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Mise en place des examens hématologique et de 1'électrophorése de I’hémoglobine pour le
diagnostic de la drépanocytose dans la region de Ghardaia
Résumé

La présente étude est réalisée au niveau de laboratoire central de ’EPH (Etablissement
Public Hospitalier) de Ghardaia, pour définir les méthodes biologiques pour le diagnostic de la
drépanocytose (hémoglobine S), notamment I'¢lectrophorése de 1’hémoglobine.

L’¢étude est effectuée sur des échantillons de patients suspects ou entrants dans le cadre de
I’enquéte familiale, un total de 46 patients étudiés, dont la tranche d’age varie de moins d’un an a
67 ans, pendant une période de 3 mois.

Dans cette période, un nouveau cas de drépanocytose est enregistré alors que dans le cadre
d’enquéte familiale 8 cas de drépanocytose homozygote et en ce qui concerne la drépanocytose
hétérozygote 11 cas sont notés, Les 26 cas restants sont variée entre des patients ne possédent
aucune pathologie de I’hémoglobine et les patients d’autres hémoglobinopathie.

Mots clés : Drépanocytose, hémoglobine S, électrophorese, Ghardaia.

Abstract
The present study is realized at the central laboratory of the Public Hospital of Ghardaia,
to define the biological methods for the diagnosis of sickle cell anemia (hemoglobin S), in
particular hemoglobin electrophoresis.
The study was on blood samples of suspected patients or in the case of family survey, 46
patients studied, whose age ranged from less than one year to 67 years, for a period of 3 months.

In this period, a new case of sickle-cell anemia was founded, while in the family survey
there is 8 cases of homozygous sickle-cell anemia, and 11 heterozygous sickle cell disease. The
remaining 26 cases varied between patients without any pathology of hemoglobin and other
hemoglobinopathy patients.

Key words: Sickle cell anemia, hemoglobin S, electrophoresis, Ghardaia.
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Introduction

Le sang est le plus important liquide biologique dans notre corps, il irrigue tous les
organes ; il leur apporte de 1’oxygéne, les éléments nutritifs et les débarrasse de leurs déchets
(Gerald, 2015).

Les globules rouges sont les cellules sanguines les plus nombreuses, qui ont pour role
de transporter I'oxygeéne entre les poumons et les organes, ou I’hémoglobine est leur principal

constituant. Un taux d’hémoglobine inferieur a la normale cause une anémie (Choquet, 2007).

La drépanocytose, également appelée anémie a cellules falciformes, est une maladie
héréditaire, due a une anomalie de I’hémoglobine provoque une déformation des globules rouge
en forme de faucille. Les symptdmes de cette maladie peuvent apparaitre des I'age de 4 mois,

mais ils varient beaucoup d'un individu a l'autre et au fil du temps (Girot et al., 2003).

L'anémie hémolytique est le principal signe de la drépanocytose, mais elle s'accompagne

souvent des crises douloureuses et d'une sensibilité accrue aux infections (Elion ,2014).

Le diagnostic biologique des maladies génétiques de 1’hémoglobine fait appel a
plusieurs techniques d'analyses. Parmi les techniques les plus utilisées dans la plupart des
laboratoires d’analyse de référence, 1’¢lectrophorése de 1’hémoglobine a pH alcalin sur

différents supports (Girot, 2001).

Dans ce contexte, cette étude vise a la mise en place des différentes techniques utiliser
dans le diagnostic de la drépanocytose, en particulier 1’électrophorése de 1’hémoglobine a
travers une €tude biologique, biochimique menée aupres des patients suivis a 1’Etablissement
Publique Hospitalier de Ghardaia. Aussi, cette étude a comme but l'identification et la
sensibilisation sur cette maladie, qui se produit principalement a partir du mariage consanguin

qui est trés répandu dans la région de Ghardaia.
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Généralités sur le sang

I-Généralités sur le sang

I-1-Définition

Le sang est un tissu vital, unique par sa composition liquide qui le rend d’acces
particuliérement facile, un individu contient de 5 a 7 | du sang dans son corps, ce qui représente
environ 8% de son poids total (Dora et al., 1989).

C’est aussi, un liquide biologique rouge, circulant dans les artéres et les veines sous
l'impulsion du cceur, c’est un tissu de transport contient une phase liquide (le plasma), et les
cellules matures provenant de la moelle osseuse ou elles sont fabriquées (globules rouge, globules

blanc et plaquettes) (Colombat et al., 1991).

Le sang distribue I'oxygéne, les hormones et les nutriments a toutes les cellules, tous les
tissus et tous les organes du corps, ensuite, les débarrasser de leurs déchets, et il joue aussi un réle

dans la défense immunitaire. (Choquet, 2007).
I-2-Composition et roles

Le sang se compose de 45% des éléments cellulaires, ou éléments figurés (Fig. 1), les 55%
restants présentent le plasma sanguin, un liquide jaunatre qui est la phase liquide dans laquelle
sont en suspension (Dora et al., 1989).

I-2-1-Plasma sanguin

Le plasma est le composant liquide du sang dans lequel baignent les éléments figurés. I
est constitué de I’eau (le solvant qui est le composant principal du sang), des ions et de différentes

molécules, qui sont transportées a travers 1’organisme.

Les principales molécules du plasma sont le glucose, les lipides et les protéines (Choquet,
2007).

1-2-2-Eléments cellulaires

Elément finis sont produits par la moelle osseuse (Fig. 1). Les cellules circulantes sont des
cellules fonctionnelles, elles permettent 1’oxygénation de 1’organisme (érythrocytes), sa défense
anti-infectieuse (leucocytes), ou contre les corps étrangers, 1’élimination des débris (monocytes,

basophiles) et la préservation de 1’intégrité des vaisseaux (plaquettes) (Choquet, 2007).

1-2-2-1 Leucocytes



Généralités sur le sang

Globules blancs (GB) font partie du systéme immunitaire (Fig. 1) et permettent la
destruction des agents infectieux. Ces cellules sont subdiviseées en plusieurs groupes qui sont : les
granulocytes ou polynucléaires (neutrophiles, éosinophiles, basophiles), les lymphocytes, les

monocytes et les thrombocytes (Dora et al., 1989).
I-2-2-2 Plaquettes (PLT)

IIs ne contiennent pas de noyau ; ce sont des fragments de cellule (Fig. 2) provenant de
leurs précurseurs, les mégacaryocytes, responsables de la formation du clou plaquettaire précédant

la coagulation sanguine (Dora et al., 1989).
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Figure 1 : Eléments figurés du sang au microscope optique
(Jean et al., 2006).

1-2-2-3 Erythrocytes

Hématie (Fig. 2) ou globule rouge (GR) de 7a 8 um de diametre, elle ne possede ni noyau
ni organite. C’est une cellule trés simplifiée anucléee, biconcave, produite essentiellement dans la
moelle osseuse a partir des cellules souches. Elle est douée d’une grande déformabilité qui lui
permet de franchir des capillaires. Leur durée de vie est de 110 a 120 jours et leur destruction est
opérée au niveau de la rate (Dora et al., 1989 ; Choquet, 2007 ; Medkour, 2008).

La couleur rouge de I’érythrocyte provient de pigment, 1’hémoglobine, qui est son
constituant principal. A 1’état normal tous les globules rouges du sang ont la méme forme, la méme

taille et la méme coloration.



Le globule rouge comprend deux parties, la
membrane qui est formée par plusieurs couches de nature
protéique et lipidique, ou se situe le squelette protéique du
GR qui assure sa forme et sa capacité de circuler a travers
les micro-vaisseaux, et elle contient aussi de 1’eau dans
laquelle  dilues les  protéines, essentiellement
I’hémoglobine, des enzymes et des électrolytes
notamment le potassium (K+) et du glucose (Dora et al.,
1989).

Leur rdle est de transporter I’oxygene ainsi que le
fer mais aussi le dioxyde de carbone ou le monoxyde de
carbone, elle contient également des enzymes leur
permettent de fonctionner et de survivre (Choquet,

2007).

Généralités sur le sang

Vue de surface

Vue de coupe

Figure 2 : Aspect de globule rouge

(source : www.dondusang.net)


http://www.dondusang.net/

Généralités sur ’hémoglobine

I1- Généralités sur I’hémoglobine (Hb)

C’est une protéine dont la structure est bien connue, un pigment respiratoire transporteur
de I’O>, elle est le constituant majeur du globule rouge, qui occupe 33% de son poids (Choquet,
2007 ; Dora et al., 1989).

11-1-Historique

Le terme « hémoglobine » a été évoqué par le physiologiste Allemand Hoppe-Seyler en
1862. L’hémoglobine est parmi les premicres protéines les plus étudiées. En effet, elle est la
premiére protéine cristallisée par Reichert en 1849. Son poids moléculaire est déterminé par
Gilbert Smithson Adair en 1924. Sa synthése in vitro est réalisée dans un systéeme acellulaire par
Schweet et Coll en 1958. L’ARNm de cette protéine est isolé et sa séquence en bases azotées est
déterminée en 1964 par Marbaix et Burny, permettant a la théorie de la transition allostérique de
Monod, Wyman et Changeux (1965) d’étre illustrée dans l'effet de coopération, nécessaire au

transport de I'oxygene par I'hémoglobine découvert par Haurowitz en 1938 (Direckson, 1983).
11-2-Définition

L’Hb a ¢été donc la premicre protéine étudiée et cela d’une part grace a sa facilité
d’extraction et sa disponibilité et d’autre part, grace a la facilité de son étude. De ce fait, I’'Hb a

servi de prototype pour 1’étude des autres protéines (Medkour, 2008).

L’étude de sa structure a permis de tirer des conclusions sur le nombre de génes codant
pour les différentes chaines de globine, et cela avant méme d’effectuer 1’étude génotypique par la

biologie moléculaire (Medkour, 2008).

Par ailleurs, 1’étude de I’Hb a un intérét majeur dans la compréhension des bases

moléculaires et physiopathologiques des hémoglobinopathies.

L'hémoglobine est une protéine oligomérique (hétérotétramérique) de poids moléculaire
égal a 64 500 daltons, Ces 4 sous unités sont identiques 2 a 2 et se distinguent en sous unités de

type a et sous unités de type B (Choquet, 2007).


https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Gilbert_Smithson_Adair&action=edit&redlink=1
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Figure 3 : Représentation de 1’hémoglobine A humaine
montrant les quatre hémes en vert, avec le cation de fer en

orange (tétramere a2f2) (Choquet, 2007).

