,5
(/1) o
IDR-CV D- Analyse statistique:
9 -
(%) 10-14 Pour les variables qualitatives on a calculé des
E:CZ/:)H 2836 2833 gg :i 3237 pourcentages et pour les variables
TgGMH 24- 24- 24- 27- 27 quantitatives on a calculé des médianes
(pg) 30 30 27 32 32 (minimums, maximumes).
;?:; 10,5-13 12 12-14,5 1? 151)5 On a utilisé le test de khi 2 pour étudier la
(g/d)) relation entre les différents parameétres et la
maladie, avec un seuil de signification
p<0.05%.

v Paramétres de bilan biochimique :
Valeurs normales

Résultats :

Bilirubine indirect <10 mg/I
LDH 125-220 UI/L Au total 32 patients ont été inclus dans notre
Haptoglobine 0,3-2,0g/| étude parmi eux 24 sujets étaient suspectés

de SH et 8 sont venus dans le cadre des

enquétes familiales.
Vv Classification de 'anémie selon les

valeurs de I’HB (OMS) :
Tableau 3 : Classification de I’'anémie selon le

> Caractéristiques
sociodémographiques :

taux d’HB Tableau 5 : Répartition des patients selon les
caractéristiques socio  démographiques, service

Homme Femme
d'Hémobiologie du CHU T.0, Novembre 2023 -Mai 2024
Légere 110-129 g/I 110-119 g/I — _ -
Modérée 80-109 g/| 80-109 g/ Caracteristiques Effectif Forequence
Sévere <80 g/l <80 g/l (%)
Sexe Masculin 14 43,8
v Classification de I'anémie selon le
Ly Féminin 18 56,3
taux de réticulocytes :
Taux de réticulocytes > 120000 Répartition Tizi-Ouzou 20 62,50
élément/mm3 : anémie régénérative. éographique
& geographiq Boumerdes 10 31,30
Taux de réticulocytes < 120000
Alger 1 3,10

élément/mm3 : anémie arégénérative.




Médéa 1 3,10

Antécédents Oui 23 71,9
familiaux
Non 9 28,1
consanguinité Oui 4 12,5
Non 28 85,5
Age Médiane 38,5ans

Minimum 6mois

Maximum  76ans

Dans notre population d’étude on a eu 56,3%
de sexe féminin avec un sex ratio de 0,77 ;
62,5% de nos patients étaient originaires de la
wilaya de Tizi-Ouzou.

71,9% présentaient des antécédents familiaux
de SH, 12,5% présentaient une consanguinité
entre leurs parents.

La médiane d’age de notre échantillon est de
38,5ans avec un minimum de 6 mois et un
maximum de 76ans.

Selon I’age on a classé nos patients en deux
catégories : enfants (-18 ans) et adultes (+18
ans).

71.87

%

28.12

Enfants Adultes

GRAPHE 1: Répartition des patients
selon l'age,
Service D'Hémobiologie
duCHUT.O
Novembre 2023 -Mai 2024

Dans notre population d’étude on a eu 28,12%
enfants et 71,87% adultes.

® Répartition des enfants selon I'age :

Nombre
des

patients
6

w

N

[

0 . Tranches

[0-6] 16-12] 112-18] d'age

GRAPHE 2: Répartition des enfants selon I'age,
Service D'Hémobiologie du CHU T.0
Novembre 2023 -Mai 2024

® Répartition des Adultes selon I'age :

Nombre
des
patients

12

10

S

N

0 . . I I Tranches

118-28] ]28-38] ]38-48] ]48-58] 158-68] 168-78] d'age

GRAPHE 3: Répartition des adultes selon
I'dge, Service D'Hémobiologie du CHU T.0
Novembre 2023 -Mai 2024



> Caractéristiques cliniques :
1) Latriade hémolytique :

Pdleur cutanéo-muqueuse:

%

56.3

Oui Non Paleur
GRAPHE 4: Répartition des patients
selon la paleur,
Service D'Hémobiologie
duCHUT.O
Novembre 2023 -Mai 2024

