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Phosphoprotein), le test Verify Now ou le temps
d’occlusion plaquettaire...etc.

En théorie, le test idéal permettrait un monitoring ou un
changement du traitement antiagrégant plaquettaire
chez des patients présentant une récurrence
d’événement ischémique ou de prévenir un événement
en dépistant des sujets a risque de mauvaise réponse.

En considérant toutes ces données auxquelles il
faudrait rajouter le polymorphisme génétique des
cytochromes impliqués dans le métabolisme hépatique
du Clopidogrel, nous avons essayé de rechercher une
corrélation entre la résistance biologique par le test
VASP et la récidive des événements ischémiques chez
des patients atteints de SCA traités au Clopidogrele de
I'Ouest Algérien afin de pouvoir utiliser éventuellement
ce test pour réajuster ou changer la thérapeutique
antithrombotique.

Matériels et méthode

Population étudiée

Le recrutement des patients s'est fait entre Avril 2016
et Mai 2018 au niveau des services de cardiologie de
I'Etablissement hospitalo-universitaire et du centre
hospitalo- universitaire d’Oran. Nous avons inclus dans
notre étude les patients agés de 18 ans et plus de
I'Ouest Algérien présentant un SCA ST + ou ST —. Nous
avons exclu les patients perdus de vue ou avec une
numération plaquettaire inférieure a 50 ou supérieure
a 375 G/L ou une numération des globules
rouges inférieure a 1 x 10® ou supérieur a 5,8 x 106
globules rouges/uL ainsi que les échantillons hémolysés
a cause des interférences avec le résultat [4].

Aprés consentement libre et éclairé des patients, 3
échantillons de 5 ml de sang veineux ont été prélevés
chez chaque patient ; le 1¢" sur tube de purge, le 2éme
sur tube contenant du citrate comme anticoagulant
selon les recommandations générales s'appliquant aux
tests courants d’hémostase [5] et le troisiéme sur tube
contenant un anticoagulant 'EDTA. Les échantillons des
malades ont été recueillis 24 a 48h aprés la dose de
charge de Clopidogrel suivie d'une dose d’entretien de
75 mg/jour.

Les patients ont été observés pendant une durée de 1
mois ou jusqu’a apparition d'un événement ischémique
a savoir le décés de cause cardiovasculaire, I'accident
vasculaire cérébral ou la récidive de SCA.

Détermination de I'IRP-VASP

Nous avons utilisé la trousse de dosage Elisa CY-QUANT
VASP/P2Y12 avec microplaque de 96 puits sécables. Ce
test est une étude indirecte du niveau d’agrégation
plaquettaire par mesure du taux dune protéine
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intraplaquettaire  appelée  VASP  (Vasodilatator
Stimulated Phosphoprotein) a I'état phosphorylé [4].

Dans les plaquettes, la mesure du degré de
phosphorylation de la protéine VASP est un bon reflet
du degré dinhibition du récepteur P2Y12 par le
Clopidogrel. L'IRP VASP est calculé par la mesure du
degré de phosphorylation du VASP aprés stimulation
par la PGE1(Prostaglandine E1) et aprés PGE1 + ADP
(adénosine diphosphate) selon la formule suivante :

[s) =DO4-50nm[PGE1]—DO4—50nm[PGE1+ADP]
IRP% D0450nm|[PGE1]-D0450nm|[Blanc] X 100. bo

(Densité Optique).

En pratique, la PGE1 augmente le degré de
phosphorylation du VASP (forme inactive) par
stimulation de I'adenylate cyclase. L'addition d’ADP
stimule la plaquette et réduit la phosphorylation du
VASP (forme active). Un ratio de 100% indique
I'absence compléte d'effet du Clopidogrel alors qu’un
ratio plus bas indique un degré d'inhibition satisfaisant
du récepteur P2Y12 par le Clopidogrel.

Analyse statistique

Les variables quantitatives ont été décrites par leur
moyenne avec erreur standard ainsi que leur médiane
avec étendue. Elles ont été comparées a l'aide de tests
paramétriques.

Les variables qualitatives ont été décrites par des
pourcentages et comparées par le test du Chi2 ou le
test exact de Fisher.

La relation statistique entre les variables
épidémiologiques et cliniques avec la réactivité
plaguettaire a été recherchée par le test de Chi2 et
calcul de 1'0dds Ratio. Le seuil de significativité final a
été choisi a 5%.

L'analyse Kaplan Meier a été réalisée pour comparer la
survie en absence d'événements ischémiques entre 2
groupes définis par I'IRP a la valeur seuil de 50% et un
test du Log Rank a été utilisé pour juger la signification
statistique de la différence entre les 2 groupes.Pour
tous nos calculs nous avons utilisé le Logiciel SPSS
version 20.

59 patients ont été jugés éligibles.3 patients perdus de
vue ont été exclues. Au final notre population d’étude a
été faite de 56 patients dont les caractéristiques de

base et les données cliniques sont données dans le
tableau 1.

En analyse Kaplan Meier, le test du Log Rank n‘a pas
retrouvé de relation statistique significative entre la
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résistance biologique (IRP > a 50%) et la récidive des
événements ischémiques (P=0,160) (Figurel).

41,1 % des patients étaient des mauvais répondeurs
sur le plan biologique alors que 7,1 % seulement du
total des a présenté une récidive d'éveénements
ischémiques a 1 mois.

IRP< & 50%

IRP= a 50%

Survie sans événements
ischémiques

e 1= ] ) o

Temps (Jours)

Figurel: Analyse Kaplan Meier du risque de récidive des évenements
ischémiques en fonction de I’Index de Réactivité Plaquettaire (IRP) VASP a
PEHU d’Oran

Tableau 1 : Caractéristiques de base de la population
d'étude du VASP atteinte de SCA

Age médian a l'inclusion, 57 (51-69)
(25%™_ 75éme percentile)
Critéres clinique au diagnostic, n (%)
e SCAST+ 45 (80,4)
e Altération de Ila Fraction 54 (32,7)
d’Ejection Ventriculaire
Gauche
e Antécédent personnels d'SCA 5 (8,9)

Parmi les facteurs de risque étudiés (Indice de Masse
Corporelle, diabéte, hypertension artérielle, insuffisance
rénale, Tabac, dyslipidémie, antécédents personnels ou
familiaux dIDM), seule I'HTA a eu une relation
statistique significative avec la résistance biologique
(P=0,030) avec un OR= 2,001 IC[1,148 - 3,918].
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A 1 mois et pour une valeur seuil de I'IRP- VASP > a 50,
nous avons calculé la valeur prédictive positive (VPP,
probabilité de récidive d’événement ischémique chez les
patients identifiéss comme ayant une résistance
biologique au Clopidogrel) et la valeur prédictive
négative (VPN, probabilité de ne pas avoir de récidive
d’évenements ischémiques chez les patients identifiés
comme n‘ayant pas de résistance biologique au
Clopidogrel). La VPP a été de 13% et la VPN de 97%.

La mesure de la réponse biologique aux antiagrégants
plaguettaires a connu un important essor depuis ces
derniéres années et particulierement I'évaluation de la
réponse au Clopidogrel. Effectivement la réponse a ces
traitements et plus spécifiquement au Clopidogrel est
variable [6] : un méme traitement produit une inhibition
plaquettaire différente selon les individus, définissant
les bons et les mauvais répondeurs.Nous avons choisi
dans ce travail la mesure de VASP en utilisant la trousse
Elisa CYQUANT/P2Y12.

Ce test est corrélé au test VASP par cytométrie en flux
qui lui méme est corrélé dans certaines études a
I'agrégométrie  considérée comme méthode de
référence [7].

Cette corrélation n'est pas toujours vérifiée. Dans
certaines études, le test VASP retrouve des taux de
«mauvais répondeurs» supérieurs aux autres méthodes
[8]. Il a été ainsi observé que, selon la technique de
fonction plaquettaire pratiquée, le taux de patients
«résistants» variait.

Par exemple, dans I'étude de Gaglia et al, qui a évalué
la résistance au Clopidogrel par 3 tests différents chez
les mémes patients, le taux dhyper réactivité
plaquettaire était de 23% avec I'Agrégométrie optique,
27% avec le test VerifyNow et 39% avec le test VASP.
La corrélation entre I’Agrégométrie optique la plus
prédictive du risque de thrombose en cardiologie et le
test VASP a été modeste [8].

Dans notre étude le taux d’hyperactivité plaquettaire
apres traitement au Clopidogrel a été de 41%.

Cette disparité des résultats entre les différentes études
trouve son explication dans le manque de
standardisation des valeurs seuils utilisées pour
déterminer les «mauvais répondeurs». A ce jour, les
seuils discriminants pour chaque test sont encore sujets
a débat. Aussi, le moment du prélévement a 24h ou
48h ainsi que la dose de charge utilisée 300mg, 600 mg
voire 900 mg dans certaines études sont aussi
importants pour la réactivité plaquettaire.
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Ainsi, I'enthousiasme qui entourait la possibilité de
monitoring du traitement antiagrégant plaquettaire est
retombé aprés la publication des résultats des études
GRAVITAS et ARCTIC. Dans la premiére utilisant une
valeur de PRU > 230 (VerifyNow) pour définir
I'hyperréactivité  plaquettaire sous traitement de
Clopidogrel, il a été démontré qu’une augmentation de
la dose de Clopidogrel chez les patients
hyporépondeurs (75 mg) permettait daméliorer la
réponse au Clopidogrel, sans toutefois diminuer le taux
d’événements cardiovasculaires a six mois ni augmenter
le risque de saignement [9].

La premiére étude randomisée, contrOlée, étudiant
I'utilité du VerifyNow dans la prescription personnalisée
d’'un traitement antiplaquettaire (ARCTIC) en fonction
de la réactivité plaquettaire s'est, elle aussi, avérée
négative [10]. Le taux d'événements cardiovasculaires
fut identique entre les groupes traités de maniére
individualisée selon les résultats du VerifyNow et les
patients traités de maniére conventionnelle, sans
monitoring.

Au terme de notre étude nous avons conclu que la
résistance biologique au Clopidogrel évaluée par le
VASP n'est pas un facteur prédictif de complications
ischémiques chez les patients souffrants de SCA en
dehors des angioplasties.

Cela veut dire qu'il est impossible a I'état actuel des
connaissances de procéder a un réajustement de la
dose du Clopidogrel sur la base d'une résistance
biologique seule détectée par I'étude du VASP.

L'élan qui a touché ce test pendant la derniére décennie
le plagant comme un équivalent de I'INR dans le suivi
thérapeutique du Clopidogrel a été nettement freiné par
I'élaboration de nouvelles molécules telles que le
Ticagrelor et le Prasugrel et aussi par la discordance de
résultats sur la corrélation entre la résistance biologique
et la clinique.
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Introduction : La toxocarose est une Helminthozoonose qui constitue une menace pour la santé publique
dans le monde entier, elle est due a la présence accidentelle dans lI'organisme humain de larves de
Toxocara sp, Nématode des animaux, de la famille des Ascarides.[01] L'infection humaine se fait par
I'ingestion accidentelle d’ceufs embryonnés, principalement présents dans le sol (contaminé par les
déjections de chats et de chiens), par le biais des mains sales ou par les aliments souillés . La situation de la
contamination du sol en Algérie est méconnue.

Matériel et méthodes : Dans cette étude nous avons évalué la fréquence des sols et des crottes
contaminées (bacs a sable et parcs publics, plages) par les ceufs de 7oxocara sp, en tenant compte de leur
localisations (urbaines, semi urbaines, rurales) dans la wilaya d'Alger.

Pour cela nous avons réalisé 312 prélévements de I'environnement (224 prélévements de sol, 14 de gazon
et 74 de crottes de chats et de chiens).

L'extraction des ceufs a partir du sol ou du gazon, ont été faites selon le protocole d'analyse (Mohsen
Ghomashlooyan et al et I'analyse des crottes par 'examen direct a I'eau physiologique et concentration par
la technique de Ritchi simplifiée.