Chaque sous unité est formée de deux parties (Fig. 3), une partie protéique la globine qui
correspond a I’association de chaines polypeptidiques ; il en existe deux types les a (, al, a2) et
les non a (g, v, 8, B) et une partie non protéique (1’héme), dont le centre est occupé par un atome

de fer ferreux (Fe?*) qui est responsable de la fixation de 1’0, (Choquet, 2007).

11-2-1- Structure de I’hémoglobine

Les chaines a ou a-globines renferment 141 acides aminés et les chaines p ou p-globines
renfermement 146 acides aminés (Fig. 5). Chaque chaine adopte une conformation spatiale lui
conférant une forme globuleuse et ménageant une « poche superficielle » dans laquelle se trouve
logé I’héme. La cohérence du tétramére 0282, résulte principalement de liaisons « faibles », établies
par les chaines latérales hydrophobes des acides aminés situés a la périphérie des chaines
protéiques (Medkour, 2008).

Une chaine polypeptidique o ou 3 présente sept (ou huit) segments en forme d’hélice droite
reliés par des segments comportant parfois des coudes (Fig. 4), bien que les chaines a et 3 aient

des séquences différentes, elles présentent des structures tertiaires tres similaires (Medkour, 2008).
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Structure des chaines de I'hémoglobine humaine chez l'adulte

Hélice F Chaine alpha : 141 acides aminés

G
AAn A B C E E. G H
He]lte H 1 3718 20135 36/42 52/71  80/88 94/112 118/138 141
Chaine béta : 146 acides aminés

Hélice E S

A B C D E L IG : H
AAl 1 418 19/34  35/41 50456 57176 85/93  99/117  123/143 146
Hélice A —

]
Coude GH 4 18 numéros d'ordre des acides aminés
Figure 4 : Schéma de la globine Figure 5 : Structure des chaines a et 3
(source : www.fr/biotic/drepanocytose) (source : www.inrp.fr/biotic/drepanocytose)

La structure tétramérique de I’hémoglobine disposée de fagon a ce que la sous-unité o

soit au contact de la sous-unité B2 et a2 de B1 (Medkour, 2008).
11-2-2- Heme

La molécule d’héme est une molécule plane, ou légerement bombée (Fig. 6). Sa structure
est connue depuis le début du siécle, qui est constituée par une protoporphyrine ayant en son centre
un atome de fer. La protoporphyrine est formée de quatre cycles pyrroliques unis par
I'intermédiaire de ponts méthenylés (-CH=) et substitués par des groupes méthyle, propionate et
vinyle. Que la molécule d’hémoglobine soit oxygénée (oxyhémoglobine) ou désoxygénée

(désoxyhémoglobine), le fer reste sous sa forme réduite (Fe™) (Dora et al., 1989).

4 groupements héme
(en rouge)

p-globine p-globine
cavité

a-globine a-globine

D'aprés Russell, P.J. (1996) Genetics, Harper Collins, New York

Figure 6 : Structure de ’héme
(Russell, 1996).


http://www.fr/biotic/drepanocytose
http://www.inrp.fr/biotic/drepanocytose
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I1-3-Variantes de I'hémoglobine

Selon la nature des sous-unités, on distingue plusieurs hémoglobines se succédant au cours
de la vie.

L’hémoglobine existe en différentes variantes telles que A, Az, F, Gower I, Gower Il et
portland. Trois ne sont présents que pendant la vie embryonnaire, d'autres sont présents dans des
proportions différentes pendant la vie feetale et adulte (Colombat et al., 2005).

Au cours de I’évolution, le profil des hémoglobines change deux fois (Fig. 7). La premiére
coincide avec le passage de la vie embryonnaire a la vie feetale : € — y et { — aa et a2, La seconde

avec celui de la vie feetale a la vie adulte (ne concerne que les génes non a) : y — B, 6 (Colombat

et al., 2005).

cTe ?airL Mégalobla.ste Macrocys 3 Normocys
Organe ch‘.i" ©“Foie Rawe Moelle osseuse
C
50 x
3

:

Fracton du total
N

(-]

|

des globines produites, %
W
e
|

5
|

2’4

O
] ] ] 1 1 L] ] ] ] 1] ] | |
6_ 12 18 24 30 36 A 6 12 18 24 30 36 42
Age prénatal (semaines) Naissance Age posthatal (semaines)

oa-globine et assimilees
———— [3-globine et assimiléees

Figure 7 : Production des differentes globines chez 'hnomme dans les semaines avant et apreés
la naissance (Couque, 2013).

11-4- Structure des génes de la globine

Les chaines polypeptidiques de type alpha ({ et a) et les chaines polypeptidiques de type
béta (g, v, B et 8) sont codés par les grappes de genes a et B-globine (Fig. 8) situés sur les
chromosomes 16 et 11 respectivement (Polonovski, 1977).

11-5- Hémoglobines normales
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«-globin genes

regulatory ;
) ~_region & o o )
Chromosome 16 m 7) D D.D m
o-LCR

Hemoglobin types

embryo :> fetus ={> adult

5% QY B,
B-LCR

 mamm— € Ye N 3 B
regulatory
, regions

I i

80 kb
B-globin genes

Figure 8 : Structure des génes de la globine (Brian et Staveley, 2003).
Il existe trois hémoglobines normales A, A2 et F. Ces hémoglobines contiennent toutes
deux chaines alpha qui sont couplées a deux autres chaines soit beta, soit delta, soit gamma (Dora
et al., 1989 ; Nelemans et Huisman, 2006).

11-5-1- Hémoglobine A (HbA)

La principale hémoglobine des adultes, représente 95% a 99% du total de I’hémoglobine,
se compose d'une paire chaines polypeptidiques alpha (a) et béta (B) et sa structure est désignée
par 0232 (Dora et al., 1989 ; Nelemans et Huisman 2006).

11-5-2- Hémoglobine Az (HbA?)

Ce type représente 2% a 3% de I’hémoglobine totale, qui est formée d’une paire des chaines

alpha (a)) couplée avec une paire des chaines (8) (Dora et al., 1989 ; Nelemans et Huisman, 2006).
11-5-3- Hémoglobine feetale (HbF)

L’hémoglobine prédominante dans la vie fcetale, contient une paire des chaines alpha (o)
et une paire de chaines gamma (y), elle représente de 80% a 100% a la naissance, puis tombe a des

taux inferieur a 2% a la fin de la premiére année (Dora et al., 1989).

11-6- Hémoglobinopathies

10
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La génétique médicale a permis de définir le nombre de génes codant pour chaque type de
sous unité constituant I’Hb et leur localisation dans le génome. Ces genes peuvent étre le siege
d’anomalie moléculaire, qualitatives et quantitatives responsables de pathologies appelées

hémoglobinopathies (Labie et Elion, 1985).
Les hémoglobinopathies sont classiquement séparées en deux grandes catégories :
11-6-1- Variantes de ’Hb avec anomalie qualitative

C’est la synthése en quantité normale d’une hémoglobine anormale ou avec une chaine
mutante, elles sont aussi composées de deux chaines alpha (o)) normales et de deux chaines beta
(B) présentant une forme de mutation. On connait plus d’une centaine de mutations du gene 03
aboutissant a des hémoglobines anormales, plus ou moins fonctionnelles. Les plus courantes sont
I’hémoglobine C (HbC), ’hémoglobine S Antilles (HbS Antilles), ’hémoglobine D Punjab (HbD
Punjab), I’hémoglobine O Arab (HbO Arab), I’hémoglobine E (HbE) et I’hémoglobine Lepore
(Hb Lepore) (Siguret et Andreux, 1997).

11-6-2- Variantes de ’Hb avec anomalie quantitative

C’est un Défaut quantitatif de production d’une hémoglobine normale, ce qui

correspond a une thalassémie, soit a thalassémie ou 3 thalassémie (Siguret et Andreux, 1997).

Quelques variantes de I’Hb ont la particularité d’associer a la fois un défaut qualitatif et

quantificatif (Siguret et Andreux, 1997).

Des cas plus rares peuvent se présenter, dont le diagnostic est également important pour
le patient, ou I’hémoglobine a une affinité modifiée pour I’oxygéne, hémoglobines instables et Hb

M (Siguret et Andreux, 1997).
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I11- Généralités sur la drépanocytose
111-1- Définition

La drépanocytose, ou anémie falciforme (sickle cell disease) est une hémoglobinopathie
a transmission autosomique récessive. Cette maladie résulte d’une mutation ponctuelle du sixieéme
codon du géne B-globine, I’acide glutamique est remplacé par une valine, conduit a la synthese
d’une hémoglobine anormale qui est I’hémoglobine S. La polymérisation de 1’hémoglobine S a

I”¢état désoxygéné est a 1’origine d’une anémie hémolytique chronique (Lainé, 2004).

La maladie est trés répandue chez la population de race noire (les pays Africains), en
raison des mouvements récents de populations qui caractérisent notre époque, elle existe

aujourd’hui sur tous les continents (Arnal et Girot, 2002).

o

Sk

u\ 8 -

i -

te

Figure 9 : Forme falciforme de globule rouge chez les drépanocytaires
(Jean et al., 2006).

I11-2- Historique
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La premiére description de la drépanocytose est faite par le médecin Américain James
Herrick en 1910. Il est noté la présence des hématies déformées en faucilles (Fig. 9) chez un patient
Jamaicain (Beyeme et Chiabi, 2004).

En 1917, le caractere familial de cette maladie est évoqué par Emmel et en 1927, Hahn
et Gillepsie montrent que la déformation en faucilles des hématies est en rapport avec la

désoxygénation de I’hémoglobine (Beyeme et Chiabi, 2004).

En 1940, Sherman (étudiant a John Hopkin’s Medical School, aux Etats Unis) a suggéré

que la diminution de 1’oxygéne modifie la structure de I’hémoglobine (Beyeme et Chiabi, 2004).

Neel (1947) a présenté le mode de transmission Mendélien des formes homozygote et

hétérozygote de cette maladie (Beyeme et Chiabi, 2004).

En 1949, Linus Pauling et Harvey Itano, ont mis en évidence la présence de
I’hémoglobine S chez les patients drépanocytaires en utilisant la nouvelle technique de séparation

des protéines 1’¢électrophorese (Beyeme et Chiabi, 2004).