Splénomégalie :

%

53.1

Oui Non Splénomégalie

Graphe 5: Répartition des patients selon la
splénomégalie,
service d'Hémobiologie du CHU T.O
Novembre 2023-Mai 2024

® ctére:

B Oui @Non

Graphe 6: Répartition des patients selon
l'ictére,
service d'Hémobiologie du CHU T.O
Novembre 2023-Mai 2024

2) Lithiase biliaire:

BJoui BNon

Graphe 7: Répartition des patients selon la
Lithiase vésiculaire,
service d'Hémobiologie du CHU T.O,
Novembre 2023-Mai 2024

3) Splénectomie et cholécystectomie :

Tableau 6 : Répartition des patients suspects
de SH selon la splénectomie et Ia
cholécystectomie, service d'Hémobiologie du
CHU T.0, Novembre 2023 -Mai 2024

Effectif Fréquence
%
Splénectomie 1 3,1
Cholécystectomie 3 9,4

Nous avons constaté que 56,3% des patients
ont présenté une paleur (graphe 1) ; 31% un
ictere (graphe 2) ; 46,9% une splénomégalie
(graphe 3) ; 6% une lithiase biliaire (graphe 4) ;
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3,1% une splénectomie et 9,4% une
cholécystectomie (tableau 6).

> Caractéristiques biologiques :
1) Hémogramme :
e NFS:

v Sévérité de la SH selon le taux de
réticulocytes:

Sur 18 patients anémique; 66,7% ont

présenté une anémie régénérative.

Tableau 7 :

T.0O, Novembre 2023 -Mai 2024

Répartition des patients selon les
paramétres de NFS, service d'Hémobiologie du CHU

Tableau 9 : Répartition des patients atteints
de la SH selon la sévérité de cette derniere,
service d'Hémobiologie du CHU T.O,
Novembre 2023 -Mai 2024

Sévérité Effectif Fréquence
%

Légére 10 47,6

Modérée 4 19

Sévere 7 33,3

Parametre Bas Normal Elevé Indeter-
Effectif minés
(%)
Taux de GR 7 20 5 00
(21,9) (62,5) (15,6) (00.0)
IDR-CV 00 11 18 3
(00.0) (34,4) (56,3) (9,4)
CCMH 5 20 4 3
(15,6) (62,5) (12,5) (9,4)
TGMH 12 18 2 00
(37,5) (56,3) (6,3) (00.0)
Taux d’Hb 18 14 00 00

(56,3) (43,8)  (00.0)  (00.0)

Un taux de GR normal a été retrouvé chez
62,5% de nos patients ; un taux
d’hémoglobine bas, un IDR-cv élevé, une
TGMH normale chez 56,3% d’entre eux et
62,5% de nos cas présentaient une CCMH
normale.

Vv Sévérité de 'anémie :

Tableau 8 : Répartition des patients selon la
sévérité de I'anémie, service d'Hémobiologie
du CHU T.0, Novembre 2023 -Mai 2024

Effectif Fréquence
%
Légere 11 61,1
Modérée 6 33,3
Sévere 1 5,6
Total 18 100

Parmi les 18 patients atteints d’une anémie,
61,1% présentaient une anémie légére.

Pres de la moitié (47,6%) des patients
présentaient une SH légere.

v Frottis sanguin :
Sur les frottis sanguins, les GR présentaient les
anomalies suivantes :

o lataille :

La plupart des patients présentaient des
GR de taille normale, certains
présentaient une anisocytose avec
microcytose (++).

® Lachromie :

La plupart des patients présentaient une
normochromie sur le frottis sanguin,
certains une polychromatophilie et
d’autres présentaient une hypochromie.

® Les anomalies de formes :
- Poikilocytose avec :

- Sphérocytes et microsphérocytes.

- Hématies en «champighon»: en
faveur d’un déficit en protéine bande 3.

- Stomatocytes.

