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PREMIERE PARTIE

L’ANALYSE D’'IMAGES



I - GENERALITES

L'analyse d'image ¢st la science qui consiste a prendre des mesures géometriques et
densitométriques sur des images provenant de sources diverses. Une des applications
principales est la microscopie quantitative qui a pour intérét 1’obtention de données rapides,

précises et statistiquement exploitables par rapport aux méthodes subjectives traditionnelles.

L’analyse d’image est apparue en 1963 avec le QTM A (Quantitative Microscope a
Télévision) destiné a étre utilisé dans les laboratoires métallurgiques pour le contréle de
qualité de la pureté de I’acier. Les premiéres applications dans le domaine biologique ont été
de mesurer la taille des espaces aériens dans les poumons et de compter les grains d’argent
d’autoradiographie [1]. Depuis lors, les techniques d’analyses d’images ont été appliquées a
presque tous les domaines de la science et de la technologie. Elles ont été étendues pour
inclure des fonctions de traitement d’tmage comme les filtrages et ’amélioration d’images. La
morphologie ou science des formes permet a ['analyseur d’image de définir

mathématiquement la forme, la taille et Ia densité d’un objet.

L’intérét en hématologie est la possibilité d’une quantification de I’observation
microscopique plus rigoureuse et plus reproductible par rapport a celle effectuc¢e par le
cytologiste, plus subjective. [’analyse morphométrique rend possible la mesure précise de
divers paramétres qui sont habituellement estimés par 1’ceil. L'utilisation de l'analyse d'image
en cytologie a été jusqu’alors développée par L. Benattar et G. Flandrin (Hématologie
biologique, Hopital Necker — Enfants malades). Deux applications ont été proposées :
l'analyse de I'hétérogénéité des colorations de frottis sanguins (May-Griinwald Giemsa) issus
de 40 laboratoires différents [2], et la caractérisation morphométrique de cellules lymphoides

d’une leucémie lymphoide chronique comparées a celles d’une phase leucémique d'un



lymphome du manteau [3]. Ces applications restent pour I'instant les deux seules utilisations
de l'analyse d'images développées en cytologie hématologique. Il faut néanmoins citer
I’apparition, dans les années 1980, d’appareils de numérations fonctionnant sur le principe de
la reconnaissance de formes (Hematrak, ADC 500, DIF-3, Samba). Leur fonctionnement ¢était
bas¢ sur I'analyse automatique de frottis sanguins colorés au Wright ou au May-Griinwald
Giemsa, grace 4 une caméra vidéo et un ordinateur. L’automate classait les cellules
(polynucléaires neutrophiles, polynucléaires é€osinophiles, polynucléaires basophiles,
lymphocytes, monocytes), mettait en évidence la présence de cellules anormales
(lymphocytes atypiques, myélocytes, blastes, érythroblastes...), réalisait une estimation du
nombre de plaquettes et étudiait la morphologie des globules rouges [4]. Leurs résultats
¢taient acceptables pour les numérations normales, mais insuffisants pour ’analyse des
cellules anormales et pour la morphologie des globules rouges [5]. Ils étaient cependant
limités par leurs cofits, le petit nombre de cellules comptées (100-200) et leur lenteur, ce qui a

conduit 4 I’abandon de leur commercialisation.

I1 - LE TRAITEMENT D'IMAGES ET LA MORPHOLOGIE MATHEMATIQUE

Les techniques de traitement d’images offrent un ensemble d’outils qui peuvent étre
appliqués pour que les objets soient détectés de fagon plus précise et plus reproductible. Il
existe de nombreux types de traitement d’images qui permettent notamment de remplir des
vides, d’affiner les bords, de segmenter des objets contigus ou d’uniformiser des niveaux de
couleurs. La segmentation est une opération qui permet de séparer des éléments qui se
touchent, mais elle fonctionne mieux sur des objets circulaires alors que la segmentation

d’objets complexes est généralement inefficace et peut aboutir au découpage de I’élément.



Ces traitements appliqués en fonction du type d’image permettent d’en améliorer et d’en
faciliter ’analyse.