La formation d’un gel par I’hémoglobine S concentrée et désoxygénée est mentionnée

par Harris en 1950 (Beyeme et Chiabi, 2004).

En 1956, Vernon Ingram a montré que I’hémoglobine S ne differe de I’hémoglobine A
que par un acide aminé en position 6 de la chaine polypeptidique I’acide glutamique remplacé par

la valine. C’est la premicre maladie génétique dont la structure moléculaire est connue (Beyeme

et Chiabi, 2004).

Messer et Harris (1970) ont étudié les modifications morphologiques des globules
rouges hémoglobine SS (HbSS), ainsi que la diminution de leur déformabilité sous la
désoxygeénation progressive. Leurs travaux ont révelé que la diminution de la déformabilité
apparait avant les modifications morphologiques, ce qui implique une altération de la
déformabilité membranaire des érythrocytes HbSS (Beyeme et Chiabi, 2004).

En 1973, Eaton a montré que la diminution de la déformabilité des globules rouges
HDbSS est liée a la concentration élevée en calcium, qui est 8 fois supérieure a celle des globules
rouges HbAA, Cette hyperconcentration est due a un flux calcique plus élevé a travers la

membrane érythrocytaire (Beyeme et Chiabi, 2004).

En 1984, la premiére transplantation de la moelle osseuse chez un enfant

drépanocytaire conduit a la guérison complete (Beyeme et Chiabi, 2004).
13



111-3- Hémoglobine S (HbS)

L’hémoglobine S est composée de deux
chaines o normales et de deux chaines 3 mutantes, la
mutation de la chaine 3 est ponctuelle (modification
d'une seule paire de bases azotées dans la molécule
d'’ADN), le changement Glu ---» Val, (Fig.11)
produit une diminution de la solubilité de la molécule
(Fig.10), cette moindre solubilité peux expliquer les
déformations si caractéristiques des globules rouges
(hématies falciforme) (Polonovski, 1977).

1 2 3 4
Hb A (chaine B)  Val- His- Leu- Thr-
Hb S (chaine i) Val- His- Leu- Thr-

mutation
ponctuelle a&
EGV ‘
~dansia > %g
p-globine

Hemoglobme A Hemoglobine S

En cas de
manque
d'oxygéne

Généralités sur la drépanocytose

Erythrocyte Erythrocyte
normal en faucille

Figure 10 : Formation des hématies

falciforme
5 6 7(Renaudier, 2004).
Pro- Glu- Glu-
Pro- Val- Glu-

Figure 11 : Mutation sur la chaine 8, I’Hb S de la drépanocytose
(Plonovski, 1977)

La mutation qui produit HbS, portées
par le géne P, est transmise selon le mode

mendélien co-dominant. Lorsque I'un des parents

o scf e o o}

est normal et l'autre hétérozygote pour I'HbS, la
moitié des enfants seront hétérozygotes. Lorsque

les deux parents sont hétérozygotes, 50% des

Parents
AA AS ANA AS Enfants || AAA AIS A/S S/S  Enfants
» »
QVNS”"‘ SIS ﬁ Parents QNS___\ S/C ﬁ Parents
o \\—\ = -~ ‘\\,\
AIS A/S S/S SIS Enfants || AIS AIC SIS S/C Enfants

enfants seront hétérozygotes, 25% seront

homozygotes et 25% normaux (Fig.12).

Figure 12 : Transmission de I’HbS
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(source : www.drepavie.org/drepanocytose).

I11-4- Mécanisme génétiques des hémoglobinose

La plupart des mutations observées a propos des hémoglobines anormales sont des
mutations ponctuelles, I faut néanmoins noter qu’un quart seulement de ces mutations sont
détectées par les moyens couramment utilisés, tel que 1’¢électrophorése de 1’hémoglobine qui ne

met en évidence que des différences de charge électrique (Beyeme et Chiabi, 2004).

La substitution d’un acide aminé par un autre acide aminé de méme charge a de plus
grandes chances de passer inapercue, si la substitution porte sur une zone superficielle de la
molécule de I’hémoglobine celle-ci apparait a 1’électrophorése et par analyse de structure comme
étant normale ; un tel mécanisme a été invoqué pour expliquer certaines thalassémies (Beyeme et
Chiabi, 2004).

111-5- Physiopathologie de la drépanocytose

L’hémoglobine anormale se polymérise lorsque I’oxygénation du sang diminue et elle
se précipite sous forme de cristaux qui déforment I’hématie et lui donnent une forme de faucille
(falciformation) (Renaudier, 2004).

Donc tout facteur de désoxygénation favorise la falciformation comme 1’acidose, la

stase sanguine, la déshydratation, le ralentissement du transit capillaire (Renaudier, 2004).

La falciformation ralentit la microcirculation, obstrue les capillaires et provogue des
thromboses et infarctus, particulierement dans les organes trés vascularisés tels que la rate, les

reins et la moelle osseuse (Renaudier, 2004).

L’hématie ainsi déformée a une durée de vie trés courte ; elle est facilement détruite

d’ou hémolyse et anémie (Renaudier, 2004).

Le systéeme des phagocytes mononuclés est debordé dans la fonction de macrophage par
ces hématies détruites et n’est plus disponible pour la lutte contre les bactéries, qui provoque une

sensibilité du drépanocytaire aux infections (Renaudier, 2004).

En outre, la moelle osseuse, sollicitée a 1’exces pour préparer le déficit en globules

rouges, donne des atteintes des os (Renaudier, 2004).
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IV- Techniques biologiques de détection de la drépanocytose

IV-1- Techniques Hématologique

IV-1- 1- Numération formule sanguine (NFS)

Les anomalies hématologiques de la drépanocytose sont dominées par les signes d’anémie
hémolytique. La formation et la destruction continuelle des drépanocytes sont a 1’origine d’une
anémie héemolytique sévére (Tiendrebeogo, 2013).

C’est un examen biologique simple, standardisé et automatisé permettant de comptabiliser
les différents éléments figurés du sang tels que les plaquettes, les globules rouges et les différentes
catégories de globules blancs (Choquet, 2007).

Actuellement, les appareils utilisés, ayant une grande précision, ils ne font pas que le
comptage des éléments du sang ; ils sont également capables de mesurer le volume et le contenu
en hémoglobine des globules rouges, le volume des plaquettes (Tableau 1), et de signaler les

formes cellulaires anormales (Collection, 2006).

Tableau 1 : Valeurs normales d’un hémogramme

Catégorie 3al0ans Femme Homme
Heématies (millions/mm3) 4,0-5,4 40-5.3 4.2-57
Hémoglobine (g/100 ml) 12.0-14.5 12.5-15.5 14.0-17.0
Hématocrite (%0) 36 - 45 37 - 46 40 - 52
VGM (u3) volume globulaire moyen 74 - 91 80 - 95 80 - 95
TCMH (pg) teneur corpusculaire moyenneen 24 - 27 28 - 32 28 - 32
hémoglobine

CCMH (%) concentration corpusculaire 28 - 33 30-35 30-35
moyenne en hémoglobine

Leucocytes (/mm3x1000) 5000 - 11000 4000 - 10000 4000 - 10000

IV-1-2- Frottis sanguin

Malgré le perfectionnement des analyseurs automatisés d’hématologie destinés a la
réalisation des hémogrammes, l'examen du frottis sanguin au microscope (Fig. 13) reste
indispensable lorsque les données fournies par les appareils sont qualitativement ou
guantitativement anormale, pour mieux distinguer les formes et les tailles des cellules sanguines
(Berdin et al., 2014).

Le frottis sanguin est 1’étalement d’une goutte de sang sur une lame de microscope, afin

d’observer les cellules et de les dénombrer.
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Le frottis préparé doit étre coloré pour visualiser /

certaines cellules qui sont transparentes (Berdin et al., 2014) , / &

IV-1-3- Taux de réticulocyte /

Drépanocyte

La moelle osseuse libére dans la circulation des

globules rouges immatures appelés réticulocytes (Fig.14). Il

s’agit d’une réaction normale a une demande accrue
d’oxygene. La numération des réticulocytes se fait par un

frottis d’une goutte de sang coloré¢, permet de mesurer la

Figure 13 : Aspect des
drépanocytes au frottis sanguin
(Jean et al, 2006)

vitesse approximative de la régénération des globules rouges

par la moelle osseuse. Les réticulocytes représentent 1 % des globules rouges dans le sang d’une

personne en bonne santé. (Cloutier et all, 2014).

W:.»Qt
ACF !Q,

réticulocytes

Figure 14 : Aspect des réticulocytes Figure 15 : Aspect des hématies falciforme
(Jean et al., 2006). (Jean et al., 2006).

1VV-1-4- Test de falciformation

Il a été mis au point en 1917 par Emmel qui a constaté la déformation en faucille des

hématies des sujets atteints de drépanocytose lorsque celles-ci sont placées dans un milieu pauvre

en oxygene (Siguret et Andreux, 1997).

Le test de falciformation ou test d’Emmel est un bon procéd¢ alternatif pour le diagnostic

de la drépanocytose a condition de respecter exactement le mode opératoire.

Son principe consiste a provoquer entre lame et lamelle de microscope la desoxygeénation

(réduction) totale de 1’échantillon de sang a examiner, I’hémoglobine S se polymérise alors sous

forme de cristaux insolubles allongés qui déforment les hématies (Fig.15). Cette déformation est

facilement observée par microscope optique (Balédent, 2000).
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1V-1-5-Test de solubilité réduite ou test d’Itano

Mis au point par Itano, il consiste a mélanger un hémolysat de globules rouges avec un
tampon phosphate concentré en présence d’un réducteur, 1’hydrosulfite de sodium. L’apparition
d’un trouble dans le milieu indique I’existence d’'une Hb anormale HbS ou HbC (Fig.16) que I’on

peut par la suite différencier par centrifugation (Siguret et Andreux, 1997).

Te=t de =alubilit=

Figure 16 : Test de solubilité

(source : erasmeinfo.ulb.ac/globule)

I\V-2-Electrophorése

L’électrophorése est une technique utilisée en biologie pour la séparation et la
caractérisation des molécules chargées dans un champ électrique. La séparation par cette méthode
peut étre effectuée soit selon la charge (état natif des molécules) soit selon la taille moléculaire
(état dénaturant), (Cotton et al 2006).