- Dacryocytes.

v Taux de sphérocytes :
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La plupart des patients ayant la maladie,
présentaient un taux de sphérocytes
important (>10%).

2) Bilan biochimique :

o Début d’hémolyse chez les patients
positifs a la RGO immédiate :

Tableau 10 : Répartition des patients selon les
paramétres de bilan biochimique, service
d'Hémobiologie du CHU T.0, Novembre 2023 -
Mai 2024

Tableau 11 : Répartition des patients positifs a la
RGO immédiate selon le début d’hémolyse, service
d'Hémobiologie du CHU T.0, Novembre 2023 -Mai
2024

Effectifs Bas Normal élevé Indét
Fréquences
(%)

Bilirubine 00 13 15 4

indirecte (00.0) (40,6) (46,9) (12,5)

LDH 00 11 19 2
(00.0) (34,4) (59,4) (6,3)

Haptoglobine 1 8 1 22
(3,11) (25) (3,1) (68,8)

Plus de la moitié (59,4%) de nos patients
présentaient une LDH élevée ; 46,6% un taux
de bilirubine indirecte élevé et 3,1% un taux
d’haptoglobine élevé.

> Tests spécifiques :
1) RGO immédiate :
%

68.8

313

RGO
immédiate
Graphe 8: Répartition des patients

selon résultats
de la RGO immédiate,
service d'Hémobiologie du CHU T.o
Novembre 2023-Mai 2024

Positifs négatifs

Parmi nos patients, 31,3% ont donné des
résultats positifs a la RGO immédiate.

Valeurs  de Fréquence

début Effectifs %

d’hémolyse
RGO 0,9 6 60
immédiate |0,8 1 10
positive 0,75 2 20

0,65 1 10

Total 10 100
Parmi nos patients positifs a la RGO

immédiate 60% ont présenté un début
d’hémolyse précoce (a 0,9g/l).

® 50% d’hémolyse chez les patients
positifs a la RGO immédiate :

Tableau 12 : Répartition des patients positifs a la
RGO immédiate selon le 50% d’hémolyse, service
d'Hémobiologie du CHU T.0, Novembre 2023 -Mai
2024

Valeurs de Fréquences

50% Effectifs %

d’hémolyse
RGO 0,6 1 10
immédiate |0,5 1 10
positive 0,48 1 10

0,47 4 40

0,43 3 30

Total 10 100
Parmi nos patients positifs a la RGO
immédiate 40% ont présenté un 50%

d’hémolyse a 0,47g/I.
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e 100% d’hémolyse chez les patients
positifs a la RGO immédiate :

Tableau 13 : Répartition des patients positifs a la
RGO immédiate selon le 100% d’hémolyse, service
d'Hémobiologie du CHU T.0, Novembre 2023 -Mai

positifs a la RGO aprés 24h :

Début d’hémolyse chez les patients

Tableau 14 : Répartition des patients positifs a la
RGO aprées 24h selon le début d’hémolyse, service
d'Hémobiologie du CHU T.0, Novembre 2023 -

2024
Valeurs  de Fréquence
100% Effectifs %
d’hémolyse
RGO 0,4 1 10
immédiate |0,35 2 20
positive 0,3 1 10
0,2 6 60
Total 10 100
Parmi nos patients positifs a la RGO

immédiate 60%
d’hémolyse a 0,2g/I.

ont présenté un 100%

2) RGO apres 24h:

Mai 2024
Valeurs de Fréquence
début Effectifs %
d’hémolyse
RGO 0,9 14 70
apres 24h 0,8 2 10
positive 0,75 1 5
0,7 2 10
0,65 1 5
Total 20 100

@ Positive

B Négative

62%

Graphe 9: Répartition des patients selon
les résultats
de la RGO apres 24h,
service d'Hémobiologie du CHU T.o

Un début d’hémolyse précoce (a 0,9g/l) a été
retrouvé chez 70% des patients positifs a la
RGO apreés 24h.