Résultats : Sur les 312 prélévements réalisés, 43 prélévements sont revenus positifs, soit 13,78%. Parmi
ces prélévements positifs ; 27 sont des prélévements de sol, 2 prélévements de gazon et 14 préleévements
de crottes.

Conclusion : la Toxocarose reste une helminthozoonose trés répandue et le risque de contamination est
élevée, d'ou l'intérét de I'éducation sanitaire pour minimiser son incidence.

Mots clés : Toxocara, (Eufs,Contamination ,Sol,Rural, Urbain, Alger.

Introduction: Toxocarosis is a Helminthozoonosis that poses a threat to public health worldwide, it is due to the
accidental presence in the human organism of larvae of 7oxocara sp, Nematode of the animals, of the family Ascarides.
[01] Human infection is by accidental ingestion of embryonated eggs, mainly presentin the soil (contaminated with cat

26


http://www/
http://www/
mailto:hmruo@mdn.dz

Revue Médicale de ’'HMRUO BEKHOUCHE et Col

and dog droppings) through dirty hands or contaminated food. [02] The situation of soil contamination in Algeria is
unknown.

Material and method: In this study we evaluated the frequency of soils and droppings contaminated (sandboxes and
public parks, beaches) by the eggs of 7oxocara sp, taking into account their locations (urban, semi-urban, rural). in the
wilaya of Algiers. For this we carried out 312 samples of the environment (224 samples of soil, 14 of grass and 74 of cat
and dog droppings).

Egg extraction from the ground or from the turf was done according to the analysis protocol (Mohsen Ghomashlooyan,
et al, Iran; 2015).And the analysis of droppings by direct examination with physiological water and concentration by the
simplified Ritchi technique.

Results: Of the 312 samples taken, 43 samples returned positive, or 13.78%. Among these positive samples; 27 are soil
samples, 2 turf samples and 14 droppings samples.

Conclusion: Toxocarosis remains a highly answered helminthozoonosis, and the risk of contamination is high, hence the
interest of health education to minimize its incidence.

Key words: Toxocara, Eggs, Contamination, Soil, Rural, Urban, Algiers.
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monde ont été publiées dont la contamination du sol,
gazon, et les animaux domestiques (chats et chiens).

Evaluer la fréquence des sols contaminées (bacs a sable
et parcs publics, plages) par les ceufs de Toxocara sp,
en tenant compte de leur localisations (urbaines, semi
urbaine, rurales).

Matériels et méthode

Introduction

La toxocarose humaine est une zoonose due a
I'infestation par les larves de 7oxocara canis et de T.
cati, les parasites nématodes les plus largement
répandus chez les canidés et les félidés. Elle peut
atteindre une prévalence élevée en raison du grand
nombre d'ceufs excrétés et leur grande résistance aux
conditions extérieurs [01]. L'infection humaine se fait
par ingestion accidentelle d'ceufs embryonnés,
principalement présents dans le sol [02]. Les larves

migrent vers le foie, les poumons, le tissu nerveux et
les muscles. Le tableau clinique dépend de la
localisation et de la charge [03].

Les enfants sont le groupe social le plus a risque en
raison de leurs activités de récréation, le manque
d'hygiéne et des relations étroites avec des animaux
[04].

La situation de la contamination du sol en Algérie est
méconnue. En revanche plusieurs études dans le

Zone d’étude : est représentée par la région d’Alger
(zones urbaines, zones semi urbaines, zones rurales,
plages)

Nature des prélevements :

Les prélevements ont été réalisés dans les jardins, les
parcs, les bacs a sables, les plages et tous les endroits
susceptibles d'étre un endroit délimination des ceufs et
au méme temps une source de contamination pour
'homme.

Figure 1 : carte de la wilaya d’Alger montrant les différentes zones prélevées

QRégion centre : Bouzareah, Hydra,  Hussein Dey, Bir Mourad Rais, El Harrach. , oRégion ouest :

Zeralda, Staouali, Chéraga, Ouled Fayet, Draria, Birtouta. Région est : Baraki, Les Eucalyptus, Dar El Beida,
Rouaiba, Ain Taya.
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Les prélévements réalisés a la recherche des ceufs de

Toxocara sp sont :

e prélevement du sol et du sable dans les zones
programmeées pour le prélévement.

e préléevement des crottes des chiens et des chats
dans les différentes zones (si elles existent).

o préléevement des crottes des chiens domestiques
aprés un contact avec un club de dressage des
chiens.

e le gazon.

Matériel biologique :

Pour I'étude de la contamination extérieure, trois types
de prélévements ont été réalisés :

Sol : des échantillons de 100 g de sable ont été
recueillis a cing points différents, I'una l'autre et chaque
bord dans le centre de la zone, a une profondeur
d'environ 5 cm en dessous de la surface du sol, pour un
total de 500 g.

Gazon : pour les emplacements avec herbe, leur
longueur totale a été divisée en cing points
équidistants, une & chaque bord et I'autre en centre.A
chaque point, un morceau de gazon (20 cm x 10 cm) a
été prélevé.

Crottes de chiens et de chats : prélevement dans
des boites en plastique, il doit étre traité le méme jour,
sinon il doit étre conservé dans le formol ou congelé a-
20°C dans unepériode qui ne dépasse pas 3 jours.

Etiquetage :

Il est important d'étre clair, précis et constant lors de
I'étiquetage des échantillons. Il faut s'assurer que tous
les échantillons soient correctement étiquetés a tout
moment.

Traitement des prélévements de sol :

Les échantillons de terre\sable ont été traités par
flottation au Sulfate de Magnésium selon la
méthode décrite par Quinn et al. (1980) [05].

C'est une technique physique pour la concentration des
ceufs légers, basé sur :

-la différence de densité entre la solution saturée en
Sulfate Magnésium et les ceufs de 7oxocara sp.

-la propriété de ces ceufs d'adhérer au verre. (CEufs de
Toxocara sp dans la (figure 02 )

T
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Figure 2 : (Eufs deToxocara sp
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Un nombre minimal de 5 ceufs par 25 g de terre permet
une détection certaine de la contamination. Pour des
doses inférieures, la mise en évidence des ceufs est
encore possible mais aléatoire.

Traitement des prélévements de gazon :

Les échantillons de gazon ont été traités par la
technigue de sédimentation a Il'eau (water-
sédimentation) [05] :

sédiment a été analysé a I'aide d’un microscope optique
[05] (ceufs de Toxocara sp dans la figure 02)

Traitement de prélévement de crottes :

Tous les échantillons de matiéres fécales ont été traités
par une technique de concentration diphasique. Au
niveau de notre laboratoire on a utilisé la technique de
Ritchie simplifiée. Consiste a mettre les selles en
présence de 2 phases non miscibles : une aqueuse

(formol) et une organique (éther).

En plus de I'action dissolvante de I'éther, la mise en jeu
de deux phases non miscibles réalise pour chaque
élément fécal un coefficient de partage dont la valeur
dépend de sa balance hydrophile (formol a 10%)
/lipophile (éther) permettant ainsi de concentrer les
éléments fécaux dans le culot (phase aqueuse) (ceufs
de Toxocara sp dans la figure 02)

Cette technique permet de concentrer les ceufs
d'helminthes, et des kystes de protozoaires.Sur la
région d’Alger et dans les différents endroits on a
effectué plusieurs prélévements de tous leurs types
pour élargir I'échantillon de notre étude sur les
différentes sources de contamination, on a ciblé
essentiellement le sol vu sa grande implication dans
I'infestation ; il représente 71% de nos prélévements.
On a effectué également des prélévements de crottes
(chiens et de chats) 23.7% et gazon 4.5%. (Tableau I)

Le nombre de prélévements selon leurs types, régions
et zones de prélevement, sont représentés dans les
tableaux suivants (tableaux I, II, 1III, 1IV).

Figure 3 : Chien devant les habitations.
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Tableau I : Prélevements de I'environnement et leurs positivités selon leurs types dans la wilaya d’Alger.

Type de prelevement Nombre
Sol 224
Gazon 14
Crottes (Chiens/Chats) 74
Total 312

%o Positifs
71.8 27
4.5 2
23.7 14
100 43 (13.79%)

Tableau II : Prélévements de I'environnement et leurs positivités selon la région de prélevement.

Région Ouest/Positifs
Sol 82/11
Gazon 4/1
Crottes (Chiens/Chats) 26/5
Total 112/17

% 35.9%/5.4%

30.8%/3.5%

Centre/Positifs Est/Positifs Total/Positifs
69/7 73/9 224/27
7/1 3/0 14/2
20/3 28/6 74/14
96/11 104/15 312/43

33.3%/4.5% 100%/13.79%

Tableau III : Prélévements de I'environnement et leurs positivités selon la zone de prélevement dans la wilaya d’Alger.

Nombre prelevements

Urbaines 75
Semi-Urbaines 118
Rurales 90
Plages 29
Total 312

% Positifs Négatifs
24.0 11/12.2% 54/87.8%
37.8 14/11.9% 102/88.1%
28.8 14/18.6% 76/81.4%
9.3 04/13.8% 25/86.2%
100 43/13.79% 269/86.21%

Tableau 1V : Contamination de I'environnement par Toxocara sp selon les endroits de prélevement.

Positifs %
Publique 16 12.3
Péri-domicilaire 23 15.0
Plage 04 13.8
Total 43

Parmi les maladies d’origine animale, la toxocarose est
I'une des principales infections parasitaires les plus
répandues dans le monde. En Algérie et au Maghreb en
général, aucune étude n‘a été publiée, pour donner la
vraie image de I'ampleur de cette maladie dans notre
région.
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Négatifs % Total
114 87.7 130
130 85.0 153
25 86.2 29
269 312

C'est dans ce sens qu'on a jugé utile de faire une
enquéte dans lalgérois sur I'environnement pour
évaluer le risque environnemental de cette maladie
insidieuse. Les prélevements de l'environnement, ont
été traité a la recherche d'ceufs de T7oxocara.sp, 43
prélévements sont revenus positif avec présence d'ceufs
de Toxocara sp (13,78%). Dans le tableau(V)
récapitulatif sur les études de prévalence.
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Tableau V : Tableau comparatif de la contamination de I'environnement par Toxocara sp .

Pays

Iran

Supérieures
Turquie
Philippines
Portugal
Pologne

Proches Irak

Iran

Iran
Inférieures
Iran

Cette étude nous a permis de définir le composant de
I'environnement le plus impliqué dans linfestation de
I'hnomme et de I'animal par les ceufs de Toxocara sp, 43
prélevements sont revenus positifs (13.79%), parmi eux
14/74 prélevements de crottes positifs (19% des
prélevements de crottes). A Ankara (Turquie) en
2015 ; des ceufs de Toxocara ont été retrouvés dans
5% et 13% des matiéres fécales de chiens et de
chats,autres ceufs retrouvés dans les crottes Toxascaris
leonina , Dicrocoelium sp, Taenia sp,les autres sur les
poils Fasciola sp., Taenia sp., Dipylidium caninum
Toxascaris leonina , Dicrocoelium [14].

Pour le gazon, 14,28% des prélevements étaient
positifs (2/14). Ce taux est proche du résultat trouvé en
Baltimore, Maryland, USA ; 14/93(15%)
prélevements d’herbes étaient positifs [11], largement
inférieur a celui retrouvé a Maringa (Brésil) en 2012,
sur 10 prélevements de gazon en péri domicile, et aux
parcs publiques et écoles 5 étaient positifs (50%) [02].

Les différentes régions ont étés classées selon plusieurs
critéres (nombre d’habitants, Infrastructure ...), en 03
zones (urbaine, semi-urbaine, rurale).