L’agarose et le polyacrylamide sont les principaux gels utilisés comme support de
séparation dans cette technique. Le rapport poids/volume de polymére/tampon a une grande
influence sur le taux de réticulation, et par conséquent sur le diameétre des pores. Cette propriété
permet a ajuster le diamétre des pores en fonction de la taille des molécules a analyser (Kamoun,
1997).

L'agarose est utilisé a des concentrations de 0,5 % a 2 % (poids/volume). Ce gel permet la
séparation des molécules de trés grande taille, en particulier les acides nucléiques tels que I’ADN
et ’ARN (Audigié et al., 1995).

Le gel du polyacrylamide (ou PAGE pour Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis) est utilisé

a des concentrations de 4 % a 20 % (poids/volume) pour la séparation des molécules de petites
18


http://www.jle.com/fr/recherche/recherche.phtml?dans=auteur&texte=V.+Siguret
http://www.jle.com/fr/recherche/recherche.phtml?dans=auteur&texte=J.-P.+Andreux

Généralités sur la drépanocytose

tailles comme les protéines, les peptides et les fragments des acides nucléiques (Audigié et al.,
1995) .

Le principe de 1’¢électrophorese est basé sur la migration des différents types d’Hb dans un
champ électrique sur un support approprié, en fonction de leur charge électrique et de leur
solubilité. Le sang est prélevé sur anticoagulant et débarrassé du plasma et des leucocytes. Les

globules rouges sont ensuite lysés pour obtenir une solution d’Hb libre (Tiendrebeogo, 2013).

1V-2-1- L’électrophoreése a pH alcalin

L’électrophorése a pH alcalin est une technique largement utilisée, électrophorése sur
support solide (acétate de cellulose ou agarose) et a pH alcalin (pH = 8,6), les hémoglobines sont
chargées négativement et migrent vers ’anode (+), (Fig.18). Si le variant de 1’hémoglobine
présente un acide aminé de surface ayant un résidu qui modifie sa charge, soumis au champ
électrique, il va étre séparé de I’'Hb A. On parle de mutant « rapide » s’il est plus chargé
négativement que I’Hb A et donc migre plus pres de I’anode que I’Hb A, ou de mutant « lent » s’il

est moins chargé négativement et donc migre moins pres de I’anode que I’Hb A.

La coloration avec un colorant protéique (amidoschwarz ou rouge Ponceau) permet une
meilleure visualisation des bandes. Cing grands groupes se distinguent en fonction de leur
migration électrophorétique : A, N, J, S et C (Fig. 1) (Audigié et al., 1995 ; Tiendrebeogo, 2013)

Anode (+)
N -
J = ‘.. . ——
K - ‘ “ —
A
F - — -
S
C
Origine ' 2 3 a s ™ r s ° w " = s

Cathode (-)

Figure 17 : Analyse par électrophorése a pH alcalin (Tiendrebeogo, 2013)

Cette technique permet donc la separation des principales hémoglobines HbA, HbF,
HbS/D/G et HbC/E/O-Arab (Fig.17), Elle est facile a mettre en oeuvre, mais présente
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I’inconvénient de ne pas permettre une quantification fiable des fractions mineures et d’étre peu

résolutive (Couque, 2013).

Profil normal / Normal pattern

96.8% <HbA<97.8% HbA 616 % 5
HbF < 0.5% HoF 1.8 % Hb A
22%<HbA2<32% Hb A HoS 336 %

HbA2 3.0%

Hb S

Hétérozygote AIS
A/S heterozygous

Hb A2 /_/J Hb F A2
A Hb A2 .

2 3
Figure 18 : Profile électrophorétique de I’hémoglobine de déférent cas,
1. profil normal AA ; 2. Hétérozygote AS. 3. homozygote SS: HbS = 95,6 %, HbA2 = 4,4 %
( Tiendrebeogo, 2013)

I\VV-2-2- Electrophorése a pH acide

L’¢lectrophorese sur citrate d’agar a pH 6,2 permet 1’identification des Hb S, D Punjab, C,
E et O Arab. Son inconvénient est qu’il est difficile de doser les fractions anormales ;
L’¢lectrophoréese sur gel d’amidon a pH 6,5 est utilisée pour la détection de I’Hb H (trétramére b4)

ou de I’Hb Barts (tétramere g4) (Kamoun, 1997).
1VV-2-3- Isoélectrofocalisation

Cette méthode d’¢électrophorese mise au point par KOEPKE en 1975 permet la séparation
des différentes fractions d’Hb en fonction de leur point isoélectrique dans un gradient de pH. Dans
ce systéme de gradient la protéine arréte de migrer quand elle arrive a son point isoélectrique (pHi)
ou sa charge nette est nulle. L’isoélectrofocalisation sur gel d’agarose contenant des ampholytes
(pH 6 a4 9) permet une bonne séparation des fractions avec une différence de pHi entre I’HbA et

I’Hb F et entre I’Hb F et I’Hb S (Tiendrebeogo, 2013).

Apres la focalisation, le dosage des fractions s’effectue par densitométrie a 520 nm sans

coloration (Tiendrebeogo, 2013).
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Cette méthode a le meilleur pouvoir de résolution et offre une meilleure séparation des
différentes Hb (normales ou pathologiques). Malheureusement cette technique de pointe n’est pas

souvent disponible dans les pays en développement. (Tiendrebeogo, 2013).

I\V-2-4- Electrophorese capillaire
Il s’agit d’un systéme automatisé qui permet la séparation des hémoglobines normales (A,
F et A2) et la détection des principales hémoglobines anormales (notamment S, C, E et D) et la

quantification des fractions d’hémoglobines (Favier et al, 2012).

IVV-3- Chromatographie en phase liquide haute performance (CLHP) par échange
d'ions

Cette technique permet le dosage des différentes fractions de I’Hb et I’identification d’un
nombre important d’Hémoglobines anormales. Elle permet en particulier le dosage d’HbA2 et
d’HbF, trés utile dans D’interprétation des profils d’Hb pour le diagnostic néonatal de la
drépanocytose (Rouessac et al, 1992 ; Kamoun, 1997).

Le préléevement est injecté dans une colonne de chromatographie remplie par une phase
d’échange d’ions (les billes de silice recouvertes par des groupements acides) (Rouessac et al,
1992).

L’élution est réalisée par un gradient de pH ou par la force ionique. Les protéines sont
éluées selon leurs charges de telle fagon que les protéines les plus chargées négativement sont

éluées en premier (Rouessac et al, 1992).

V- Diagnostic clinique et biologique de la drépanocytose

On distingue deux formes cliniques de la drépanocytose, homozygotes qui possedent
essentiellement de I’Hb S et hétérozygotes dont les globules rouges contiennent plus d’Hb A que
d’Hb S

Les drépanocytaires homozygotes souffrent d’une anémie hémolytique chronique grave

permettant rarement une espérance de vie normale.
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Figure 19 : Quelques complications cliniques de la drépanocytose
a : Syndrome mains gonflées ; b : Syndrome pieds gonflées ; c : Ictére et la paleur ; d : Vaso-occlusions des

hematies
La gélation de I’Hb S a I’intérieur de la cellule a deux conséquences majeures :

- La premiéere est une augmentation de la viscosité du sang, ce qui aboutira a des crises vaso-

occlusives tres douloureuses entrainant des Iésions dans divers organes.

- La deuxieme conduite & une fragilisation de la membrane cellulaire et a une destruction
précoce des cellules, la durée de vie des globules rouges est ramenée a 17 jours contre 120 chez

le sujet normal.
V-1- Diagnostique cliniques de la drépanocytose hétérozygote et homozygote
V-1-1- Aspects cliniques de la drépanocytose hétérozygote Hb A/S

La drépanocytose hétérozygote est une affection cliniquement inapparente (quelques
cas de crises drépanocytaires ont été décrits, a type d’infarctus splénique, dans des situations

extrémes (altitude et exercice physigue intense) (Gerot et al, 2003).
V-1-2- Aspects cliniques de la drépanocytose homozygote Hb S/S

Les signes cliniques principaux de la drépanocytose, sont : la paleur, I’ictére, et les
douleurs osseuses, ils apparaissent quelques mois apres la naissance, (la synthése de I’Hb S débute
quand I’Hb F n’est plus présente dans les GR), Ou parfois plus tardivement, vers 2-4 ans (Zandecki
etal, 2011).

Le syndrome anémique est d’importance variable et la paleur cutanéo-muqueuse peut-

étre modifié par les crises vaso-occlusives.

Diverses circonstances peuvent provoquer les accidents ischémiques aigus, le plus
souvent vaso-occlusifs et douloureux, comme, la déshydratation, 1’acidose, 1’hyperthermie,

I’infection, I’hypoxémie, les troubles ventilatoires, et I’exposition au froid (Zandecki et al, 2011 ;

Polonovski, 1977).

Les complications chroniques a long terme et les accidents ischémiques aboutissent a
des séquelles définitives et diverses altérations sont observables cardiopulmonaires (HTAP),
rénales, endocriniennes (retard de croissance), neuro-sensorielles (cécité, surdité, déficits
moteurs), ostéoarticulaires, L’atrophie splénique est la régle dans la drépanocytose homozygote

Hb S/S, alors qu’une splénomégalie doit faire évoquer une Hb S/ thalassémie (Gerot et al, 2003).
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Les causes majeures de mortalité chez I’enfant drepanocytaire sont la sensibilité accrue
aux infections (notamment pneumocoque et Hemophilus), I’atrophie splénique progressive de la
rate (asplénie vers I’age de 8-10 ans) et 1’érythroblastopénie aigué transitoire suite a une infection
avec parvovirus B19 provoque une absence de régénération médullaire et un syndrome anémique
sévere (Zandecki et al., 2011 ; Polonovski, 1977).

V-2- Diagnostique biologique de la drépanocytose
V-2-1- Drépanocytose hétérozygote Hb A/S

Le diagnostic est réalis¢ surtout lors d'une enquéte familiale, I’hémogramme est normal, et
la morphologie des globules rouge (GR) est normale, avec la présence de quelques cellules
falciformes (Zandecki et al., 2011 ; Baledent, 2000).

Le test de falciformation ou test ’EMMEL présente la falciformation d’une partie des GR,
et le test de solubilité d'ITANO est positif, ’'Hb S est le seule a précipiter en milieu réducteur a
forte concentration saline, la turbidité de la solution est proportionnelle a la quantité d’Hb S
(Zandecki et al., 2011 ; Baledent, 2000).