® 50% d’hémolyse chez les patients
positifs a la RGO aprés 24h :

Tableau 15 : Répartition des patients positifs a la
RGO aprés 24h selon le 50% d’hémolyse, service
d'Hémobiologie du CHU T.0, Novembre 2023 -Mai
2024

Novembre 2023-Mai 2024

Parmi nos patients 60% ont donné des

résultats positifs a la RGO aprées 24h.

Valeurs de 50% [Fréquence

d’hémolyse %

0,85 3

0,75 3

0,7 3

0,65 6

0,6 13
RGO 0,55 9
apres 24h 0,5 25
positive 0,45 16

0,4 13

0,35 6

0,3 3

Total 100
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Un profil normal a été retrouvé chez 87,5%
des patients alors que 12,5% présentaient un
profil pathologique.

Parmi les patients qui ont présenté un profil
pathologique on a eu 75% qui ont une béta-
thalassémie hétérozygote et 25% qui

o 100% d’hémolyse chez les patients
positifs a la RGO apreés 24h :

Tableau 16 : Répartition des patients positifs a la présentaient un taux d’hémoglobine A2 bas
RGO aprées 24h selon le 100% d’hémolyse, service probablement en rapport avec une carence
d'Hémobiologie du CHU T.0, Novembre 2023 - martiale.
Mai 2024

Valeurs de Fréquence

. Effectifs % > Caractéristiques des patients

d’hémolyse ,

présentant une SH :

RG? 0,55 ! > Sur les 32 patients, 21 ont donné des résultats
apres 0,45 1 > en faveur d’'une SH (RGO et/ou Pink test
24h 0,3 5 25 positifs)
positive  |0,2 12 60

Indéterminés |1 5

Total 20 100 Tableau 17 : Caractéristiques des patients

présentant une SH

0, A A Y e ,
Un 100% d’hémolyse a 0,2g/l a été retrouvé Effectif Fréquence

chez 60% des patients positifs a la RGO apres (%)
24h. Sexe Masculin 09 42,9
Féminin 12 57,1
La consanguinité Oui 3 14
3) Pink test: Non 18 86
Antécédents Oui 14 66
@ Positif familiaux Non 7 34
B Négatif Paleur Oui 11 52
Non 10 48
Ictere Oui 13 61
46.90% 53.10% Non 3 39
Splénomégalie  Oui 15 71
Non 6 29
IDR-CV Normal 8 38,1
, . . Elevé 13 61,9
Graphe 10: Répartition des patients
selon les résultats CCMH Bas 2 09,5
de Pink test, Normal 15 71,4
service d'Hémobiologie du CHU T.O Elevé 4 19,1
Novembre 2023-Mai 2024
LDH Normal 06 28,6
Plus de la moitié des patients (53,10%) ont Elevé 14 66,6
donné des résultats positifs au pink test. Indéterminé 01 04,8
. . Bilirubine Normal 05 23,8
4) Quantification des fractions indirecte Elevé 13 61,9
d’hémoglobine par HPLC : Indéterminé 03 14,3
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> Relation entre les caractéristiques et
la maladie :

Parmi 32 patients, 21 présentaient un des 3

tests (RGO immédiate, RGO aprés 24h, Pink

Test), en faveur d’'une sphérocytose

héréditaire.

Tableau 18 :
étudiés et la SH

La relation entre les paramétres

Total [SH P value
La consanguinité|Oui 4 3 (75%) |1,00
Non 28 18 (64%)
Antécédents Oui 23 14 (60%) 0,62
familiaux Non 9 7 (77%)
Paleur Oui 18 11 (61%) |0,81
Non 14 |10 (71%)
Ictére Oui 21 13 (61%) 0,82
Non 11 (8 (72%)
Splénomégalie |Oui 16 15 (93%) (0,001
Non 16 6 (37%)
Lithiase Oui 5 4 (80%) 0,63
vésiculaire Non 27 17 (62%)
Taux de[>120000 |21 18 (85%) (0.004
réticulocytes <120000 |11 3 (27%)
IDR-CV Normal (11 8 (72%) [1,00
Elevé |18 |13 (72%)
VGM Bas Elevé (17 9 (52%) (0,10