Les prélévements au niveau des zones semi-urbaines
représentent la plus grande partie (118 prélévements),
dont le taux de contamination est le plus bas (11,86%),
la zone qui a donné le plus grand taux de
contamination est la zone rurale (18.86%), alors que le
taux de contamination en zone urbaine est de
(12,22%). Dans une étude en Pologne, les ceufs étaient
plus fréquents (p <0,0001) dans les zones urbaines que

Ville Prévalence référence
Khorramabad 22,2%
Téhéran 38,7%
Abadan 29,2% [06]
Ispahan 28,6%
30,6% [07]
Los Banos 43% [08]
Lisbonne 63,30% [09]
14,9% [10]
15,50% [07]
Téhéran _et de 16% [06]
Qazvin
Urmia 7,8%
[07]
Shiraz 6,3%
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dans les petites les villes. Dans les zones rurales, la
contamination était plus faible que dans les zones
urbaines (p = 0,0112), ce qui correspond a notre
étude, sans prendre en considération les taux de
contamination [10].

Entre 1994 et 2013 dans toute la Pologne, La
distribution des ceufs de Toxocara sp dans le sol / les
sables de lieux publics, parcs urbains et terrains de jeux
dans 07 sites, 14/280(5%) des échantillons étaient
positifs et pour les parcs ruraux et terrains de jeux 03
sites, 9/117 (7,7%) des échantillons positifs. Ces taux
sont inférieurs a ceux retrouvés dans notre étude [10].

Avant de faire un prélevement il faut vérifier
I'emplacement, s'il est devant les habitations (bac a
sables des cités et résidences..) ou éloigné des
habitations mais fréquentés surtout par les enfants.

Ce paramétre est pris en considération pour évaluer le
risque de contamination devant les maisons, dont la
fréquentation est chaque jour.16/130 (12,30%) des
prélevements dans les endroits publics étaient positifs,
23/153 (15%) des prélévements péri-domiciliaires
étaient positifs, et 4/29(13,8%) des prélévements au
niveau des plages étaient positifs.

Ce taux est inférieur au taux retrouvés en
Iran(Isfahan) 2014, sur 28 parcs publics 28,6% des
échantillons prélevés (140échantillons) étaient positifs
[7], au Kansas USA 20,6% [11] , au Maringa,
brésil a 100% [02]. Une étude menée aux Pays-Bas,
en Flandre voising, a démontré La contamination par
Toxocara.sp dans environ 50% des bacs a sable
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publics1990 [13]. Aux Etats-Unis et en Europe
occidentale, le taux de contamination des sols des parcs
et des espaces publics est compris entre 10% et 30%
[15]. En Lisbonne, Portugal (2018) 50,0% des parcs
(6/12) étaient contaminés par des ceufs de Toxocara sp
[09].

Ils sont proches de ceux retrouvés en
Belgique(Merelbeke) en 2015, dont 14% des bacs a
sable publics, étaient contaminés [13].

Pour la contamination du péri-domicile, notre résultat
est proche de celui retrouvé a Maringd au Brésil ; ou
17/90 (18,9%) des péri-domiciles sont contaminés, ces
prélévements sont composés de sables de gazon et
d’herbes [02]. Ce taux est supérieur a celui retrouvé en
Belgique (Merelbeke) 2% des bacs a sable des jardins

BEKHOUCHE et Col

d'enfants, en Espagne (16%) (Dado et al, 2012), en
République Tchéque (12%) (Dubna et al, 2007), en
Estonie (4%) (Talvik et al, 2006) et en Slovaquie (7%)
(Papajova et al, 2014) [13], aux USA (Baltmore,
Maryland) ; 11% (16/146) des échantillons des arriéres
cours prélevés [11]. II est inférieur aux taux retrouvés
au Portugal (Lisbonne) en 2018 ; 85,7% [09], en
Pologne (Poznan) en 2002 ; 30,5% [10]. Aux
Philippines (Los Banos, Laguna) en 2013 :33% des
cours arriére étaient contaminées. [08]

La contamination des plages est trés variable de 1,2%
en Espagne a 97,5% en Gréce [07]. En Pologne, 1994 -
2013, sur 04 plages prélevées 2/138 échantillons
positifs (1.3 %) [10].

Tableau V : Tableau comparatif de la contamination de I'environnement par Toxocara sp.

Pays Ville Prévalence Référence

Brésil (chiens) Maringa 29,3% [02]
Supérieures

Philippines (Chats et chiens) Baios et Laguna 53% [08]

USA (Chats et chiens) Maryland (Baltimore) 12,82% [11]
Proches

Iran (chiens) Téhéran 10,7%-18,7% [07]

Portugal (Chats et chiens) Lisbonne 5,9% [09]
Inférieures USA (chats et chiens) Shiraz 1,62 et 4,03 [12]

Belgique Merelbek 12% [13]

Le risque de contamination de I'étre humain et surtout
les enfants par les ceufs de 7oxocara sp reste assez
élevé en tenant compte de leur dispersion importante
et leur résistance dans le milieu extérieur.

Par conséquent, les mesures de prévention, en
particulier pour les enfants, doivent étre mises en
ceuvre. En outre, il peut étre suggéré de limiter I'accés
des chats et des chiens dans les parcs et les plages, ou
au minimum diminuer le nombre d’animaux errants.
L'éducation de la santé publique peut étre utile pour
prévenir ou réduire la toxocarose humaine transmise
par le sol.
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Résumeé :

Le type 2 de la maladie de Von Willebrand (MW) regroupe les variants caractérisés par |'existence d'un
facteur Von Willebrand (VWF) qualitativement anormal ; il en existe quatre grands sous-types. Notre étude
a été réalisée au niveau du service d'hémobiologie du CHU d’Oran portant sur des patients adressés des
services d’hématologie et de pédiatrie de I'ouest Algérien.

Pour chaque patient nous avons réalisé des tests de dépistage (incluant un hémogramme, un Temps de
Quick TQ, Temps de Céphaline Activateur TCA et dosage du Fibrinogéne) et des tests spécifiques (incluant
un dosage du FVIIIc, dosage de I'activité du facteur Von Willebrand cofacteur de la ristocetine VWF:Rco, un
dosage du facteur Von Willebrand antigene VWF:Ag et un dosage immunoenzymatique de la capacité de
liaison du facteur Willebrand au collagéne VWF:CB.

Le teste de liaison du Von Willebrand facteur au facteur VIII (VWF:FVIIIB) ou le test d'activation
plaquettaire a faible dose de ristocetine (RIPA) sont rajoutés en cas de suspicion de type 2N ou 2B
réspectivement. Au total, 32 patients ont été diagnostiqués, dont 20 hommes et 12 femmes, la moyenne
d'age est de 26.3 ans.

Le type 2A représente 44% (14) suivi du type 2M 28% (9), le type 2B 15.5% (5) et enfin le type 2N 12.5%.
Les ecchymoses et les épistaxis sont les signes cliniques les plus fréquemment décrits par les patients.
L'existence d’un allongement isolé du TCA ou d'une thrombopénie et méme un bilan de dépistage sans
particularités mais avec une forte histoire hémorragique personnelle ou familiale (score hémorragique > 3)
justifie la réalisation des tests spécifiques (FVIIIC, VWF:RCo, VWF:Ag, VWF:CB).

Le diagnostic et la classification du type 2 de la MW est trés important pour une prise en charge
thérapeutique optimale des patients qui est variable en fonction du sous type.

Mots clés : Maladie de Von Willebrand, Type 2 A, Type 2B, Type 2M, Type 2N, Algérie.

Summary. I

Type 2 Von Willebrand disease characterized by the existence of a qualitatively abnormal Von Willebrand
factor (VWF); there are four subtypes. Our Study was conduct at the level of the Haemobiology department
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of the Oran University hospital the patients was referred from the hematology and pediatrics departments
of western Algeria.

For each patient that we have performed screening tests (including a blood count, a prothrombin time PT,
Activated partial thromboplastin time APTT and Fibrinogen assay) and specific tests (including a FVIIIc
assay, Von Willebrand co-factor of ristocetin VWF:Rco, an assay of factor Von Willebrand antigen VWF:Ag
and an immunoenzymatic assay of the capacity of binding of factor Willebrand to collagen VWF: CB.

The test of binding of factor Von Willebrand to factor VIII (VWF: FVIIIB) or the low dose ristocetin platelet
activation test (RIPA) are added in case of type 2N or 2B suspicion respectively. A total of 32 patients were
diagnosed including 20 men and 12 women, the average of age is 26.3 years, type 2A represents 44% (14)
followed by type 2M 28% (9), type 2B 15.5% (5) and finally type 2N 12.5% (4). Bruises and epistaxis are
the most frequent clinical signs.

The existence of an isolated prolongation of the APTT or thrombocytopenia and even a screening test
without particularity but with a strong personal or family haemorrhagic history (haemorrhagic score > 3)
justifies the performance of specific tests (FVIIIC, VWF: RCo, VWF: Ag, VWF: CB). The diagnosis and
classification of type 2 of WM is very important for a price in optimal therapeutic load of patients which is
variable depending on the subtype.

Keywords: Von Willebrand Factor, Type 2 A, Type 2B, Type 2M, Type 2N, Algérie

© 2020. HMRUO. MDN | Tous Droits Réservé

Introduction _ Une large gamme d'examens est nécessaire et

indispensable pour le diagnostic et la classification du

Le type 2 de la maladie de Von Willebrand (MW) type 2 de la MW, les criteres diagnostiques sont
regroupe les variants caractérisés par I'existence d'un nombreux et font réguliérement I'objet de nouvelles
facteur Von Willebrand (VWF) qualitativement anormal ; recommandations.

il en existe quatre grands sous-types.
Afin d'améliorer et faciliter le dépistage et la prise en

Le type 2A est le premier variant moléculaire identifié charge thérapeutique adaptée aux patients atteints de
dans la littérature avec une diminution de I'affinité du la MW dans I'Ouest Algérien, nous avons établi a notre
VWEF pour les plaquettes, lié a I'absence des multimeres niveau une stratégie diagnostique pour le type 2 avec
de haut poids moléculaire (HPM). des criteres bien  définis basés sur les

recommandations internationales actuelles et les
Il existe en fait quatre sous-types : IIA, IIC, IID et IIE, données de la littérature.

le sous-type IIA étant de loin les plus fréquents [1]. Les

variants de type 2B sont caractérisés par une Méthodologie : _

augmentation de Iaffinité du VWF pour la GpIb

plaquettaire. Les anomalies moléculaires responsables Etude réalisée au niveau du service d’hémobiologie du

sont situées au niveau du domaine Al. Elles modifient la CHU dOran. 1l s‘agit d'une étude descriptive

conformation du VWF en augmentant I'accessibilité de rétrospective de cing ans (janvier 2008 a décembre

son site de liaison a la GplIb [2]. 2012) et prospective de 4 ans et demi (janvier 2013 a
juin 2017) portant sur des patients adressés des

Les variants de type 2M sont caractérisés par une services d’hématologie et de pédiatrie de I'ouest

diminution de la liaison du VWF aux plaquettes, non liée Algérien.

a la perte des multimeres de HPM. Ils sont associés a

des mutations du domaine Al [3]. Le critére d'inclusion est la présence d'une histoire
hémorragique documentée personnelle et/ou familiale

Le type 2N ou variant "Normandie" est caractérisé par significative.

une diminution de I'affinité du VWF pour le FVIIL. Le

phénotype des patients est plus proche dune Les Critéres de diagnostic : [5, 6, 7]

hémophilie A mineure que des autres formes de la Maladie de Von Willebrand type 2A :

VWD. En effet, il existe un déficit en FVIII, alors que les

taux de VWF sont normaux [4]. Critére 1: Histoire personnelle ou familiale de

saignement (score hémorragique positif > 3).
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Critére 2 : VWF:Rco < 30% aprés deux déterminations.
Critére 3 : VWF:CB/VWF:Ag < 0.6.

Critére 4 : VWF:Rco/VWF:Ag < 0.6.

Critére 5 : FVIIIC /VWF Ag > 0.6.

Maladie de Von Willebrand type 2B :

Crittre 1: Histoire personnelle ou familiale de
saignement (score hémorragique positif > 3).