L’¢électrophorése de 1’hémoglobine montre la présence d’Hb A avec I’Hb S, et le Taux

d’Hb S est inférieur a 45% (Zandecki et al., 2011 ; Baledent, 2000).
Tableau 2 : Taux de I’hémoglobine chez les drépanocytaires hétérozygotes Hb A/S

Types d’Hb Hb A Hb S
Taux en % 55 - 70% 30 - 45%

V-2-2- Drépanocytose homozygote Hb S/S

La drépanocytose homozygote est caractérisée par une anémie progressive apres quelques
mois de la naissance. Les drépanocytes n’apparaissent que vers 6 mois a une année. La NFS
présente une anémie de 7 - 9 g/dl d’Hb, normochrome (CCMH > 31 — 32%), normocytaire (VGM
= 80- 100) et un taux de réticulocytes régénérative. Le frottis sanguin révéle la présence constante
de drépanocytes (GR en forme de faucille) de 5 -15 %, et de 10 - 30 % d’hématies en cible. Le
nombre de leucocytes est normal, ou parfois élevé (polynucléose neutrophile) et les plaquettes de
nombre normal, ou parfois thrombocytose (Zandecki et al., 2011 ; Baledent, 2000).

Le test de solubilité d'ITANO Positif montre la faible solubilité de I'Hb S a I'état

désoxygéne et le test de falciformation déforme la totalitt des GR en drépanocytes.
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L’¢lectrophorése de I’hémoglobine prouve 1’absence de Hb A avec la dominance de I’Hb S
(Zandecki et al., 2011 ; Baledent, 2000).

Tableau 3: Taux de I’hémoglobine chez les drépanocytaires homozygotes Hb S/S

_0% 80 — 95 % 233.4% 1-10%

VI- Diagnostic clinique et biologique de I’association Hb S hétérozygote avec

d’autres hémoglobines

On utilise les données de I’hémogramme et notamment le VGM, dans les situations

abordées ci-dessous le VGM est nettement diminué (sauf pour I’Hb S/C).
VI1-1- Hémoglobinose S et persistance héréditaire de I’Hb feetale (PHHF)

C’est une maladie, asymptomatique ; anémie absente ou discrete (12 — 14 g/dl chez
I’adulte ; VGM microcytositaire). L’aspect de I’électrophorese de I’Hb a la naissance peut évoquer
une drépanocytose homozygote (perturbe le dépistage systématique). le frottis sanguin présente

une microcytose avec hématies en cible, et 1’¢lectrophorése de ’hémoglobine, montre 1’absence

de Hb A avec un taux élevé de I’Hb F (Zandecki et al., 2011 ; Baledent, 2000).

Tableau 4 : Taux de I’hémoglobine selon le type, Hémoglobinose PHHF/S

_0% 30 - 60 % N > 20— 30 %

V1-2-Hémoglobinose S / § thalassémie

Ce sont des manifestations cliniques variables, allant de formes trés sévéres a des
situations quasi asymptomatiques, la splénomégalie est fréquente, a ’opposé de ’Hb S/Souilya

atrophie splénique.
VI1-2-1- Hémoglobinose S / o thalassémie

C’est une maladie souvent sévere, avec splénomégalie, pas de synthése d’Hb A. Le
taux de I’Hb est de 7 & 10 g/dl avec Microcytose (différence avec drépanocytose homozygote)

(Zandecki et al., 2011 ; Baledent, 2000).
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L’absence de drépanocytes (ou trés rares) au frottis sanguin avec de nombreux GR en
larme et des hématies cibles (Zandecki et al., 2011 ; Baledent, 2000).

L’électrophorése de I’Hb montre I’absence de I’Hb A, et les taux d’Hb A2 et Hb F sont

supérieur a la norme notamment I’Hb F (différence avec Hb S/S).

Tableau 5 : Taux de I’hémoglobine selon le type, Hémoglobinose S / Bo thalassémie

_0% >80 % 4 - 6% 5-20%

VI-2-2- Hémoglobinose S / g+ thalassemie

C’est une maladie plus au moins symptomatique, avec splénomégalie, et une synthese

d’Hb A en quantité faible et une anémie modérée (Hb de 10 a 12 g/dl).

L’absence de drépanocytes (ou tres rares) au frottis sanguin avec des nombreux GR en

larme et des hématies cibles.

L’éléctrophorése de I’Hb montre que les taux d’Hb A, et Hb F sont supérieurs aux

normes notamment I’Hb F et la présence de Hb A avec un taux faible (différence avec Hb S/S).

Tableau 6 : Taux de I’hémoglobine selon le type, Hémoglobinose S / B+ thalassémie

_10—30% 60 — 80 % 4 — 6% 5-20%

V1-3- Hémoglobinoses S / a thalassémie

L’association d’une o thalassémie avec une hémoglobinose S diminue la quantité d’HbS
de ’hématie, et diminue sa tendance a se cristalliser. Les malades subissent des crises douloureuses
fréquentes, mais des complications moins nombreuses, absence d’anémie, mais avec microcytose

et hypochromie.
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Tableau 7 : Quantité d’Hb S a 1’électrophorése Hémoglobinoses S / o thalassémie

35-45%

30-35%

20-30 %

tableau de drépanocytose biologiquement
moins franc (pas de drépanocytes)
mais pas de diminution de la sévérité clinique

VI1-4- Hémoglobinose S/C

C’est une maladie drépanocytaire plus modérée avec crises douloureuses moins

fréquentes, mais les complications sont possibles, notamment une perte progressive de la vision a
1’age adulte (rétinopathie) (Zandecki et al, 2011 ; Polonovski, 1977).

Une anémie modérée Hb del0 a 14 g/dl, Microcytose modérée ou absente le VGM est
de 75 a 90 (Polonovski, 1977).

Le frottis sanguin présente des hématies en cible de 30 a50 %, les drépanocytes tres
rares, mais quelques « gros drépanocytes » ou GR en forme de bateau, parfois quelques GR
déformés avec une zone claire sans Hb et une partie dense d’Hb C polymérisée sous forme de

cristaux de forme anguleuse (Zandecki et al, 2011 ; Polonovski, 1977).

L’électrophorese de I’Hb montre la présence de I’Hb C avec un taux proche de ce de

I’Hb S (Zandecki et al., 2011 ; Baledent, 2000).

Tableau 8 : Taux de I’hémoglobine par type, Hémoglobinose S/C

40 -50 % 40 -50 % N N ou

augmentée.
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I-Matériels et méthodes
I-1-Lieu de ’expérimentation

Cette étude est réalisée au niveau de laboratoire central de I’Etablissement Publique
Hospitalier (EPH), Tirichine Brahim, situé a Sidi Abbaz commune de Bounoura wilaya de
Ghardaia.

1-2- Echantillon

Notre étude est effectuée sur 46 patients, qui sont suivis au niveau de I’EPH de Ghardaia.
Les échantillons de sang, sont prélevés sur une période de trois mois (février, mars et avril) de
I’année 2017. Le préléevement peut étre effectué sur du sang capillaire ou sur du sang veineux
recueilli sur EDTA (éthyléne diamine tétra acétique).

I-3- Région d’étude

La wilaya de Ghardaia se situe dans la partie nord Saharienne de 1’Algérie, avec une
population de 450 000 habitants (DPSB, 2015), elle est connue par la présence des mariages
consanguins, qui augmentent par conséquence le pourcentage d’apparition des maladies

héréditaire, dont la drépanocytose.

Numeration formule sanguine
(NFS)

Frottis Taux de Test de Préparation de
sanguin réticilocytes falciformation I'némolysat

L

Figure 20 : Procédure expérimentale des différents essais
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I-4- Prélévement et conservation du sang

Pour mieux interpréter les résultats fournis par les examens effectués, un formulaire

renfermant tous les renseignements des patients, est rempli par leur médecin traitant (annexel).

Tous les examens hématologiques s’effectuent le méme jour de prélévement du sang,
sauf 1’¢lectrophorése de 1’hémoglobine, puisque elle est liée a la collecte d’'un nombre précis
d’échantillons (indiquée sur la plaque de gélose), et qui est 13 échantillons dans notre cas.

Les différentes techniques d’exploration sont réalisées sur sang total EDTA (acide
Ethyléne Diamine Tétra-Acétique), 4ml de sang est recueilli, et peut étre conservé durant 7 jours
a +4°C, et un mois a -20°C (Biomnis, 2012).

I-5- Examens hématologiques
I-5-1- Numérotation de la Formule Sanguine (NFS)
I-5-1-1 Intérét du dosage

Cet examen est le premier a effectué, il est essentiel pour apprécier des perturbations dites
« périphériques » (anémies, augmentation des globules blancs en réponse a une attaque de
I’organisme, probléme des plaquettes...), il est réalisé par un automate du laboratoire Sysmex ou

Mindray.

La numération sanguine consiste a compter les différents éléments cellulaires du sang a

savoir :

- Globules blancs (ou leucocytes),
- Globules rouges (ou hématies)
- Plaquettes sanguines.

Des parameétres liés a ces éléments sont également mesurés pour certains (taux
d’hémoglobine, volume globulaire moyen = VGM) ou calculés (hématocrite, teneur corpusculaire
moyenne en hémoglobine = TCMH, concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine =
CCMH).
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I-5-1-2-Etapes de réalisation

Chaque échantillon est identifi¢ par un numéro mentionné sur le tube, le bon d’examen,
ainsi que les registres d’hématologie et de 1’électrophorése de 1’hémoglobine Chaque tube est
mélangé soigneusement avant I’utilisation pour le rendre homogeéne et le placeé dans le cylindre de

I’automate.