La morphologie mathématique est une branche des mathématiques dont les outils sont
particulierement adaptés a résoudre les problémes d’analyses d’images. L’image est traitée
par une série d’étapes qui permettent d’obtenir les informations contenues dans celle-ci. Les
informations sont triées de fagon contrdlée et rendent les images plus faciles a analyser en les
débarrassant des détails mal quantifiables et/ou inutiles. Les méthodes morphologiques
permettent de résoudre des applications délicates d’analyses d’images difficiles a traiter avec
les méthodes d’analyses classiques non morphologiques. La morphologie mathématique est
née en 1964 sous I'influence de George Matheron, ingénieur au corps de mines, et de Jean
Serra, ingénieur civil des mines de Nancy grice a leurs travaux sur ’étude quantitative du
gisement de fer lorrain. Ils créérent le Centre de Morphologie Mathématique en avril 1968. La
morphologie mathématique ne se limite pas a I'analyse d’image, mais elle en constitue
I'application essentielle. Les progrés technologiques, et notamment le développement de
I’informatique, ont rendu possible la numérisation des images et leur traitement, puis la mise
en pratique des théories de la morphologie mathématique. Elle est actuellement utilisée dans
la quasi-totalité des logiciels de traitement d’images. De trés nombreuses applications ont été
développées dans le domaine de ’'imagerie médicale (mammographie : détection de micro
calcifications et de surdensité anormale; diabéte: contrdle continu de la glycémie;
ophtalmologie : suivi des micro-anévrismes rétiniens et évolution de la macula avec 1’dge),
dans le domaine du "multimédia" (générations d’objets vidéo, télécommunications,
photographie et restauration de films anciens), et dans le domaine du contrdle industriel et de
document (granulométrie, contrdle radiologique des pi¢ces coulées, détection automatique des

zones d’adresses dans les plis postaux, progtamme PROMETHEUS sur la vision automatique

embarquée dans les voitures) [6,7].



II- LE TELEDIAGNOSTIC

Les nouvelles technologies permettent la transmission d’images a distance par
I’intermédiaire du réseau téléphonique (systéme Numéris) ou par Internet. Ces techniques,
déja utilisées en radiologie, se sont développées ces dernieres années dans le domaine de
I’anatomo-pathologie et de I’hématologic cellulaire [8]. Les possibilités offertes sont diverses,
notamment 1’aide au diagnostic pour les cas difficiles, la confrontation de données dans le
cadre de protocole, I'enseignement a distance, P'archivage et la constitution de banque
d’images. Ce systéme nécessite un microscope optique équipé d’une caméra 3 CCD. Les
images sont digitalisées sur un systeme informatique doté d’un logiciel appropri¢. Ces images
peuvent venir de sources diverses, qu’ils s’agissent de frottis sanguin, médullaire ou de
biopsie (moelle osseuse, ganglions,...). Il est alors possible d’ajouter une page de
commentaires contenant des renseignements cliniques, biologiques, phénotypiques,
cytogenétiques ou de biologie moléculaire, permettant ainsi de constituer un véritable "dossier
médical”. Le dossier peut alors étre transmis par les différents réseaux de télécommunication
(Numéris, Internet) dans un objectif de confrontation (cliniciens, cytologistes, anatomo-
pathologistes) ou d’aide au diagnostic. Pour une méme application, les conditions
d’acquisition des images doivent &tre idéalement standardisées, avec le méme ¢éclairage, le
méme objectif sur la méme station de travail. Sous réserve d’une uniformité de l'étape pre-
analytique (chaine d’acquisition, coloration, étalement...), la possibilité de réaliser des
analyses d'images sur matériel télétransmis ouvre de nouveaux champs d’application, alliant

les deux concepts nouveaux que représentent la morphométrie et le télédiagnostic [9].



IV - LE LOGICIEL QWIN :

QWin, commercialisé par la société Leica, est une application sophistiquée mais
rapide. Ce logiciel est capable d’entreprendre et de résoudre les taches d’analyse d’images les
plus complexes. 11 fonctionne sous le systéme d’exploitation Microsoft® Windows ™. QWin
peut étre utilisé pour effectuer des mesures manuelles aux coups par coups (mesures
interactives) ou en mode automatique a I"aide de programmes définis par [’utilisateur.
L’acquisition de I’image peut se faire directement dans QWin a partir de la caméra ou

indirectement a partir d'un autre logiciel d'acquisition d'images.
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DEUXIEME PARTIE

APPLICATIONS DU LOGICIEL D'ANALYSE D'IMAGES A

LA NUMERATION DES SCHIZOCYTES
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I - GENERALITES

Les schizocytes (étymologiquement cellules coupées) sont des fragments circulants
d’hématies dont la reconnaissance est importante pour ’orientation clinique et le suivi des
malades. Leur présence dans le sang périphérique dans le cadre d’une anémie hémolytique
fait évoquer une microangiopathie thrombotique ou une fragmentation mécanique. Leur mise
en ¢vidence présente donc un intérét diagnostique, et leur numération entraine des
conséquences thérapeutiques et pronostiques réelles. Cette numération reste néanmoins
difficile par manque de standardisation ce qui est responsable de variations inter- et méme

intra-observateurs.