Critére 2 : VWF:Rco < 30% aprés deux déterminations
(souvent de thrombopénie entre 75-100 G/L).

Critére 3 : VWF:CB/VWF:Ag < 0.6

Critére 4 : VWF:Rco/VWF:Ag < 0.6

Critére 5 : FVIIIC /VWF Ag > 0.6

Critére 6 : Test du RIPA positif.

Critére 7 : Exclure un pseudo-Willebrand plaquettaire.

Maladie de Von Willebrand type 2M :

Crittre 1: Histoire personnelle ou familiale de
saignement (score hémorragique positif > 3).

Critére 2 : VWF:Rco < 30% aprés deux déterminations.
Critére 3 : VWF:CB/VWF:Ag > 0.6

Critére 4 : VWF:Rco/VWF:Ag < 0.6

Critére 5 : FVIIIC /VWF Ag > 0.6

Maladie de Von Willebrand type 2N :
Critére 1 : Diminution du FVIIIC.

Critére 2 : Diminution du VWF:VIIIB.
Critére 3 : VWF : Rco/VWF : Ag > 0.6
Critére 4 : FVIIIC /VWF Ag < 0.5.

Les antécédents personnels hémorragiques des patients
sont quantifiés par un questionnaire standardisé, celui
proposé et validé par la société internationale
d’hémostase et thrombose (ISTH-BAT) qui liste tous les
symptomes hémorragiques et nous permet de calculer
pour chaque patient un score hémorragique qui varie
entre 0 (pas de saignement spontané, pas d’hémorragie
apres chirurgie, extraction dentaire et accouchement) et
52 (saignement grave et important nécessitant une
transfusion pour chaque symptome du
questionnaire)[8].

Pour chaque patient, nous avons réalisé des tests de
dépistage (incluant un hémogramme, un Temps de
Quick TQ, Temps de Céphaline Activateur TCA et
dosage du Fibrinogéne) et des tests spécifiques qui
inclut un dosage chronométrique du FVIIIc par méthode
en un temps sur automate STA compact, dosage de
I'activité du facteur Von Willebrand cofacteur de la
ristocetine VWF:Rco par technique d'agglutination sur
lame de SIEMENS, un dosage du facteur Von Willebrand
antigéne VWF:Ag par méthode immunologique basée
sur la turbidimétrie sur automate STA compact et un
dosage immunoenzymatique de la capacité de liaison du
facteur Willebrand au collagéne VWF:CB de STAGO.

Le test de liaison du Von Willebrand facteur au facteur
VIII (VWF:FVIIIB) ou le test d’activation plaquettaire a
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faible dose de ristocetine (RIPA) sont rajoutés en cas
de suspicion de type 2N ou 2B respectivement.

Notre laboratoire participe a un programme
international de controle externe de qualité : IEQAS
(International External Quality Assessement Scheme)
sous le parrainage de la fédération mondiale de
I'némophilie et cela depuis 2011 (qui inclus le TQ, TCA,
le dosage du FVIIIC, le dosage du VWF:RCO et le

dosage du VWF:AQg).

Au total, 32 patients ont été diagnostiqués dont 20
hommes et 12 femmes avec un sex ratio H/F de 1.67,
la moyenne d'age est de 26.3 ans avec des extrémes
de 68 ans et 2 ans.

Résultats

Les antécédents familiaux sont présents chez 50% des
patients contre 47% pour la consanguinité.

Le type 2A représente 44% (14) suivit du type 2M
28% (9), le type 2B 15.5% (5) et enfin le type 2N
12.5% (4).

Fréquence des signes cliniques dans les
différents MW types 2 :

Les ecchymoses et les epistaxis sont les signes
cliniques les plus fréquemment décrits par les patients
de type 2, les hémorragies buccales et les extractions
dentaires hémorragiques sont plus fréquentes dans le
type 2M et 2N (tableau 1).

Tableau 1 : Fréquence des signes cliniques dans les différents
types 2 de la maladie de Von Willebrand.

Type Type Type Type p
2A 2B 2M 2N (signification
(%) (%) (%) (%) statistique)

Ecchymose 85 100 56 100 0.36
Epistaxis 71 60 67 75 0.785
Hémorragie

214 10 36.90 37.5 0.322
buccal
Hémorragie
apres 14.3 40 0 25 0.507
coupure
Hémorragie
apres 14.3 20 0 0 0.257
chirurgie
Circoncision 214 0 11.11 0 <0.0005
Extraction
dentaire 2143 40 55.56 75 0.123
hémorragique
Ménorragie 42.85 20 33.33 0 0.024
Hématome 7.15 0 2222 25 0.005
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Résultats du bilan de dépistage dans la MW type
2 : On retrouve une différence significative entre les
valeurs moyennes du taux de plaquettes entre les
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différents
(tableau 2).

sous types 2 de la VWD (2A, 2B, 2 M, 2N)

Tableau 2 : Résultats du bilan de dépistage (TP, TCA, Fibrinogéne, Plaquettes et taux d’hémoglobine).

TP (%)
Moyenne 94.98 97
Maximum 10 10
Minimum 80 85
Ecart type 8.47 6.70

98 88.33

100 100 0.35
90 78

4 11.06

Fibrinogéne (g/I)

Moyenne 2.9 2.67
e 3.98 3.78
T 2.33 2.27
Ecart type 0.48 0.63

3.14 3.27
3.87 3.78 0.399
2.55 2.65
0.59 0.57

Hémoglobine (g/1)

Moyenne 11.95 13.86
Maximum e =
Minimum e 8
Ecart type 1.81 2.54

12 12.86

15.6 14.7 0.395
8.8 11.3

2.9 1.71

Résultats des tests spécifiques et
spécialisés dans le type 2: On retrouve une
différence significative entre les valeurs moyennes du

VWF:RCo, VWF:Ag, FVIIIc, VWF:CB, TCA, VWF:CB
/VWF:Ag et FVIIIc /VWF:Ag entre les différents sous
types 2 de la VWD (2A, 2B, 2 M, 2N) (tableau 3).
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Tableau 3 : Résultats des tests spécifiques et spécialisés.

VWEF:RCo (%)
Moyenne (Ecart type)  20.85 (10.83)  35.72 (15.02) 16.66 (8) 44.72 (20.29)
Maximum 42 58.4 25 71 0.002

Minimum 8 21 4 21

FVIIIc (%)

Moyenne (Ecart type) 60.57 (43.54) 96 (54.2) 30.11 (16.12) 13.50 (8.66)
Maximum 135 206 58 25 0.011
Minimum 6 48 13 4

Bleeding Score

Moyenne (Ecart type) 6.71 (2.19) 5.6 (2.60) 5.89 (2.31) 7 (2.7)
Maximum 11 10 10 11 0.686
Minimum 3 3 4 5

FVIIIc /VWF:Ag

Moyenne (Ecart type) 1.10 (0.53) 1.11 (0.37) 0.93 (0.75) 0.17 (0.09)

Maximum 1.91 1.63 2.78 0.26 0.045
Minimum 0.2 0.67 0.35 0.06

Comparaison entre les moyennes du VWF:RCo, On ne retrouve aucune différence significative entre la
VWF:Ag, FVIII, VWF:CB et le score moyenne des valeurs du VWF:RCo, VWF:Ag, FVIIIc,
hémorragique des sujets de groupe sanguin O et VWF:CB, et le score hémorragique entre les sujets de
non O chez les patients de type 2: groupe sanguin O et non O (tableau 4).
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Tableau 4 : Comparaison entre les moyennes du VWF:RCo, VWF:Ag, FVIIIc, VWF:CB et le score hemorragique des sujets de groupe

sanguin O et Non O.

VWF:RCo (%)
Moyenne 26.9
Maximum 71
Minimum 4
Ecart type 15.47

22.18
58.4

p=0.272

14.97

FVIIIc (%)

Moyenne 53.89
Maximum 135
Minimum 6
Ecart type 43.38

Score hémorragique

Moyenne 6.68
Maximum 11
Minimum 3
Ecart type 2.51

48.38
206

p = 0.701

50.51

5.85
10

3
1.91

p =0.141

On ne retrouve aucune différence significative entre la
moyenne des valeurs du VWF:RCo, VWF:Ag, FVIIIc,
VWF:CB, et le score hémorragique entre les sujets de
groupe sanguin O et non O.

Notre démarche diagnostique est basée sur une série de
tests de dépistage (TCA, TQ, fibrinogene et taux de
plaquette) réalisés a chaque fois que le score
hemorragique est > 3 avec ou sans histoire
hémorragique familiale, suivis par des tests spécifiques
de premiere ligne (VWF:RCo, VWF:Ag, FVIII et
VWEF:CB) et complétés par un VWF:VIIIB ou un RIPA.

Discussion

L'existence d'un allongement isolé du TCA ou dune
thrombopénie et méme un bilan de dépistage sans
particularités mais avec une forte histoire hémorragique

personnelle ou familiale (score hémorragique = 3)
justifie la réalisation des tests spécifiques (FVIIIC,
VWF:RCo, VWF:Ag, VWF:CB).

Le VWF: CB détecte I'absence des multiméres de
hauts poids moléculaires mieux que le VWF: RCo[9],
pour cette raison nous avons choisis d'inclure le
VWF:CB comme test de premiére ligne pour compléter
le dosage de I'activité VWF:RCo et augmenter la force
du dépistage. En effet |"etude de Favaloro et al 2017
démontre que si les laboratoires n'utilisent pas le
VWF: CB, alors le type 2M continuera a étre sous
diagnostiqué ou mal diagnostiqué comme étant un
type 2A ou type 1 [10].

Baronciani et al recommandent également I'utilisation
du VWF: CB comme test de diagnostic en plus du
VWEF:RCo et VWF:Ag pour distinguer non seulement le
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type 2A du type 2M mais aussi le type 2A du type 2B et
recommande de l'utiliser comme test de dépistage des
patients avec anomalie de I'némostase primaire[11].

Le mode de transmission du le type 2 peut étre
dominant ou récessif ce qui expligue que les
antécédents familiaux et la consanguinité sont présents
que dans la moitié des cas.

Dans notre échantillon de patients type 2, la moyenne
d’age de diagnostic est de 26.3 ans, cette moyenne est
expliquée par la fréquence de formes modérées, le sex
ratio H/F est de 1.67 mais cette prédominance
masculine est expliquée par la taille de I'échantillon en
plus la MW est transmission ou dominante et non liée
au sexe ce qui explique aussi le taux de consanguinité
et la notion dantécédents familiaux qui sont
respectivement de 47% et 50%.

Les signes cliniques les plus fréquents chez nos patients
sont les ecchymoses et épistaxis contrairement a I'étude
de Federici [12] qui ne décrit que les epistaxis comme
signe prédominant dans le type 2.

On retrouve dans notre étude une différence
significative entre les valeurs moyennes du taux de
plaquettes entre les différents types 2 (2A, 2B, 2 M, 2N)
p < 0.0005. En effet, le type 2B s'accompagne tres
souvent d’'une thrombopénie qui peut étre trés sévére.
Pour le reste du bilan standard les résultats ne montrent
pas une différence entre les types de VWD.

Dans notre étude, les taux de VWF: RCo et VWF: Ag
sont plus bas dans les types 2A et 2M que dans les
types 2N et 2B (respectivement p = 0.002, p =0.007).
En effet, les taux plasmatiques du VWF: RCo et VWF:
Ag sont normaux dans le type 2N et peuvent étre
normaux dans le type 2B contrairement aux types 2 A
et 2M.

Nous avons constaté que le Le taux de FVIIIc est plus
bas dans le type 2N (moyenne de 13.5% et p = 0.011)
qui peut se confondre avec une hémophilie A.

Dans notre étude, le taux de VWF:CB est plus bas dans
le type 2B et 2A (moyenne 20% et 28.4%
respectivement, p = 0.008). Ce test est particulierement
sensible aux multiméres de haut poids moléculaire qui
font défaut dans ces deux types de VWD.