S

= V«'\’.‘ ) 4
> AT 9 s
> | S
5 -'t' )%

ele<Tao ploresE 4!
e

Figure 21 : Etapes de la réalisation de la NFS sur automate
1 : Echantillons du sang total sur tube EDTA
2 : Passage du sang par I’automate

3 : Résultat fournis par ’automate

1-5-2-Frottis sanguin

Le frottis sanguin permet I’observation et 1’évaluation des variations morphologiques des

différentes cellules sanguines (les drépanocytes).
La réalisation d’un frottis sanguin est faite selon les étapes suivantes :

e Chaque lame porte le numéro d’échantillon ;

e Agiter le tube soigneusement pour le rendre homogene ;

o Déposer une gouttelette de sang a I’aide d’une micropipette pres de l'extrémité d'une lame ;

e Metter I'extrémité d'une seconde lame en contact avec la gouttelette et laissez cette derniére
s'incliner également derriére la lame, I'angle entre les deux lames doit étre de 30 a 40
degrés ;

e Etaler vers la gauche dans un mouvement fluide et rapide, le frottis devrait couvrir pres de
la moitié de la lame ;

e Lame séchée pendant 5 a 10 min a ’air libre,
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e Rincage avec le méthanol pour la fixation

e Séchage de la lame pendant 5 a 10 min a I’air libre ;
e Coloration avec MGG (May Grinwald GEIMSA) ;
e Rincage avec de I’eau de robinet ;

e Séchage pendant 5 a 10 min a ’air libre ;

e Observez les frottis au microscope a I’objectif X 100.

3 4
Figure 22 : Etapes de la réalisation d’un frottis sanguin
1 : Mettre une goutte de sang
2 : Etalement de la goutte de sang
3 : Frottis sanguin avant coloration
4 : Frottis sanguin pré a la lecture

1-5-3- Taux de réticulocytes
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La numération des réticulocytes renseigne sur 1’activité érythropoiétique de la moelle

osseuse, (taux de réticulocytes trés éleve chez les drépanocytaires), les étapes de cet examen sont :

e Agiter le tube du sang (EDTA) pour une homogeénéisation ;

e Ajouter dans le tube sec 100 pumol du sang plus 100 umol du colorant bleu de crésyl
brillant ;

e Mettre le tube préparé dans I’étuve pendant 20 minutes ;

e Mettre une goutte du mélange sur une lame ;

e FEtalement de la goutte pour avoir un frottis ;

e Séchage de 5 a 10 min a I’air libre ;

e Lecture au microscope a 1’objectif x100.

1 2 3
Figure 23 : Test de numération de taux de réticulocytes
1 : Préparation des échantillons de sang
2 : Etalement du sang coloré
3 : Lames prétent a la lecture

I1-5-4-Test de falciformation

La Stimulation du manque de I’oxygéne chez les hématies provoque une falciformation

subtotale et facile a observer.
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Le test consiste a mettre une trés petite goutte de sang (environ 5 pl) sur une lame, juste a
cOté mettre une autre goutte environ 4 fois plus épaisse (environ 20 pl) de 1’eau physiologique
(eau avec 9 g/l de sel).

e Mélanger rapidement et soigneusement les deux gouttes ;

e Aspirer environ la moitié du liquide ;

e Couvrir rapidement d’une lamelle sans faire aucune bulle d’air ;

e Recouvrir les 4 bords de lamelle avec de la paraffine pour que I’oxygéne ne puisse pas
pénétrer ;

e Observer au microscope, objectif 40, apres 1 heure puis apres 2 h, 6h et 24 heures.

2 3 4
Figure 24 : Test de falciformation

: Mettre une goutte de sang sur la lame
: Recouvrement de la goutte du sang avec une lamelle
: Recouvrement des bords de lamelle avec de la paraffine

1
2
3
4

: Lames prétes a la lecture

I-6- Electrophorese de ’hémoglobine

L'électrophorese de I'némoglobine analyse les différentes formes d'hémoglobine du sang
(qualitative, et quantitative différentes selon 1’age), pour but de confirmer les examens

hématologiques précédents.
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Pour la mise en place de I'analyse électro phorétique on utilise :

- Echantillons préparés le jour méme « hémolysat ».

- kit de réactifs d’¢électrophorese de ’hémoglobine.

-Automate d’électrophorése Interlab G26.

I-6-1-Préparation de I'hémolysat

D’abord il faut extraire I’hémoglobine contenue a I’intérieur des globules rouges par

I’hémolyse.

1-6-1-1-Lavage des globules rouges

Centrifuger le sang entier a 5000 tr / min pendant 5 minutes ;

Retirer le surnageant ;

Ajouter 2 ml de solution saline dans le tube et agiter doucement les globules rouges en
inclinant le tube ;

Centrifuger a 5000 tr / min pendant 5 minutes et éliminer le surnageant ;

Répétez les étapes jusqu'a que le surnageant semble clair et incolore.

1-6-1-2-La Lyse des globules rouges

Meélanger 50 pl de globules rouges lavés avec 200 pl de réactif de I’hémolyse (Fig.25) ;

Incuber 5 minutes a température ambiante (15 ° C a 30 ° C) avant de distribuer I'némolysat.

1-6-2-kit de réactifs d’électrophorése de I’hémoglobine

contient :

Plaques de gel d'agarose,
Eponges tamponneées (2 piéces),
Solution de I’hémolyse (60 ml),
Colorant bleu acide (500 ml),
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e Solution de lavage pour applicateurs (80 ml),

e Plaques d'échantillons jetables (10 piéces).

4 5 6

Figure 26 : Composants du kit de réactifs d’électrophorése de I’hémoglobine

1 : Plaque de gel d'agarose,

2 : Eponges tamponnées (2 pieces),

3 : Solution de I’hémolyse (60 ml),

4 : Colorant bleu acide (500 ml),

5 : Solution de lavage pour applicateurs (80 ml),

6 : Plagues d'échantillons jetables (10 pieces)

1-6-3-Automate Interlab G26

L'Interlab G26 (Fig. 28 a et b) est un systéme d’¢électrophorese automatisé qui fonctionne,
sur de petites plaques de gel d'agarose soutenu par un film plastique,

Il fonctionne en conjonction avec un ordinateur personnel sur lequel s'exécute un
Logiciel comportant des menus déroulants et des icones intuitives, pour un contréle facile de

I’instrument, de la sélection des méthodes analytiques, et d’évaluation et gestion des données.
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Les petites dimensions des plaques
Permettent de travailler avec de petites quantités de
réactifs et les plaques électrophorétiques sont
automatiqguement scannées par un densitomeétre

intégral.

Figure 27 : Automate de I’¢électrophorése
1-6-3-1-Etapes manuelles d’utilisations de Interlab G26

réservoir de lavage de plaqye  bras robofisé

lecteur de
applicateurs la plaque
Support position du
d’échantillons support de
gel
barre des solution
de lavage
réservoirs
des
colorants
chambre de

migration m
sl . alleve ot

Figure 28 : Accessoires de I’automate de 1’¢électrophorése Interlab G26

I’automate d’électrophorése Interlab G26
On commence d’abord par la Vvérification de niveau du

liquide dans le réservoir de déchets (pour le vider s’il est plein),
LAVAGE

SOLUTION

et que les applicateurs sont dans leurs positions appropriées
(responsables de mettre les échantillons sur la plaque de gel
d’agarose) (Fig.29), puis le remplissage des réservoirs avec les
solutions et les volumes appropriés.
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Le reservoir de solution de coloration « 1 » doit étre rempli
avec une quantité de solution comprise entre le niveau MIN et le
niveau MAX suggére, et le réservoir de solution de décoloration

contient au moins 3 L.

Allumez [I'Interlab G26 et le microordinateur
correspondant, et Utilisez le logiciel Elfolab pour sélectionner le
type danalyse  électrophorétique  (Electrophorése  de

I’hémoglobine).

Matériels et méthodes

DISTILLED
WATER

Figure 29 : Barre de solution de

lavage

Les solutions de lavage pour les applicateurs sont remplies respectivement dans une barre

de solution de lavage :

e Distribuer 6 ml d'eau distillée dans le compartiment "DISTILLED WATER" de la barre

(Fig.29).

e Distribuer 7 ml de solution de lavage pour les applicateurs dans le compartiment

"LAVAGE SOLUTION" de la barre (Fig.29).

Les puits de la plaque des échantillons jetables sont numérotés, grace a une serrure

métallique, on doit respecter I'ordre numeérique lors du remplissage des échantillons, chaque

numéro est associé a un patient selon la feuille de travail d'analyse.

e Placez une plaque des échantillons jetable dans la barre 'SAMPLE' (Fig.30) ;

e Mettez le cadre métallique sur la plaque d'échantillon jetable (Fig.30) ;

e Distribuer 30ul de chaque échantillon dans les puits (Fig.30) ;

e Diffuser les échantillons comme spécifié (Fig.30).

Figure 30 : Placement des échantillons

La chambre de migration doit étre préparée, avec un ensemble de deux éponges

tamponnées jetables, ils doivent étre insérés dans leurs intervalles appropriés.

e Extraire la chambre de migration ;
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e Décoller le film en aluminium de la boite contenant les éponges tamponnées ;
e Insérér les éponges tamponnées dans leurs intervalles appropriés (Fig.31) ;

¢ Installation de la chambre de migration (Fig.31).

La plaque de gel est inséré dans un cadre V ‘~v

appelé « Gel Holder », le support de gel est

ensuite inseré a l'intérieur de l'aire de m /
stationnement de l'instrument, dans le ' //
stationnement approprié. -

e Décoller le film en aluminium de la boite \ ’

contenant la plaque de gel d’agarose,

Figure 32 : Placemment de gel dans le

Faites glisser le gel dans le support (Fig. support

32);

e Il faut s’assurer que la plaque de gel est

correctement et fermement positionnée.

’ ’
|

Figure 33 : Insertion de support de gel en sa
position de départ.
o Insérer le support de gel en sa position

de départ (fig.33).
A la fin, on doit fermer le capot avant,

et utiliser le logiciel Interlab G26 pour
démarrer le processus de démarrage de

I'analyse électrophorétique.

I-6-3-2- Etapes effectuées par
I’automate Interlab G26

Une fois I'analyse démarrée, le
bras robotisé de l'instrument porte le support
de gel et le déplace a la zone d'application,
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Matériels et méthodes

Figure 31 : Placement des éponges tamponnées  puis il utilise ’applicateur pour mettre les
dans la chambre de migration. , . ,
¢chantillons sur la plaque de gel d’agarose,

I’applicateur est ensuite lavé dans la barre de lavage.

Le support de gel est ensuite déplacé vers la zone de migration ou la migration a lieu en

raison du Champ électrique généré par les électrodes et par les éponges tamponnées.

Aprés la migration, le supportde gel est déplacé vers une zone de séchage ou le gel

d'agarose est denaturé.

Apres cette étape, le bras robotique déplace le support de gel dans la zone de coloration,

dans le réservoir rempli avec le colorant bleu acide.