15 |12 (80%)

CCMH Bas 5 2 (40%) 0,12
Normal |20 15 (75%)
Elevé |4 4 (100%)
LDH Normal |11 |6 (54%) [0,50
Elevé |19 |14 (73%)
Bilirubine Normal |13 5 (38%) (0,024
indirecte Elevé 15 13 (86%)

Notre étude a mis en évidence une relation
entre la présence d'une SH et Ia
splénomégalie  (p=0,001), la bilirubine
indirecte (p=0,024) et I'anémie régénérative
(p=0,004).

Aucune relation n’a été retrouvée entre la SH
et les paramétres suivants : La consanguinité,
les antécédents familiaux, I’'anémie, l'ictere, la
lithiase vésiculaire, le taux de réticulocytes,
I’'IDR-cv, le VGM, la CCMH et la LDH.

Discussion :

Contraintes et biais d’étude :

Lors de la réalisation de notre étude nous
avons été confrontés a un certain nombre de
contraintes notamment le manque
d’informations sur certains paramétres
biologiques et le manque de réactifs
concernant le bilan biochimique de certains
patients ce qui a été a l'origine d’un biais
d’information.

Des discordances de nos résultats ont été
retrouvées notamment lors de I'étude de la
relation entre la présence de la maladie et
certaines  caractéristiques  cliniques et
biologiques. Ceci peut étre lié a la petite taille
de I’échantillon qui est due d’une part a la
durée de I’étude relativement courte (6mais),
d’autre part au fait que la majorité des
enquétes familiales ne pouvaient pas étre
réalisées, soit du fait que les patients ne se
présentaient pas au laboratoire, soit par
absence de leurs coordonnées au niveau des
services de soins.

Au niveau de notre laboratoire, les seuls tests
disponibles pour le diagnostic de la SH étaient
la RGO et le Pink Test. Ces deux tests
manquent de sensibilité et spécificité et donc
le risque de présence de résultats faussement
négatifs est relativement élevé. La
comparaison de nos résultats avec les études
réalisées dans les autres pays était limitée car
ces derniers utilisent des examens de
laboratoire plus spécialisés.

Discussion des résultats :

Dans cette étude 32 patients ont été adressés
au laboratoire d’hémobiologie du CHU de Tizi-
Ouzou pour le diagnostic ou le dépistage de la
SH. La médiane d’age était de 38,5 ans avec
un minimum de 6mois et un maximum de
76ans, en fait, la SH peut étre diagnostiquée a
n‘importe quel age a cause de |'extréme
hétérogénéité des formes cliniques allant de
la forme légere dépistée a I'dge adulte a la
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forme séveére du nouveau-né. Ces résultats
concordent avec I'étude de Trabelsia N et al
(Tunisie 2021) [14] et celle de Liao L et al
(Chine 2018) [19] ainsi que I’étude de Celic SS
et al (Turquie 2023) [22].

Nous avons constaté une légere
prédominance féminine dans notre
échantillon avec 57,1% et un sexe ratio de
0,75 contrairement a I’étude de Kutter (2005)
[20] qui a trouvé wune prédominance
masculine avec 66,6%. En effet les hommes ne
font généralement pas d’anémie surtout dans
les formes légeres et donc consultent
rarement pour ce symptéome qui est pourtant
le principal motif de consultation.

La majorité de nos patients présentaient des
antécédents familiaux de SH (66%) ce qui
dénote l'importance de la réalisation d’une
enquéte familiale afin de pouvoir donner un
conseil génétique aux familles des patients.
Ces résultats sont comparables a ceux
retrouvés par Boaro M et al (68,3%) (ltalie
2023) [11], Steward SC et al (76,6%) (USA
2014) [21] et Celic et al 60,8% (Turquie 2023)
[22]. Dans notre échantillon, uniqguement 14%
des patients avaient une consanguinité entre
les parents. Ce pourcentage est compatible
avec les résultats de Celic et al (Turquie 2023)
[22] et Trabelsia N et al (Tunisie 2021) [14] qui
avaient obtenus 29% et 31,25%
respectivement.