Dans notre étude, les sous types 2 présentent
quantitativement un risque hémorragique trés proche.
La moyenne du score hémorragique varie de 5 a 7 entre
les différents sous types 2 sans différence significative
(p = 0.686).

La valeur moyenne du ratio VWF:RCo/VWF:Ag est
sensiblement identique entre les différents type 2 (p =
0.721) qui est en réalité un critere diagnostic commun
des type 2.
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Le ratio FVIIIc /VWF:Ag est plus bas dans le type 2N
(p = 0.045) et reflete I'anomalie de liaison entre le
VWEF et le FVIIL.Le ratio VWF:CB/VWF:Ag est plus bas
dans les types 2A et 2B (p < 0.0005) ce qui permet de
les distinguer du type 2M.II n‘existe pas de différence
significative entre les patients type 2 de groupe
sanguin O ou non O quelque soit le test considéré (p >
0.05).

Nous avons diagnostiqués un patient dont le profil
biologique atypique mérite d'étre décrit, ce patient né
de parents consanguins chez qui on retrouve un BS de
7 une diminution du VWF:CB < 30% et une
thrombopénie sévére qui rend la réalisation du test
RIPA impossible. Nous avons conclu a un type 2B.
Dans la littérature un nouveau type 2B mutant du géne
du VWF (R1308L, 3923G > T) caractérisé par une
liaison défectueuse au collagéne démontré par la
détermination du VWF: CB alors que tous les autres
tests d’exploration du VWF sont normaux [13] et les
mutations homozygote p.Pro 1337Leu et p.Arg854GIn
de I'exon 28 du geéne du VWF expriment un type 2B
qui s'accompagne d’une thrombopénie sévere < 20
G/L qui rend la réalisation du RIPA impossible[14].

Il est clair que le diagnostic et la classification du type
2 de la MW est trés important pour une prise en
charge thérapeutique optimale des patients qui est
variable en fonction du sous type, mais aussi pour la
préparation des études de biologie moléculaire puisque
chaque sous type 2 correspond a un domaine de
mutation différent. La caractérisation et la classification
du type 2 de la MW se base sur une une démarche
claire qui permet de hiérarchiser les tests pour
augmenter la spécificité et la sensibilité de Ila
démarche diagnostique. L'exemple type de la difficulté
de classification du type 2 de la MW est la la mutation
R1374C VWF, cette mutation se présente sous
différents phénotypes et a été décrite dans 23 familles
classées en type 1, 2A, 2M mais finalement, elle est
classée comme type non défini dans le registre MW de
la Société International d’Hémostase et Thrombose

(ISTH) [3].

Willebrand et maladie de

Conclusion
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Résumeé : I —

Introduction : L'hémorragie variqueuse représente une complication grave de la cirrhose du foie, c’est un
tournant évolutif dans la maladie et sa survenue modifie considérablement le pronostic. L'élévation des taux
antigéniques du facteur de Von Willebrand dans cette maladie a été largement documentée mais la question
qui demeure sans réponse, c'est sa valeur clinique et pronostique notamment dans la prédiction des
décompensations hémorragiques.

Objectifs : Etudier I'association entre les taux antigéniques du facteur de Von Willebrand et la survenue des
hémorragies variqueuses chez les patients cirrhotiques et évaluer I'intérét de ce marqueur dans la prédiction
de cette complication.

Résultats : FEtude prospective réalisée sur 145 patients cirrhotiques, au niveau du laboratoire
d’hémobiologie de I'HMRUO en collaboration avec le service d’hépato-gastro-entérologie. Nous avons
constaté une différence statistiquement significative entre les taux du VWF-Ag chez les patients présentant
un saignement variqueux par rapport aux patients indemnes 405% [IC : 363 — 447 %] contre 299% [IC :
273 — 326 %] respectivement (p = 0,0003). La valeur seuil de 278% pour le VWF-Ag permet de
diagnostiquer et prédire le saignement variqueux, avec une sensibilité de 96,7% et une spécificité de 86,4%
une VPP de 78,4% et une VPN de 98,1%.

Conclusion : Le facteur de Von Willebrand pourrait étre un marqueur de choix pour le suivi des patients
cirrhotiques et dans le diagnostic et la prédiction des hémorragies variqueuses. C’'est un marqueur non
invasif facilement réalisable, reproductible et peu couteux. Ces résultats devront tout de méme étre
confirmés et validés a travers d’autres études multicentriques portant sur des échantillons plus grands.

Mots clés : Facteur de Von Willebrand, Hémorragies variqueuses, Cirrhose du foie.
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Summary: I

Introduction: Variceal bleeding represents a serious complication of liver cirrhosis, it is an evolutionary
turning point in the disease and its occurrence considerably modifies the prognosis. Increased levels of Von
Willebrand factor has been widely documented, but the question that remains unanswered is its clinical and
prognostic value, particularly in predicting hemorrhagic decompensations.

Objectives: To study the association between the Von Willebrand factor antigenic levels and the occurrence
of variceal haemorrhage in cirrhotic patients and to evaluate the interest of this marker in the prediction of
this complication.

Results: Prospective study carried out on 145 cirrhotic patients, at laboratory of biological hematology in
collaboration with the department of hepato-gastroenterology. We found a statistically significant difference
between VWF-Ag levels in patients with varicose bleeding compared to uninjured patients 405% [CI: 363 -
447%)] versus 299% [CI: 273 - 326%] respectively (p = 0.0003). The cut-off value of 278% for VWF-Ag
makes it possible to diagnose and predict variceal bleeding, with a sensitivity of 96.7% and a specificity of
86.4%, a VPP of 78.4% and a NPV of 98.1 %.

Conclusion: Von Willebrand factor could be a marker of choice for the follow-up of cirrhotic patients and in
the diagnosis and prediction of variceal haemorrhages. It is a non-invasive marker, easily produced,
reproducible and inexpensive. These results will still need to be confirmed and validated through other
multicenter studies involving larger samples.

Keywords: Von Willebrand Factor, Variceal bleeding, Liver cirrhosis.
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Introduction — Au cours de la cirrhose, il existe une dysfonction

endothéliale responsable d'anomalies de la réactivité

L'hémorragie variqueuse est une source majeure de vasculaire participant a I'hypertension portale en
mortalité chez les patients cirrhotiques souffrant majorant la résistance vasculaire intrahépatique au flux
d'hypertension  portale [1]. Cette complication portal. Tout ceci est & I'origine d'une augmentation des
représente  la  finalité d'évolution des varices taux du facteur de Von Willebrand qui n’est pas due
cesogastriques qui sont présentes chez 50% a 60% des uniquement a la diminution des taux de 'ADAMTS 13,
patients cirrhotiques. L'histoire naturelle de la cirrhose mais aussi a cause du dysfonctionnement de la cellule
du foie montre que 30% des patients connaitront un endothéliale et & I'etat de stress inflammatoire [3].
épisode d'hémorragie variqueuse dans I'année suivant De ce fait le facteur de Von Willebrand semble étre un
le diagnostic de varices [2]. L'endoscopie s'est réveélée marqueur indirect de I'hypertension portale et de ses
étre un outil puissant pour la détermination des risques complications, son augmentation est liée & l'aggravation
de saignement, en mettant en évidence les grosses de I'hypertension portale et de la cirrhose.

varices, les signes rouges, et la gastropathie

d’hypertension portale. Les études ont montré que les “ ili

grosses varices sont plus susceptibles de saigner que

les petites. Evaluer les performances diagnostiques du Facteur de
Von Willebrand dans la prédiction du saignement
Ce constat ajouté au fait que la cirrhose du foie soit d'origine variqueux chez les patients cirrhotiques.

une maladie progressivement évolutive qui demeure

longtemps pas ou peu symptomatique, impose aux ‘ii.'ilﬁli st méthode
cliniciens de procéder a une surveillance périodique

systématique de I'hypertension portale pour en Cadre type et population de I'étude :

apprécier I'évolutivité et dépister la survenue de cette

complication, car I'hypertension portale est l'un des Il s'agit d’une étude prospective a visée diagnostique
acteurs principaux de cette maladie. En conséquence, menée sur une population de patients cirrhotiques
un suivi rigoureux de I'HTP est crucial pour que les ayant fait des événements de rupture de varices
patients puissent étre traités rapidement. Une cesophagiennes. Le groupe 1 étudié: patients
démarche thérapeutique adéquate aide a prévenir les cirrhotiques ayant fait cette complication.

complications liées a I'HTP principalement.

42



Revue Médicale de 'HMRUO

Le groupe 2 était un groupe contrble c'est a dire
indemne de cette complication. Tous les patients
présentant des pathologies susceptibles d’entrainer des
perturbations du VWF-Ag ont été exclus de I'étude, en
I'occurrence : maladie de Von Willebrand, cancers,
infections, insuffisances rénales, insuffisances cardio-
pulmonaires.

Dosage du facteur de Von Willebrand :

Il s'agit d'un dosage immunologique permettant de
mesurer la  concentration en protéine VWF
indépendamment de son état fonctionnel et de son
degré de multimérisation. Pour le dosage du VWF-Ag,
nous avons fait appel a deux techniques de dosage :
Technigue immuno-turbidimétrigue (LIATEST) sur STA
Compact max.

Ce dosage est basé sur I'augmentation de la turbidité
d’une suspension de microparticules de latex mesurée
par photométrie.

Nous avons procéder a une modification du protocole
de dosage (dilution des plasmas testés) et ceci pour les
échantillons dont le taux de VWF-Ag est supérieur a
300%, afin d'eviter l'effet crochet conduisant a une
sous-estimation du taux.

Technique ELISA (ELFA) sur VIDAS. Ce test combine
une méthode ELISA sandwich utilisant des anticorps
monoclonaux anti-VWF et une lecture finale de
fluorescence [5].

La fibroscopie oeso-gastro-duodénale :

Le test de référence utilisé pour mettre en évidence
une rupture des varices oesophagiennes était la
fibroscopie oeso-gastro-duodénale qui a été réalisée
chez tous les patients ayant été inclus dans I'étude.

Analyse statistique :

Les variables quantitatives ont été décrites par la
moyenne, lintervalle de confiance a 95%. Pour la
comparaison des moyennes du VWF-Ag entre les
groupes nous avons utilisé le test paramétrique de
Student. Les variables qualitatives ont été décrites par
le pourcentage.

Les courbes de ROC ont permis de générer des valeurs
seuils permettant de diagnostiquer cette complication
avec la meilleure sensibilité et la meilleure spécificité.

Analyse statistique :

Les variables quantitatives ont été décrites par la
moyenne, lintervalle de confiance a 95%. Pour la
comparaison des moyennes du VWF-Ag entre les
groupes nous avons utilisé le test paramétrique de
Student. Les variables qualitatives ont été décrites par
le pourcentage.

Les courbes de ROC ont permis de générer des valeurs
seuils permettant de diagnostiquer cette complication
avec la meilleure sensibilité et la meilleure spécificité.
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clinique de Ila

Résultats

Profil épidémiologique et
population d’étude :

145 patients cirrhotiques ont été inclus dans I'étude.
Ces patients ont été classés en fonction de critéres
d'évaluation évidents et validés par les sociétés
savantes : stade de la cirrhose, présence et absence
des décompensations et les scores MELD et Child Pugh.

L'age moyen était de 58 ans, le sexe ration de 1.04. Les
étiologies virales HCV et HBV représentaient la moitié
de la population d'étude. La cirrhose était compensée
dans 35% des cas. 39% des patients avaient un score
Child Pugh A, 42% Child Pugh B et 19% Child Pugh C.

Les décompensations observées dans cette population
étaient : I'ascite dans 51% des cas et I'encéphalopathie
hépatique dans 8.1% des cas. Enfin 20.7% des patients
avaient présentés un saignement d'origine variqueux.
Les caractéristiques épidémiologiques et cliniques de la
population d'étude sont récapitulées dans le (Tableau
1).

Age Moyenne : 58 ans,
IC: [56 - 61 ans].

Sexe Sexe ratio H/F = 1.04.