Apreés la coloration, le bras robotique déplace le support de gel a la zone de décoloration,

dans le réservoir qui sera rempli automatiquement avec la solution décolorante.

Apreés la coloration, et le lavage de la plaque, le bras de I'instrument déplace le support de

gel dans la zone de séchage ou la plaque est séchée.

A lafin, le bras déplace le support de gel & la zone de lecture pour la lecture. Toutes
les commandes sont envoyées a l'instrument par les logiciels Elfolab et Interlab G26 qui

fonctionnent sur L'ordinateur personnel.

Le programme Elfolab est consacré aux données des patients et a I'analyse de base de
données de résultats, tandis que le logiciel Interlab G26 est entierement dédié au contrdle de
I’instrument, la sélection de la méthode, le commencement de l'analyse et le suit de ses phases

différentes dans la Fenétres Interlab G26.

40



Résultats et discussions



R 0SUtatS et discussions

I1- Résultats et discussions

L’électrophorése de ’hémoglobine est un examen spécifique, demandé par des médecins

spécialiste, lorsqu’il s’agit d’un doute.

Il a été Constaté, le nombre des patients examinés au niveau de laboratoire est limité, et

cela au cours de I’¢élaboration de notre étude pendent la durée de trois mois.

A cet effet, des patients connus, suivis au niveau de L’ EPH de Ghardaia, ont étaient

convoqués avec leurs familles pour procéder a une enquéte familiale.

Les examens hématologiques et éléctrophorétique effectué sur 46 patients, ont donné un
résultat présenté dans le tableau ci-dessous :

Tableau 9 : Nombre de chague type de patients

Types drépanocytaires Avec autre Pas Total
de hemoglobinopathie d’hémoglobinopathie
e T IS I
Nbr de 18 46
patients
Nbr : Nombre

a thal : a thalassémie hétérozygote
B thal : B thalassémie hétérozygote

Nous remarquons que presque la moitié des patients (20 patients), ne présentent aucune
anomalie de I’hémoglobine, dont deux parmi eux ont une anomalie quantitative (a thalassemie,
et B thalassémie) ; les patients restants (26 patients) sont divisés en deux catégories, 11 patients
drépanocytaires homozygotes, et 15 patients drépanocytaires hétérozygote

Les résultats obtenus sont divisés en quatre groupes, les drépanocytaires homozygotes, les
drépanocytaires hétérozygotes, les patients avec autre hémoglobinopathie et d’autres qui ne

possedent aucune anomalie de I’hémoglobine.
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11-1- Examens hématologiques
Les résultats des examens hématologiques, sont exprimes dans les tableaux suivants :

11-1-1- Patients drépanocytaires homozygotes

Tableau 10 : Patients drépanocytaires Homozygotes

- 14 08.6 Présence Régénérative -+
- 22 09.1 Présence Régénérative oot
- 3 04.8 Présence Régénérative e+
- 39 10.4 Présence Arégénérative +++
- 2 07.4 Présence Régénérative +++
- 18 07.0 Présence Arégénérative +++
- 15 07.3 Présence Régénérative e+
- 25 06.4 Présence Régénérative +++
- 7 (Mois) 10.0 Présence Régénérative +++
- 03 08.3 Présence Régénérative 4+
- 02 06.2 Présence Régénérative +++

I

b : Hémoglobine

Nous constatons que les patients drépanocytaires homozygotes ont une anémie
normochrome, normocytaire plus au moins sévére. Le taux de I’hémoglobine de ces patients est
entre 4.3g/dl et 10 g/dl avec une moyenne de 7.77 g/dl, ces valeurs sont proches a celles trouvées
par Balédent (2000) qui sont entre 6 g/dl et 8 g/dl.

L'examen du frottis sanguin révele la présence d'hématies en forme de "faucille" ou
drépanocytes qui caractérise cette maladie.

Les hématies observées ont une forme allongée avec deux extrémités pointues (Fig.34b2).

Les frottis sanguins des malades drépanocytaires homozygotes présentent un nombre plus
au moins, élevé des hématies de forme de faucille.

Les résultats présentés dans le tableau X, montrent que le taux de réticulocytes est trés
élevé chez les patients drépanocytaires homozygotes (Fig.34bl), et il est régénérative dans la
majorité des cas sauf pour 2 patients ou il est arégénérative. Le taux normal des réticulocytes quel
que soit I'age et le sexe varie entre 25 000 et 75 000 éléments/ mm3 environ. Il renseigne sur la
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production médullaire si il est 25 000 < on parle de I’insuffisance de production (anémie

arégénérative), et si il est 75 000 > excessive (anémie régénérative).

Le test de falciformation permet de confirmer et de détecter de facon spécifique les cellules
falciformes (forme de faucille), Chez les patients drépanocytaires, les hématies prennent
progressivement la forme typique en "faucille”, le tableau indique que tous les tests sont fortement
positifs (Fig.34a).

Figure 34a : Aspect des hématies en test de falciformation sous microscope (x 40)
al : Hématies falciformes ; a2 : Hématies de forme normale

bl b2

Figure 34b : Aspect des hématies sous microscope (x 100)
b1 : Hématies en taux de réticulocytes ; b2 : Hématies en frottis sanguin
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11-1-2- Patients drépanocytaires hétérozygotes

Tableau 11 : Résultats des patients drépanocytaires Hétérozygotes

- 64 09.9 Quelques Régénérative
- 08 11.7 Quelques /
- 44 09.0 Quelques Régénérative
- 04 10.9 Quelques Régénérative
- 10 115 Quelques /
- 11 11.3 Quelques /
- 15 12.2 Quelques /
- 36 12.0 Quelques /
- 40 10.3 Quelques Régénérative
- 29 09.0 Quelques Régénérative
- 50 13.9 Quelques /
- 31 12.1 Quelques /
- 40 10.7 Quelques Régénérative
- 08 11.3 Quelques /
- 07 10.9 Quelques Régénérative

Pour les drépanocytaires hétérozygotes le taux de I’hémoglobine est dans les normes par
rapport a celui des drépanocytaires homozygotes, il varie entre 9,0 g/dl et 13,9 g/dl, avec une

moyenne de 11,33 g/dl, qui est justifié par la présence de I’hémoglobine A normal.

On prenant en considération d’autres causes de la petite baisse de taux de ’hémoglobine
présentés dans le tableau précedent chez certains patients, le taux de I’hémoglobine est considéré
comme étant normal dans la majorité des cas étudiés, dans les autres cas en remarque une anémie

légere.

Chez les patients drépanocytaires hétérozygotes, le nombre des hématies falciformes
observés dans un frottis sanguin est faible.

Le taux de réticulocytes ne s’effectue que dans le cas des anémies, les résultats présentés
dans le tableau, montrent quelque cas d’anémie légére dont leurs taux de réticulocytes est

régénérative.
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Parfois, I’examen du frottis sanguin des patients drépanocytaire hétérozygotes, ne nous
permet pas de bien observer les cellules deformer ; Pour cela, il est nécessaire de réaliser au

laboratoire le test de falciformation en cas de doute d’une maladie drépanocytaire.

Comme il est indiqué dans le tableau 11, les hématies testées par cette méthode, prennent

partiellement la forme en "faucille".

11-1-3- Patients ayant autre hémoglobinopathies

Tableau 12 : Résultats des patients ayant autre hémoglobinopathies

45 119 Absence / Négatif o thalassémie
hétérozygote
41 119 Absence / Négatif B thalassémie
hétérozygote

Le taux de I’hémoglobine indique une anémie 1égére de 11,9 g/dl d’Hb dans les deux cas
d’hémoglobinopathies

A partir du frottis sanguin, nous constatons que la forme des globules rouges est normale,
on remarque la présence des cellules cible (hématies avec un centre blanc), et la diminution du
volume globulaire moyen (VGM).

Le test de falciformation est négatif, aucun changement de forme de globule rouge n’est

remarqué.
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I1-1-4- Patients qui ne présentent pas une pathologie de I’hémoglobine

Tableau 13 : Patients qui ne présentent pas une pathologie d’hémoglobine

Résultats et discussions

>

1 (Mois)

> > > > B > w N

>

A : adulte

RAS : rien a signaler

09.5
10.3
11.7
10.7
12.6
07.9
12.3
11.8
12.8
11.9
045
10.8
11.9
10.8
111
134
08.4
13.0

RAS
RAS
RAS
RAS
RAS
RAS
RAS
RAS
RAS
RAS
RAS
RAS
RAS
RAS
RAS
RAS
RAS
RAS

régénérative
régénérative

/
régénérative

/
régénérative

/

/

/

/
régénérative
régénérative

/
régénérative

/

/
régénérative

/

/
/

/
Négatif
/
Négatif
/

/

/

/
Négatif
Négatif

/

Négatif
/

/
/
/

Dans le tableau 13 des patients qui ne présentent aucune pathologie le taux de

I’hémoglobine varie de 4,5 g/dl a 13,4 g/dl, cette variation peut étre expliquée par la carence du

fer et/ou des vitamines (B9 et B12) ou par un probléme dans I’hématopoicse, ou autres.

Le taux de réticulocyte est régénérative, pour les patients qui représentent une anémie.

Absence des drépanocytes dans Les frottis sanguins et les tests de falciformations (forme

globulaire normale).
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11-2- Electrophorése de I’hémoglobine

Aprés la fin de toutes les phases de 1’¢électrophorése, on récupére 1a plaque finale (Fig 35)

pour la comparaison et les confirmations des résultats données par 1’Interlab G26.

Figure 35 : Plaque préte a la lecture

Le groupe des patients examinés qui ne possédent aucune pathologie de 1’hémoglobine,
ayant profils électrophorétiques normaux (sans anomalie), les taux de I’hémoglobine A, A2 et F

sont dans les normes.

ETABLISSEMENT HOSPITALIER Dr: TIRICHINE BRAHIM 15 Mars 2097

LABORATOIRE CENTRAL DE BIOLOGIE

SI01 ABBAZ GHARDAA

Nom 1D du patient 10
Date de nalssance Age Sexe F Départoment EXT
Indirizzo

Date do essai 15032017
Session 1 Teace ou tracer 10 Fractions 2 Balayer (mm) 47 Gel ia:

Electrdphorése des hémoglobnes
: fl

‘—I ol l
\ J | I
b s = =
Fractions % % normal
97 .4 $4.8-97.8
HbAZ 26 2232

Figure 36a : Profil électrophorétique d’un patient normal (sans hémoglobinopathie)
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Le groupe des deux patients, dont 1’un posséde la 3 thalassémie hétérozygote, avec un profil

¢lectrophorétique caractérisé par une augmentation de I’Hb A2 par rapport a la norme.