Parmi les patients qui ont été recrutés durant
notre travail, 21 ont présenté des résultats
positifs pour les tests d’hémolyse et donc
considérés comme atteints d’une
sphérocytose  probable. En présence
d’arguments cliniques et biologiques, la
négativité de ces tests n’exclut en aucun cas la
possibilité de la présence de la SH chez les
patients négatifs, car la sensibilité et
spécificité de la RGO et le Pink Test ne sont
pas trés importantes. L'association de tests
plus performants avec d’autres tests de
routine, semble obtenir une augmentation
considérable de la sensibilité et de Ia
spécificité. En effet l'utilisation du test a

I'EMA (eosin-maleimide test) par cytométrie
en flux dont la spécificité et sensibilité sont
respectivement 97,5% et 94,7% [14] en
association avec I’AGLT (acidified glycerol lysis
test) est considérée comme le 1°" choix dans
le diagnostic de la SH avec une spécificité et
sensibilité pouvant atteindre 100%, selon
I'étude de Gao Y et al (chine 2017) [23]. Le
test de référence et le gold standard reste
I’ektacytométrie en gradient osmolaire qui
permet de faire le diagnostic de tous les cas
de SH selon ce que GUITTON C (France 2014)
[13] et Boaro M et al (Italie 2023) [11] avaient
décrit.

Dans notre série de patients ayant donné des
résultats de tests d’hémolyse en faveur de la
SH, 52% présentaient une paleur cutanéo-
mugqueuse, ce résultat n’est pas conforme aux
résultats obtenus par Yamamoto KS et al avec
76,9% de cas (Japan 2021) [12]. Parmi nos
patients, 61% avaient un ictere de sévérité
variable, tandis que I'étude de Yamamoto KS
et al a trouvé un pourcentage de 84,6%. Le
pourcentage des patients ayant une
splénomégalie était de 71% cependant celui
de la méme étude japonaise était de 84,6%.

Sur le plan biologique, 66,6% de nos patients
présentaient une LDH élevée et 61,9% avaient
un taux de bilirubine indirecte supérieur aux
valeurs normales témoignant ainsi de la
présence de I'hémolyse ce qui est en accord
avec toutes les autres études. Parmi les 18
patients atteints d’une anémie, la majorité
présente une anémie légere a modérée et
seulement 5,6% sont atteints d’une anémie
sévere. Pres de 61,9% des patients avaient un
IDR-cv élevé, ce pourcentage est proche de
celui de I'étude de Ledesma AME et al
(Argentine 2017) [2] avec un pourcentage de
76%. L'IDR-cv ou indice de distribution des
globules rouges en volume, mesure la
variation de taille des hématies. Dans une SH,
il y a une variabilit¢ de taille suite a la
coexistence de sphérocytes de petite taille et
de réticulocytes qui sont de taille normal,
cette variabilité contribue a un IDR-cv élevé.
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Par contre, seulement 19,1% de nos malades
avaient une CCMH élevée, ce pourcentage est
relativement faible comparé a celui obtenu
par la méme étude (53,8%) qui concorde avec
ce qui est décrit dans la littérature. En effet,
I’élévation de la CCMH dans la SH est liée a la
déshydratation de I'hématie suite a la perte
de surface. Ces différences dans les
caractéristiques cliniques et biologiques sont
expliquées majoritairement par la petite taille
de de notre échantillon et par la grande
hétérogénéité propre a la pathologie étudiée.