Etiologies Virales : 50.3%,

Statut de la cirrhose

Non virales : 49.7%.
Compensée : 35.2%,
Décompensée : 64.8%.

Score Child Pugh CPA : 39%,
CPB : 42%,
CPC: 19%.
Score MELD Moyenne : 14,
IC:[12.9-15.03].
RUPVO 20.7%
Ascite 51%
EH 8.3%
Valeur diagnostique du VWF-Ag pour Ila

prédiction du saignement variqueux :

Les valeurs du facteur de Von Willebrand dosé par les
deux techniques étaient concordantes et étaient dans
les deux cas, largement au-dessus des valeurs
normales. En comparant les valeurs du VWF-Ag entre le
groupe 1 et le groupe 2, nous avons constaté une
différence statistiquement significative, (p=0.0003). Le
VWF-Ag était significativement plus élevé en présence
de la décompensation hémorragique par rapport aux
patients exemptés de cette complication (Tableau 2 et
Figure N°1).
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Tableau 2 : Résultats du dosage du VWF-Ag dans la population d’étude et les deux groupes.

Moyenne
Dans la population d’étude
LIATEST (STA) 316.6%
ELFA (VIDAS) 321.3%
Dans les deux groupes
Présence d’hémorragies variqueuses 299%
Absence d’hémorragies variqueuses 405%

U‘IB
| |
RUPVO - RUPVO +
Figure 1 : Valeurs du VWF-Ag exprimées en fonction de la de
RUPVO.
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Figure 2 : La courbe de ROC du VWF-Ag dans le diagnostic de
la rupture des VO.

Nous avons essayé par la suite de mettre cette
association a I'épreuve pour obtenir des données plus
tangibles et de plus pratiques.
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[IC 95%]
292 - 341%
V.N : 50 -160%
297 - 345%
273 -326% L
Ratio x =1.35
P =0.0003
363-447%

L'étude de la courbe de ROC a permis d'étudier la
valeur diagnostique du VWF-Ag. Avec une AUC de
0.753 et un p < 0.0001, la valeur seuil de 285% pour le
VWF-Ag était la plus discriminante. Elle permettait de
diagnostiquer un saignement d’origine variqueux avec
une sensibilité de 96.67% et une spécificité de 56.52%,
une VPP de 37.1% et une VPN de 98.5%.

Donc nous avons un test extrémement sensible mais
pas assez spécifique. Ce test peut étre utilisé comme
paramétre d’exclusion (Figure 2).

E. .
Dans notre étude, nous avons constaté que
I'augmentation des taux du VWF-Ag était en corrélation
avec le risque accru de saignement des varices
cesophagiennes, car il est significativement plus élevé
chez les patients atteints de saignement, il est donc un
prédicteur significatif de saignement. Ce test a un
apport diagnostic fort dans I'exclusion de la RUPVO,
trés sensible mais pas assez spécifique. Ces données
montrent que le VWF-Ag peut étre utilisé comme un
excellent test d'exclusion du saignement variqueux mais
pas pour son diagnostic.

L'association que nous avons trouvé dans notre étude
vient rejoindre les données publiées par un certain
nombre de checheurs notamment , Mandorfer qui a
trouvé que l'augmentation du VWF-Ag était associée a
un rsique de survenue des hemorragies variqueuses ,
chaque augmentation de 10% pour le taux du VWF-Ag
était associée a un O.R de 1.07 [95% CI:1-1.14]; P =
0.049, de survenue d'une rupture des varices
oesophagiennes [6].

Les résultats trouvés par La Mura étaient prometteurs
en dépit du fait que la taille de I'echantillon était faible,
ces données ont encouragé dautres chercheurs a
continuer sur le fil [7].

Dans l'etude égyptienne de AbdelMaksoud, I'élévation
du VWF-Ag était en parfaite corrélation avec
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I'aggravation de I'hypertension portale et la survenue
des hémorragies variqueuses [8].

Cette constatation a pu étre confirmée dans une autre
étude publiée en 2019, I'étude d’'Ibrahim dans laquelle
I'auteur rapporte que les niveaux du VWF-Ag étaient
plus élevés chez les patients présentant des
saignements variqueux par rapport aux patients sans
saignement variqueux (P <0,001). A des niveaux d'au
moins 100,1 ng / ml et d'au moins 0,732, le VEF
pourrait prédire les saignements variqueux avec une
sensibilité et une spécificité de 92 et 99,9% pour le VEF
(aire sous la courbe = 0,982), Les niveaux de VEF
étaient corrélés positivement avec I'cesophage grade
varices [9].

Tout ceci trouve son explication a I'échelle moléculaire,
car l'antigéne du facteur Von Willebrand est libéré en
grandes quantités par les cellules endothéliales
activées.

Ces cellules sont activées du fait de I'état de
dysfonctionnement causé par la fibrose hépatique,
I'hypertension portale et enfin I'état de stress
inflammatoire qui caractérise cette pathologie [10].

Par ailleurs il est admis que I'endothélium joue un role
crucial dans de nombreuses maladies vasculaires et le
dysfonctionnement endothélial est une composante
fondamentale de l'augmentation du tonus vasculaire
hépatique des foies cirrhotiques.

Par ailleurs, la présence de mécanismes thrombogenes
dans le foie cirrhotique pourrait é&tre un mécanisme
sous-jacent pour la progression de [I'hypertension
portale et la survenue de complications chez les
patients atteints de cirrhose.

Plusieurs études ont prouvé que le VWF-Ag est un
marqueur précieux permettant de déterminer le degré
de fibrose et de cirrhose, de prédire les varices, I'HTP et
la mortalité chez les patients atteints de cirrhose [7,11].

Ala lumiere de ces données, le facteur de Von
Willebrand représente un marqueur de substitution de
la dysfonction endothéliale. Alors une augmentation du
VWF-Ag est un marqueur de l'augmentation de
I'hypertension portale et par conséquent une
augmentation du risuque hémorragique [10].

Donc le VWF-Ag représente un bon indicateur de
I'activation des cellules endothéliales et dans ce cas de
figure, un bon marqueur de la cirrhose du foie et de
I'hypertension portale [12].

Le VWF-Ag pourrait devenir un marqueur précieux pour
la prédiction des principaux événements liés a
I'hypertension portale et la mortalité chez ces patients,
permettant de ce fait une stratification des risques. Ceci
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pourrait avoir des répercussions importantes sur la
prise en charge clinique [13,14].

Conclusion
Notre étude conclut que le facteur de Von Willebrand
pourrait étre utilis€ comme un marqueur permettant le
diagnostic d‘exclusion et aussi la prédiction des
saignements variqueux mais d'autres travaux devraient
étre effectués pour étudier son role dans la prise en
charge de ces patients. Il serait intéressant d'étudier
l'interaction entre le dysfonctionnement endothélial, le
déséquilibre procoagulant et linflammation chez les
patients cirrhotiques présentant des saignements

varigueux et évaluer limpact de ces constatations sur
les démarches thérapeutiques.
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Résumé :

Introduction : Le profil FSC/SCC des globules rouges sur un cytomeétre acoustique est exceptionnellement
sous forme d’un arc. Cela est di a la forme asymétrique des globules rouges en disques biconcaves ou ils
géneérent des signaux d'intensité trés variable selon leur orientation spatiale au moment du passage au niveau
du point d'interrogation avec le laser. La perte de la forme normale discoide biconcave implique la disparition
de I'arc sur I'histogramme FSC/SSC.

Méthode : Nous avons vérifié le profil FSC/SSC de 50 poches de sang a des différentes durées de
conservation (JO a J42), sur un cytomeétre acoustique Attune™ NxT.

Résultats : Les CGR conservent leur profil FSC/SSC pendant les premiers jours de conservation, ce dernier
commence a disparaitre au long de la conservation. La disparition totale du profil typique en arc a été
enregistrée a partir du 30°™e jour de conservation.

Conclusion : La disparition du profil en arc des GR est le témoin de leur vieillissement et la perte de la forme
discoide biconcave. La vérification du profil FSC/SSC sur un cytométre acoustique est une technique trés facile
a réaliser, trés rapide ou le temps nécessaire pour la préparation de I'échantillon et I'obtention du profil ne
dépasse pas 1 a 2 minutes, elle n'est pas couteuse vu qu’on ne consomme aucun réactif.

Mots clés : Cytométrie en flux, Focalisation acoustique, Membrane érythrocytaire.

Summary:

Introduction: The FSC / SCC histogram of red blood cells on an acoustic cytometer has an exceptional arch
shape. This is due to the asymmetrical shape of the red blood cells in biconcave discs, where they generate
signals of very variable intensity according to their spatial orientation when passing through the interrogation
point with the laser. The loss of the normal biconcave discoid shape implies the disappearance of the arc on
the FSC / SSC histogram.

Method: We checked the FSC / SSC profile of 50 blood bags at different storage times (DO to D42), on an
AttuneTM NXT acoustic cytometer.
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Results: The RBC keep their FSC / SSC profile during the first days of storage, then it begins to disappear
during storage. The total disappearance of the typical arch profile was recorded from the 30th day of

conservation.

Conclusion: The disappearance of the arc profile of RBC is the consequence of the loss of their biconcave
discoid shape by aging. Verification of the FSC / SSC profile on an acoustic cytometer is a very easy technique,
very fast where the time required for the preparation of the sample and obtaining the profile does not exceed
1 to 2 minutes, it is not not expensive since no reagents are consumed.

Key words: Flow cytometry, Acoustic focusing, Erythrocyte membrane.

Introduction

La diffusion de la lumiére obtenue au moment du
passage d'une cellule devant un fuseau laser d'un
cytométre de flux, dépend de son orientation spatiale[1].
Les populations cellulaires identiques
morphologiquement géneérent une diffusion lumineuse
homogéne, sur un scattergramme FSC/SSC, on peut
facilement identifier les trois principales populations
leucocytaires dans le sang périphérique (lymphocytes,
monocytes et granuleux)[2] (Figure 1).

La plupart des cytométres utilisent un systéme de
focalisation hydrodynamique, dont I'acheminement des
cellules devant le point d'interrogation avec le laser, se
fait par les différences de densités entre le liquide de gain
et la suspension cellulaire[3]. Dans ce modéle,
I'orientation spatiale des cellules n‘est pas contrblée,
mais elle n'a pas d'influence sur les signaux FSC/SSC des
cellules sphériques comme les leucocytes. Néanmoins, la
précision de mesure par cyrtométrie en flux des cellules
non sphériques comme les globules rouges est
Influencée par l'orientation spatiale de la cellule durant
son passage devant le cytometre [1, 4, 5].

© 2020. HMRUO. MDN | Tous Droits Réservés

Un globule rouge peut générer deux signaux totalement
différents en intensité FSC/SSC selon sa position au
moment de l'interrogation avec le laser (Figure 2).

neg - All Events

Granulocytes

SSC-A (1073)

Lymphocyte@ Monocytes

0.001 500 1000

ESC-A (1073)

Figure 1 : Profil FSC/SSC d'une population leucocytaire d'un
sujet sain. Il y'a une homogéneité du signal FSC des trois
populations majeures, tandis que le signal SSC est plus
divergeant pour les granulocytes et d'un degrés moins les
monocytes témoignant d'une importante divergeance en
structure intra-cellulaire au sein des granuleux.

\ssc/ /\
| I ¥sc/ /\ ¢

\SSC/ N
| rsc/ /\ 1l ksc/ A

Figure 2 : Globule rouge en position verticale devant le laser avec une surface du disque orientée vers le SSC génére des signaux trés
puissants en FSC et SSC (A). Globule rouge en position verticale avec une orientation de profil vers le SSC génére un signal puissant en FSC
et trés faible en SSC (B). Globule rouge en position horizontale devant le laser génére les signaux les plus faibles en FSC et SSC (C).