ETABLISSEMENT HOSPITALIER Dr: TIRICHINE BRAHIM 15 Mars 2017
LABORATOIRE CENTRAL DE BIOLOGIE
SIDI ABBAZ GHARDAIA

Nom 1D du patient 09

Date deo naissance Age Sexe F Département EXT
Indirizzo

Date de I'essai 150372017
Session 1 Trace ou tracer ° Fractions 2 Balayer (mm) 47 Gel id:

g|ectrophoreée des hémoglobines
[ ]

I
|
. — —  EET e 4
, - | T — S T ST T aTra s — |
Fractions % % normal
HbA 96,2 94,8-97.8
HbA2 3,8 T 2,2- 3.2

Figure 36 b : Profil électrophorétique d’une  thalassémie hétérozygote

Par contre le deuxiéme patient posséde la a thalassémie hétérozygote, représente une
diminution de I’'Hb A2 (voir profil).

ETABLISSEMENT HOSPITALIER Dr: TIRICHINE BRAHIM 16 mMars 2017
LABORATOIRE CENTRAL DE BIOLOGIE
SIDI ABBAZ GHARDAIA

Nom
Date de naissance Age 05 Sexe F
Indirizzo

1D du patient os
Département Mi

Date de I'essai 15/03/2017
Session 1 Trace ou tracer s Fractions 2 Balayer (mm) a7 Gel 1d:

Electroghoresédes hémoglobines

| — &
A = = 1D |

Eased e = =31
Fractions Yo “% normal
HbA 98,2 T 94 ,8-97 .8
HbAZ 1.8 { - 2,2- 3.2

Figure 36 c : Profil électrophorétique d’une a thalassémie hétérozygote
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11-2-1- Patients drépanocytaires homozygotes

Le profil électrophoretique des patients drépanocytaires homozygote, est caractérisé

principalement par 1’absence de I’'Hb A, et la présence des taux ¢€levés de ’Hb S, supérieure a

60%.

ETABLISSEMENT HOSPITALIER Dr: TIRICHINE BRAHIM
LABORATOIRE CENTRAL DE BIOLOGIE
SIDI ABBAZ GHARDAIA

Nom ID du patient 07
Date de naissance Age 25 Sexe F Département MI
Indirizzo

Date de I'essai 15/03/2017
Session 1 Trace ou tracer 7 Fractions 2 Balayer (mm) 47 Gel Id:

Electrophorése des hémoglobines

|

[y
‘ g oLy Se® ATl e ./‘\/—\ oy o e \-«g':‘
Fractions Yo % normal
HbLS 2 97,2 T / Absent
HbA2 2,8 ./ 2,2- 3,2

Figure 36 d : Profil électrophorétique drépanocytoses homozygotes
Le tableau ci-dessous, montre que les taux de I’hémoglobine S des patients drépanocytaires
homozygotes sont trés élevés, et nous orientent vers le dignostic homozygote, ce qui confirme les
résultats hématologique, et les signes clinique.
Le taux de I’hémoglobine S est compris entre 58.1% et 96.2 % (Tableau 14) dont le taux
de 58.1% de patient N° 09 est expliqué par la présence d’Hb F (age inferieur a lans).

Tableau 14 : Taux de I’hémoglobine S chez les patients drépanocytaires homozygote

14

24 03 48 02 18 15 25  07(mois) 03 02

_M F M F F M M F F M F
_73.0 63.4 87.1 857 647 956 96.2 972 58.1 773 719
M : masculin
F : féminin

11-2-2- Patients drépanocytaires hétérozygotes
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Le profil des patients drépanocytaires hétérozygotes affiche la présence de I’Hb S ainsi que
I’Hb A ; le taux de I’Hb S est inférieur a 45%.

ETABLISSEMENT HOSPITALIER Dr: TIRICHINE BRAHIM T 16 Février 2017
LABORATOIRE CENTRAL DE BIOLOGIE
SIDI ABBAZ GHARDAIA

Nom 1D du patient 03
Date de naissance Age 64 Sexe F Département M|
Indirizzo

Date de I'essai  14/06/2017
Session 1 Trace ou tracer 3 Fractions 4 Balayer(mm) 47 Gel Id:

Electrophorése des hémoglobines

| sﬁ
|
[ ‘l

Fractions % % normal
HbA 70,9 L/, 94,8-97,8
HbLS R B T/ Absent
HbLF 0,8 0,0- 2,0

Figure 36 e : Profil eélectrophorétique drépanocytose hétérozygote

Le tableau N° 15 regroupe les patients ayant les taux de I’hémoglobine S inférieur a 41,1%,
classés hétérozygotes, dont on constate 1’absence des symptomes. La drépanocytose hétérozygote
a été détectée en majorité, dans le cadre des examens de 1’enquéte familiale.

Tableau 15 : Taux de I’hémoglobine S chez les patients drépanocytaires hétérozygote

64 08 44 04 10 11 15 36 40 29 50 30 40 08 07

F F F M M F M F F F M F M F M

-27.2 411 323 36.1 39.8 405 394 27.2 337 37.9 404 40.2 39.1 406 40.1

11-3- Caractéristiques générales des patients drépanocytaires
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11-3-1-Répartitions des patients drépanocytaires selon I’age

La figure 41 indique, les différentes tranches d’age des patients drépanocytaires étudiés,

dont 11 patients ont moins de 10 ans, 05 patients del10 a 20 ans, et 10 patients ont plus de 20 ans.

Le pourcentage des drépanocytaires hétérozygote est supérieur a celui des homozygotes.
Dans ce cas on constate :

Les patients homozygotes moins de 10 ans sont supérieur aux patients hétérozygotes
Les patients homozygotes et hétérozygotes, entre 10 ans et 20 ans sont égaux.
La majorité des patients, plus de 20 ans sont hétérozygote (8 patients).

30 26
25
20
5
15

10

Total

9 11
J 6
J Drepa A/S
<10 ans

De 10a 20 ans

Drepa S/S
> 20 ans

Total

M DrepaS/S ™ DrepaA/S mTotal

Figure 37 : Répartition des patients drépanocytaires selon 1’age

On remarque que le nombre des patients drépanocytaires homozygote augmente on
fonction de la diminution d’age qui implique I’absence de sensibilisation, car la maladie est encore

présente avec un taux croissant, et surtout que 1I’enquéte familial est pas obligatoire.

11-3-2- Répartitions des patients drépanocytaires par sexe
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La figure ci-dessous résume la répartition des patients drépanocytaires par sexe, on constate

les nombres de 15 féminins et 11 masculins.

Le sexe feminins porteurs de la drépanocytose est supérieur, au nombre de 15, dont 06

d’entre eux homozygotes.

En ce qui concerne le sexe masculin, on compte un nombre de 11, dont 05 sont
homozygotes.

30
25
20
15

10 Total

masculin

Féminin

Homozygote hétérozygote Total
# Féminin = masculin = Total

Figure 38 : Répartition des patients drépanocytaires par sexe

La transmission de la drépanocytose est somatique récessif, suit la loi de Mandel, et on
remarque que la présence de la maladie soit hétérozygote ou homozygote est plus grande chez les
féminin que les masculin, car dans notre cas et dans le cadre de I’enquéte familial on a remarqué

la réponse et la coopération de sexe féminin plus que le sexe masculin.
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11-3-3- Répartitions des patients drépanocytaires selon I’age et le sexe
La figure 43, résume la répartition de la drépanocytose par tranche d’age et sexe, d’ou on
remarque 05 féminins (03 homozygotes), et 04 patients masculins (02 homozygote) moins de 10

ans, 01 patient féminin hétérozygote, et 05 patients (03 homozygotes) entre 10 et 20 ans, 09

patients féminins (03 homozygotes), et 02 patients hétérozygotes masculin sont supérieur a 20 ans.

Yo}
(o\]

Total

Masculin

<10 ANS L
DE 10 A 20 Feminin

ANS > 20 ANS
TOTAL

B Feminin M Masculin = Total

Figure 39 : Répartition des patients drépanocytaires selon 1’age et le sexe

La drépanocytose est congénitale, affecte a la naissance et reste tout au long de la vie des
patients, on autre elle touche les deux sexes, c’est pour cela qu’on la trouve dans toute les

tranche de société, et elle présente des symptdmes sévere.
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Conclusion

La drépanocytose dans la région de Ghardaia est connue chez certaines familles, elle
consiste la coopération des données de diagnostic clinique et biologique (hématologique et

électrophoretique) pour étre identifiée.

L’¢lectrophorése de I’hémoglobine a pH alcalin est la technique utilisée dans le laboratoire
de ’EPH de Ghardaia.

A travers notre étude, on a observé que le nombre de drépanocytaires s’accroit surtout la
forme hétérozygote.

Les tests NFS présentent une anémie légere pour les drépanocytaires hétérozygotes avec
une moyenne de 11,33 g/dl d’hémoglobine, et une anémie sévére pour les drépanocytaires

hétérozygotes d’une moyenne de taux de I’hémoglobine égale a 7.77 g/dl.

Les Frottis sanguins et les tests de falciformation révelent la présence des drépanocytes, et
le taux de réticulocyte est dans la plupart des cas régénérative, sauf pour quelques patients qui
possedent des problémes de 1’hématopoicse.

L’¢lectrophorese de 1’hémoglobine a confirmé les tests hématologiques, le taux de
I’hémoglobine S est inférieur a 41,1% chez les drépanocytaires hétérozygote, tandis que son

moyen est de 84,3 % pour les drépanocytaires homozygote,

Cependant, d’une part, le diagnostic en laboratoire par électrophorese présente plusieurs
difficultés, surtout en ce qui concerne la collecte du sang et la disponibilité des produits ; d’autre
part, le faible équipement des laboratoires rendent difficile la prise en charge des syndromes

drépanocytaires dans notre wilaya, d’ou la nécessité d’une sensibilisation sur la maladie.
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Fiche de renseignement

L’électrophorése de I’hémoglobine
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Annexe N° : 2

Tube de prélévement sanguin contient
’anticoagulant EDTA Automate Sysmex

: Résultat de la NFS Solution d’hémolyse