Dans notre étude, la RGO immédiate a donné
des résultats en faveur de la SH chez 31,3%
des patients, tandis que le test apres
incubation a augmenté le pourcentage jusqu’a
62%. Chez la majorité des patients dont la
RGO était en faveur d'une fragilité
membranaire, le début d’hémolyse était a
0,9g/| avec un pourcentage de 60% dans la
RGO immédiate et 70% apres 24h. Le Pink Test
était positif chez 53,10% de nos patients en
considérant le seuil de positivité > 20% [16].
La quasi-totalité des patients ayant été
considérés malades, ont des taux de
sphérocytes élevés, et 85,71% d’entre eux,
présentaient un taux de réticulocytes
supérieur a 120 G/L. Chez la plus part de nos
patients, le frottis sanguin a révélé des
globules rouges en champignon, une forme
caractéristique d’une anomalie de la bande-3.
Ce résultat concorde avec une étude
tunisienne (2021) [14] dont le pourcentage
d’anomalie de la bande-3 était de 56%, mais
qui est en discordance avec les résultats de la
plus part des études européennes qui
démontrent une prédominance de I'anomalie
de I'ankyrine (2024) [6] (France 2009)[24].

Conclusion :

Notre étude a permis de dépister 21 patients
sur un total de 32 adressés au service
d’hémobiologie du CHU de Tizi-Ouzou, en se
basant sur les criteres cliniques et biologiques

ainsi que les résultats de la RGO et le Pink
Test. Néanmoins la plus part des enquétes
n‘ont pas pu étre réalisées, expliquant le
nombre limité de cas positifs.

Parmi les patients positifs pour la SH, 52%
étaient anémiques, 61% ictériques et 71%
présentaient une splénomégalie. L'étude de la
RGO est revenue en faveur d’une fragilité
membranaire chez 62% des patients et le Pink
test était positif chez 53.10% d’entre eux.

Concernant les patients qui présentaient des
signes cliniques et biologiques en faveur de la
sphérocytose et pour lesquels les tests
d’hémolyse étaient négatifs d’autres tests plus
spécifiques et plus sensibles ont été
recommandés tel que le test a I'EMA par
cytométrie en flux.

En Algérie, la SH est sous diagnostiquée,
certes les examens de routines comme la RGO
et le Pink test sont peu couteux mais le
caractere manuel et fastidieux constitue
actuellement un obstacle évident a leur
réalisation au niveau des laboratoires et
pourraient étre remplacés par des techniques
automatisées et plus performantes.
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CHU DE TIZI-OUZOU
L ABORATOIRE D'HEMOBIOLOGIE
UNITE DE BIOCHIMIE DU GLOBULE ROUGE
Fiche de renseignements clinico-biologiques

Spheérocytose hériditaire

Patient

Nom et prénom : Age:

Adresse : Antécédents familiaux :
Téléphone : Consanguinité :
Crigine géographique:

Renseignements cliniques:

Anémie: Lithiase biliaire /cholécystectomie:
Splénectomie: Splénomégalie: Autres :
Ictére: Crises de déglobulisation:

Renseignements biologiques:
1- NFS (Numération Formule Sanguine) / Hémogramme:

GR: HB: CCMH:
TGMH: IDR-CV:
2- Frottis sanguin:

Anomalies de GR:

Taux de sphérocytes:

3-Taux de réticulocytes:

4-Bilan d’'hémolyse:
Haptoglobine: Fer serique: Ferritine:
BT: BD: LDH:

Conditions de prélévement et de la réalisation des tests:

-A distance d'une transfusion (3 mois)
-Patient & jeun } '
-le prélévement est fait selon les recommandations de TOMS concernant : 'asepsie, la sécurité et le mode opératoire.

-Sang total sur 2 tubes héparinés (RGO - Bilan biochimique) et un tube EDTA ( NFS, frottis sanguin, taux de réticulocytes, TCD,
EPH et Pink Test)

-les Ttlasfs doivent é&tre réalisés dans les 3 heures qui suivent le prélévement: RGO immeédiate, Pink test, TCD et le taux de
réticulocytes.
-Pour la RGO aprés 24h, le tube doit &tre incubé & 37° pendant 24h avant de réaliser le test.
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Annexe -1- : Fiche de renseignement de la sphérocytose héreditaire
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