Dans un systeme de focalisation hydrodynamique
classique, les globules passent dans un tourbillon devant
le laser, ainsi ils peuvent prendre n’importe quelle

orientation spatiale générant des signaux tres divergeant
pour une population cellulaire trés homogéne (Figure
3).
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Figure 3 : Profil FSC/SSC obtenu par un systtme de
focalisation hydrodynamique.

L'alignement et le positionnement des cellules au centre
du laser peut s'effectuer également en utilisant des
ondes acoustiques ultrasons[6]. Il existe actuellement
des cytométres qui couplent les deux systémes,
hydrodynamique et acoustique [7].

La focalisation hydrodynamique assistée par I'acoustique
améliore le centrage des cellules au point
d'interrogation ; permet le passage des cellules a une
trés grande vitesse sans risque de formation de
doublets avec la possibilité d'analyse des échantillons
trés pauvres en cellules[7].

Le passage des cellules asymétriques comme les GR,
dans un cytométre acoustique inhibe le phénoméne de
tourbillon, les GR passent avec une seule orientation
spatiale (verticale / horizontale)[4].

Le profil en arc FSC/SSC obtenu est trés typique d’'une
cellule en forme discoide (Figure 4).

—r————r—y

Figure 4 : Profil FSC/SSC d'une dilution des GR d'un sujet sains.
Profil obtenu par un systéme de focalisation hydrodynamique
(A). Profil obtenu par un systtme de focalisation
hydrodynamique plus développé (B). Profil obtenu sur un
cytométre de focalisation hydrodynamique dont ['assistance
acoustique est désactivée (C). Profil obtenu sur un cytometre de
focalisation hydrodynamique avec une assistance acoustique
active (D). Rico, L. G., et al. (2018). "Acoustophoretic
Orientation of Red Blood Cells for Diagnosis of Red Cell Health
and Pathology
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Matériels et méthode

Nous avons Vérifié le profil FSC/SSC d’une suspension de
globules rouges dilués par une focalisation
hydrodynamique assisté par I'acoustique.

Echantillons : 50 échantillons provenant des poches du
sang conservé au niveau du centre de transfusion
sanguine de I'hopital militaire de Constantine (CTS-
HMRUC / 5°RM), ont été prélevés par striping. Le sang
des tubulures a été vidé a l'intérieur de la poche a I'aide
d’'une pince a striping et puis les tubulures ont été
remplies a nouveau aprées I'homogénéisation de la poche
du sang, ensuite un bout de tubulure est séparé de la
poche. Les poches de sang sont tous des CGR conservés
dans une solution de CPDA-SAGM, de groupe sanguin
« O » afin d'éviter toute incompatibilité (ABO) avec le
plasma humain utilisé ultérieurement. Les CGR inclus
dans cette étude sont examinés a des différents dates de
conservation de JO jusqu'a la péremption, sachant que la
durée totale de conservation de nos CGR est de 42jours.

Matériels : Nous avons utilisé un cytométre acoustique,
Attune™ NxT acoustic focusing cytometer (Thermo
Fisher Scientific). C'est un cytométre a 7 couleurs et 02
lasers spatialement séparés. Le traitement des données
est réalisé par le logiciel Attune™ Nxt Software V2.4

Préparation des échantillons : immédiatement apres
I'ouverture de la tubulure, I'échantillon sanguin est
prélevé, dilué, mélangé délicatement et passé au
cytométre sans aucun temps de latence.

Toute altération des globules rouges peut étre a l'origine
d’'une déformation ou perte du profil en arc. Le diluant
des globules rouges doit sauvegarder leurs propriétés et
ne pas altérer leur structure discoide biconcave. La
solution recommandée est le tampon salin de Hanks'
(HBSS) sans calcium, sans magnésium et sans rouge de
phénol.

En raison de la non disponibilité de la solution Hanks’,
nous avons testé plusieurs autres diluants : tampon PBS,
Attune focusing solution, sérum salé isotonique et le
SAG-Manitol.

Aucune solution testée ne nous a donné un profil idéal
en arc. Afin de préserver les GR dans leur milieu naturel
nous avons utilisé le plasma humain comme diluant,
d’abord en diluant les GR dans leur propre plasma EDTA,
ensuite en utilisant un plasma ABO compatible, dans les
deux épreuves nous avons obtenu un profil typique en
arc (Erreur ! Source du renvoi introuvable.) trés proche
de celui publié par Rico, L. G., et al. (2018).

0.5 pl du sang prélevé a partir des tubulures des poches
de sang de groupe O a été dilué dans 1.5ml du plasma
humain du groupe AB, dans un tube adapté au
cytométre. Le tube a été mélangé délicatement par
retournement et passé immédiatement au cytométre.
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1283-J1-R1

Figure 5 : Profil FSC/SSC en arc, des GR d'une poche de sang
a J1 de conservation, dilués dans un plasma humain isogroupe.

Analyse par le cytométre : la vitesse d’acquisition a été
fixée a 100 pl/min, le nombre de GR analysés était de
10000. L'analyse des données est faite sur un
histogramme  FSC-A/SSC-A, avec une échelle
logarithmique. Les doublets des cellules doivent étre
vérifiés sur un histogramme FSC-A/FSC-H et exclus de
I'analyse.

Résultats

Le profil des GR en arc obtenu, est constitué de trois
zones principales de condensation des GR, elles
correspondent aux trois orientations spatiales possibles
des GR devant le laser (Figure 2). Dans cette répartition
nous distinguons deux niveaux d'intensité en FSC, et
deux niveaux en SSC (Figure 6).

Le profil spécifique des globules rouges était bien
conservé pendant les 10 premiers jours de conservation
des CGR. Entre le 10%™e et le 20%™ jour de conservation,
nous avons noté les premiéres perturbations
remarquables du profil. Entre le 20°™ et le 30™ jour de
conservation le profil est fortement altéré.

1283J1-R1

0

ESC-A

Figure 6 : globules rouges avec une orientation spatial verticale
FCS élevé/SSC élevé (A). Orientation spatial verticale FSC
€élevé/SSC bas (B). Orientation spatiale horizontale FSC bas/SSC
bas (C).
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A partir du 30®™e de conservation, nous avons enregistré
une perte totale du profil en arc, tous les profils obtenus
sont similaires aux profils des poches du sang périmées
(Figure 7).

(4]

(€]

Figure 7 : Profil entre J1-J10 de conservation bien préservé (A).
Profil entre j10-j20 partiellement altéré (B). Profil entre j20-j30
fortement altéré. Profil entre 30j-j42, disparition totale de profil
en arc (D) similaire aux profils des poches périmées (E).

Discussion :

La présence du profil FSC/SSC en arc est le témoin de la
présence des globules rouges avec les trois orientations
spatiales possibles caractéristiques de leur forme
exceptionnelle discoide biconcave.

La forme discoide biconcave des GR est maintenue par
une membrane érythrocytaire intacte. Toute altération
de cette membrane par agression mécanique, fragilité
héréditaire, mauvaise conservation ou vieillissement se
traduit par une perte de la forme discoide biconcave.

La disparition du profil en arc en cytométrie acoustique
est le témoin de laltération de la membrane
érythrocytaire et la perte de la forme discoide biconcave
des GR. Bien que la durée de vie des CGR prélevés sur
CPDA-SAGM est de 42 jours, dans cette étude nous
avons mis en évidence une perte totale du profil normal
des GR a partir du 30°™ jour de conservation. Le seul
test actuellement qui peut évaluer I'état de conservation
des GR est la mesure du taux d’hémolyse en fin de
conservation.

Cependant ce test nous renseigne sur le phénomene
d’hémolyse qui représente I'étape finale d'un processus
plus long et complexe de vieillissement[8]. Le suivi du
profil FSC/SSC obtenu par cytométrie en flux acoustique
peut nous fournir des renseignements plus précis sur
I'évolution du processus de vieillissement des GR au




Revue Médicale de ’'HMRUO

cours de leur conservation. Ce profil est trés utile
également pour le dépistage des autres anomalies
membranaires, comme la présence de sphérocytes dans
la microsphérocytose héréditaire[4].

Conclusion:

La disparition du profil en arc des GR est le témoin de
leur vieillissement et la perte de la forme discoide
biconcave. La vérification du profil FSC/SSC sur un
cytométre acoustique est une technique trés facile a
réaliser, trés rapide ou le temps nécessaire pour la
préparation de I'échantillon et I'obtention du profil ne
dépasse pas 1 a 2 minutes, elle n'est pas couteuse vu
gu’on ne consomme aucun réactif. La transfusion des
globules rouges en bonne santé est indispensable pour
I'amélioration du rendement transfusionnel.
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Etude de stabilité de certains parameétres biochimiques en
phase pré analytique
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Introduction et objectifs : Le service de biochimie de I'EHU d’Oran entreprend une démarche assurance
qualité selon la norme ISO 15189 depuis 2012, il a procédé a la mise en place d'un manuel de prélevement
afin d’assurer une bonne maitrise de la phase pré analytique, regroupant les conditions de prélévement et
de conservation des différents parameétres biochimiques. Dans le cadre de I'amélioration continue et afin
d’améliorer les pratiques professionnelles au sein de I'établissement, I'équipe du laboratoire a procédé a
I'évaluation de la stabilité des échantillons biologiques spécifiquement les paramétres biochimiques durant
la phase pré-analytique.

Matériels et méthode : Il s'agit d'une étude descriptive de la stabilité des paramétres biochimiques dans
la phase pré analytique interne en fonction de la température (température ambiante et a 4°C) a des
intervalles de temps différents (T4 heures, T 24heures) apres la centrifugation. L'étude a été menée afin
d’étudier la stabilité pré-analytique de 16 paramétres biochimiques dans le plasma en fonction du temps et
températures de conservation jusqu’a 24 heures aprés la centrifugation.

Résultats et Conclusion :La différence moyenne entre les dosages d'échantillons de 50 sujets a été
calculée, cette différence a été comparée aux limites acceptables dérivées de la variation biologique intra
individuelle et analytique.

La plupart des paramétres biochimiques étudiés sont restés stables jusqu'a 24 heures dans toutes les
conditions de conservation apreés la centrifugation. Cependant, certains analytes étaient affectés de maniéere
significative par le retard ou la température, tels que le potassium, le phosphore, le glucose et I'ASAT.

Cette étude peut étre utile pour aider a définir des délais d'attente et des conditions de conservation
acceptables lorsqu'un délai court entre la centrifugation et I'analyse de I'échantillon n'est pas possible.

Mots Clés : Pré analytique, Stabilité, Biochimie, Assurance qualité.

Introduction and Objectives: The biochemistry department EHU Oran undertakes a quality assurance
approach according to the ISO 15189 standard since 2012, it has set up a sampling manual to ensure a
good control of the pre-analytical phase, including the conditions of sampling and conservation of various
biochemical parameters. Within the framework of continuous improvement, and in order to improve
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professional practices within the establishment, the laboratory team proceeded to evaluate the stability of
biological samples specifically the biochemical parameters during the pre-analytical phase.

Materials and Method: This is a descriptive study of the stability of biochemical parameters in the
internal pre-analytical phase as a function of temperature (room temperature and at 4°C) at different time
intervals (T4 hours, T 24 hours) after centrifugation.The study was conducted to investigate the pre-
analytical stability of 16 biochemical parameters in plasma as a function of storage time and temperature
up to 24 hours after centrifugation.

Results and Conclusion: The mean difference between the determinations of samples from 50 subjects
was calculated. This difference was compared to acceptable limits derived from within-individual and
analytical biological variation.Most of the biochemical parameters studied remained stable for up to 24
hours under all storage conditions after centrifugation. However, some analytes were significantly affected
by delay or temperature, such as potassium, phosphorus, glucose and AST.This study may be useful in
helping to define acceptable withdrawal times and storage conditions when a short delay between

centrifugation and sample analysis is not possible.

Key Words: Pre-analytical, Stability, Biochemistry, Quality Assurance.

Introduction

Les biologistes sont réguliérement confrontés a des
incohérences apparemment inexpliquées entre les
résultats biologiques et la situation clinique ou entre
plusieurs résultats. En effet, comme dans toute
discipline les erreurs sont inévitables. Une bonne
compréhension des sources de celle-ci ainsi que de
leurs impacts permet d’estimer leurs grandeurs de
maniére acceptable et de minimiser leurs effets.

En biochimie médicale, ces erreurs peuvent se produire
au cours de la phase pré analytique, analytique, post
analytique. Ces erreurs ne semblent pas inhérentes a
I'étape analytique qui grace aux progres techniques
réalisés dans le domaine des instruments et de
l'automatisation est de mieux en mieux maitrisée au
sein des laboratoires de biologie médicale. Le plus
souvent, une recherche minutieuse des conditions dans
lesquelles le prélévement a été obtenu, transféré, traité
et conservé conduit a une explication rationnelle.

Malgré les évolutions positives des pratiques de prise
en charge des prélevements destinés aux examens de
biologie, la phase pré analytique reste encore la source
des erreurs de laboratoire les plus nombreuses. Ces
discordances entre la situation clinique du patient et les
résultats d’examens sont le plus souvent imputables a
des défauts de maitrise des procédures pré analytiques.
Particulierement la collecte, I'étiquetage, le transport, la
conservation et le traitement des échantillons [1].
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Dans notre pratique quotidienne, les échantillons sont
transportés dans des portoirs de tubes par un coursier
du service hospitalier vers le laboratoire de biochimie ;
cela expose les échantillons a des conditions
environnementales variables associées comme la
température et le temps de conservation avant analyse.
Plus important encore, les paramétres couramment
demandés (par exemple, les phosphatases et le
potassium présentent une mauvaise stabilité < 5
heures a température ambiante) sont connus pour étre
sensibles a I'analyse retardée et a la température [2].
La figure 1 illustre limportance de la phase pré
analytique ou on retrouve qu’environ 70 % des erreurs
sont dus a cette phase [3].

Il est généralement recommandé que I'analyse
chimique du plasma soit faite aussi rapidement que
possible aprés la prise de sang [4]. Cependant, il y a
des circonstances dans lesquelles cela n'est pas
possible et elle n'est pas effectuée dans les 24 heures
qui suivent la ponction veineuse. Malgré les différentes
publications scientifiques sur la thématique, les
meilleures conditions du transport du sang n‘ont pas
encore été complétement harmonisées, dans ce
contexte le laboratoire de biochimie EHU Oran qui
entreprend une démarche qualité selon la norme iso
15189 s'est préoccupé de la phase pré analytique.

Le présent travail était axé sur les objectifs suivants :

e Etudier la stabilité de certains paramétres
biochimiques durant la phase pré analytique interne
au niveau du laboratoire de biochimie EHU Oran.
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o Vérifier la validité des conditions de conservation et
de conservation des échantillons biologiques durant la
phase pré analytique interne au sein du laboratoire de
biochimie EHU Oran.

Post Analytique
19%

Figure 1 : Les sources d'erreurs dans un laboratoire de
biologie médicale [3].

Etude pratique :

Type d’étude :

L'étude pratique a été réalisée au service de biochimie
de [I'Etablissement Hospitalo-universitaire  d'Oran
(EHUO). 1I s'agit d'une étude descriptive de la stabilité
des paramétres biochimiques dans la phase pré
analytiqgue interne en fonction de la température
(température ambiante et a 4°C) a des intervalles de
temps différents (T4 heures, T 24heures) aprés la
centrifugation . L'étude a été réalisée a l'unité de
biochimie générale du service de biochimie de
I'Etablissement Hospitalo-universitaire (EHU) d'Oran sur
une durée de deux mois s'étalant du 05 décembre 2018
au 01 février 2019.

Critéres de sélection des échantillons :

Critére d'inclusion :

> Les échantillons regus au service de biochimie des
patients  hospitalisés provenant de services
différents.

> Les échantillons de personnes volontaires.

> Echantillons sur tube Héparinate de lithium.

Critére d’exclusion :

> Les échantillons hémolysés

> Les échantillons lipémiques.

> Les échantillons avec des volumes de plasma
insuffisants.

Matériels et méthode

Les critéres de sélection nous ont permis de collecter
50 échantillons.

Matériels :
Etape : Recueil et traitement des échantillons
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> Les échantillons ont été recueillis sur tube Tube
sous vide Vacutest® en PET héparine de lithium
stérile.

Aiguille Vacutest® Kima

Portoir pour tube en polypropyléne

Réfrigérateur Climas®

Micropipette

Centrifugeuse a controle digital SELECTA P ®
"Medifriger-BL-S"

YVVVVY

Etape : Analyses des échantillons :

Deux analyseurs de biochimie générale ont été utilisés :
» SIEMENS ADVIA® 1800

> SIEMENS Dimension ® RxL Max

Méthode:

Les échantillons de sang ont été collectés auprés de 50
donneurs (10 donneurs sains, 40 patients malades).
Les prélévements ont été réalisés selon la planification
suivante :

- Le 05/12/2018 : 10 donneurs sains

- Le 01/01/2019 : 10 patients hospitalisés

- Le 01/02/2019 : 30 patients hospitalisés

La figure 2 illustre I'ensemble du processus de I'étude,
les tubes ont été centrifugés immédiatement apres le
prélevement a 2000G pendant 10 minutes a 20°C.
Ensuite chaque tube a été analysé directement apreés la
centrifugation T (0), la moyenne de ces résultats
représentait la valeur initiale (TO) des 50 volontaires
pour chaque analyse.

Apres cela, on a devisé chaque tube en deux aliquots
puis stockés a 4°C (Groupe A) et a température
ambiante (TA) (Groupe B), puis re-analysés aprés 4
heures T (4) et 24 heures T(24).

Les tubes ont été stockés debout dans un portoir sous
les conditions décrites. Les échantillons ont été
analysés sur l'un des deux analyseurs ADVIA® 1800 et
Dimension ® RxL Max ® siemens régulierement calibrés
(tableaul).

*T4H

» GROUPEA »a°C

» T24H

Centrifugations
des échantillons

* Analyse a TO
» T4H

+ GROUPEB » TA

* T24H

Figure 2 : Le processus de I'étude.
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Tableau I ! Liste des parameétres réalisés sur chaque analyseur.

SIEMENS ADVIA® 1800

ALBUMINE CALCIUM
CREATININE CHLORURES
UREE SODIUM
CHOLESTEROL POTASSIUM
HDL (High density lipoprtein) PHOSPHORE

ALAT (Alanine Amino Transférase)
BT (Bilirubine totale)
LDH (Lactate Déshydrogénase)

Calculs:

Selon ISO GUIDE 30 [5] : « La stabilité est la capacité
d'un échantillon a conserver la valeur mesurée
initialement, dans les limites spécifiées, d'un constituant
sur une période donnée dans des conditions de
conservations spécifiées. L'instabilité est exprimée en
différence absolue, en quotient ou en pourcentage
d'écart par rapport aux résultats obtenus a partir des
mesures effectuées au moment initial (TO) et aprés une
période donnée (Tx) ».

Le pourcentage moyen d'écart ou différence moyenne
(DM) des donneurs, a été calculé. Nous avons envisagé
deux approches pour établir des objectifs de
performance analytique liés aux résultats :

La premiére approche avait pris en compte l'imprécision
acceptable basée sur la limite de changement
acceptable (LCA), conformément a la norme ISO 5725-
6. La LCA permettant d'interpréter une différence
mesurée repose sur le coefficient de variation
analytique (CVa), selon la formule suivante :

TCL = /(2,77 CVa) 2 + (0.5 CVb)?2

Différence moyenne en % = [(Tx— T0) / T0] x 100

On a utilisé les CVa a partir de la notice des réactifs des
paramétres biochimiques étudiés.La seconde approche
avait pris en compte l'imprécision acceptable basée sur
la variation biologique intra-individuelle (CVb).

La CVb de chaque paramétre a été tiré de la liste de la
variation biologique pour 316 paramétres par Ricos et
al [6] Cette base de données a été mise a jour pour la
derniére fois en 2010, mais il manque encore des
paramétres [7] .

Pour suivre les changements dus a l'instabilité d'une
analyse, dans le méme échantillon pour un méme
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SIEMENS Dimension ® RxL Max

GLUCOSE
AST (Aspartate Amino Transférase)
PAL (Phosphatase alcaline)

individu, Oddoze et al [2] ont combiné les deux
approches (coefficient de variation analytique et la
variation intra-individuelle) en estimant la racine carrée
de la somme des coefficients de variation analytique et
biologique au carré défini comme la limite de
changement total (TCL) :

LCA = 2,77 CVa

Si les résultats pour un paramétre avaient un
pourcentage moyen de différence supérieur au TCL, la
différence était alors jugée significative et ne répondait
pas aux critéres de stabilité.

Le calcul du TCL (taux de change limite) pour les deux
automates ADVIA® 1800 & SIEMENS Dimension ®
RxL Max sont reportés sur les tableaux II et III.

Le tableau IV présente l'analyse statistique pour
I'ensemble des paramétres biochimiques. Il compare les
différences moyennes en pourcentage par rapport au
TCL avec un (+) pour une augmentation et un (-) pour
une diminution.

L'analyse graphique a été faite pour les différentes
conditions de conservation (4°C et Température
ambiante), aux délais de 4H et 24H :

Les figures 3 et 4 représentent les Histogrammes de
comparaison entre les TCL (%) et les DM (%) des
paramétres  biochimiques aprés 4 heures de
conservation (4°C et Température ambiante) .

Les figures 5 et 6 représentent les Histogrammes de
comparaison entre les TCL (%) et les DM (%) des
paramétres biochimiques aprés 24 heures de
conservation (4°C et Température ambiante) .
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Tableau II : Calcul du TCL des paramétres biochimiques analysés avec le systéme de chimie ADVIA® 1800.
Paramétres CVa CVvb LCA TCL %
ALAT 1,60 19,40 4,43 10,66
ALBUMINE 1,80 3,20 4,98 5,23
BT 3,40 36,80 9,41 20,67
CALCIUM 2,90 2,10 8,03 8,10
CHLORURES 1,20 1,20 3,32 3,37
Cholestérol 2.10 5.95 5.81 6.53
Créatinine 3,40 5,95 9,41 9,87
HDL 2,10 7,30 5,81 6,86
LDH 1.20 8.60 3.32 5.43
PHOSPHORE 7,20 8.15 7.20 8.27
POTASIUM 0,90 4,60 2,49 3,39
SODIUM 0,60 0,60 1,66 1,68
Urée 2,60 12,10 7.20 9.40
Tableau III : Le Calcul du TCL des parametres biochimiques analysés avec I'automate SIEMENS Dimension ® RxL Max.
Paramétres CVa Cvb LCA TCL %
AST 3,90 12,30 10,80 12,43
GLUC 1,40 4,50 3,87 4,48
PAL 3,10 6,45 10,24 9,17
Tableau 1V : Résultats de stabilité des 16 parametres biochimiques dans le plasma.
Parameétres + TCL Différence moyenne (DM) en %
T4 Heures T24 Heures
Délai acceptable
4°C TA 4°C TA
4°C TA
ALT + 10,66 -6.63 -2.01 --6.90 + 0.28 24H 24H
ALBUMINE + 5,23 -0,50 -0,20 + 0,37 + 0,34 24H 24H
AST + 12,43 + 4.08 + 10.16 + 6.05 + 27.40 24H <24H
Bilirubine totale + 13,06 + 7.93 -8.81 +7.42 -11.28 24H 24H
Calcium + 8,10 -0,91 -0,18 -2,02 -1,28 24H 24h
Chlorures + 3,37 + 0,39 + 0,58 -0,66 -1,81 24H 24H
Cholestérol + 6,53 + 2,23 + 4,33 + 5,37 + 6,38 24H 24H
Créatinine + 9,87 + 2,46 + 2,26 + 7,38 + 4,59 24H 24H
Glucose + 4,48 -2,49 -17,51 -0,78 -12,71 24H <4H
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