Les objectifs de cette partic du mémoire sont done de situer le contexte et 1’intérét de
la numeération des schizocytes (premier article), puis de présenter les résultats d’une enquéte
sur leurs critéres de reconnaissance auprés de 24 biologistes travaillant en centre hospitalier
{deuxié¢me article, enquéte étendue par la suite & 47 biologistes), et enfin d’exposer les
résultats d’une approche grace a un logiciel d’analyse d’images dans le but de standardiser

cette analyse difficile et de compter les schizocytes sur des critéres fiables et reproductibles

(troisi¢me article).

Ma participation a ces travaux a éte :

L’aide a la réalisation et au dépouillement des enquétes sur la définition et

I'identification des schizocytes.

- La mise au point du logiciel d’identification des schizocytes (morphométric des

hématies standard et des schizocytes, écriture du programme).

- L’association au travail plus général sur la valeur sémiologique de la présence de

schizocytes.
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Résumé

La présence de schizocytes sur un frottis sanguin est anormale. Elle peut étre un des stigmates
de maladies graves. La recherche doit donc pouvoir étre effectuée en urgence, dans le cadre
d’un dialogue clinicien - biologiste précis. La premicre obligation du biologiste est de fournir
au clinicien des éléments validés lui permettant d’orienter son diagnostic : hémoglobine,
plaquettes, réticulocytes, test de Coombs érythrocytaire, LDH... La recherche de schizocytes
reste un examen difficile. Leur présence de schizocytes sur le frottis doit faire envisager la
survenue d’une microangiopathie thrombotique (MAT), car cette entité pathologique
nécessite une prise en charge thérapeutique urgente. Par contre, les schizocytes n’en sont pas
pathognomoniques. Ils peuvent étre présents dans d’autres affections. Le contexte orientera
alors le plus souvent. Enfin, il existe des cas minoritaires de MAT ou les schizocytes sont

d’apparition décalée, voire absente.

Abstract

Schistocytes result from red cell fragmentation. The identification of the schistocytes is
critical for decisions on appropriate management of the patients. Detection of schistocytes on
a peripheral blood smear is an abnormal finding, which raises the occurrence of a
microangiopathy. The avaibility of effective treatment prompted the urgency to establish this
crucial diagnosis. Nevertheless, schistocytes can be observed in a broader spectrum of
disorders than thrombotic thrombocytopenic purpura / hemolytic uremic syndrome, or might

be delayed even absent.
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INTRODUCTION

Le tableau biologique habituel des anémies hémolytiques mécaniques est celui d'une
anémie d'origine périphérique avec signes biologiques d'hyper-hémolyse (tableau I}, Dans le
cas d'une anémie mécanique, il existe une fragmentation des hématies avec schizocytes
visibles sur le frottis sanguin. Bien que les schizocytes solent considérés comme un signe
cardinal de cette affection, ce sont des cellules qui peuvent poser des problemes
d'identification et de numération (robustesse du critére, variabilité inter-observateurs) [1]. La
sensibilité, la spécificité, l'efficience du critére "schizocyte" n'ont jamais vraiment été
¢valuées. Le probléme de la validation du diagnostic biologique des anémies hémolytiques
mécaniques reste done pose.

Face a une anémie par fragmentation, le diagnostic essentiel a envisager est celui d'une
microangiopathie thrombotique (MAT), concept anatomo-pathologique qui regroupe
principalement deux entités : le purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT) et le
syndrome hémolytique et urémique (SHU) [2]. La mortalité spontanée de ces affections chez
l'adulte est rapportée voisine de 90% et survient généralement dans les premiers jours. Les
modalités thérapeutiques actuelles, perfusion plasmatique ou échange plasmatique, ont permis
de réduire cette mortalité & environ [0% des malades [3]. Du fait de la gravité de la maladie,
la tendance actuelle est de baisser le seuil interventionnel et de proposer un traitement en
urgence des qu'il y a suspicion de MAT [4]. La qualité de la réponse des examens biologiques
de premiére ligne, "urgents”, est donc fondamentale. Parmi les examens disponibles 24h/24 et
utiles au diagnostic, I'hémogramme occupe la premiére place. Associe au test de Coombs
érythrocytaire, il oriente immédiatement le diagnostic et permet, en urgence, une décision

thérapeutique appropriée.

15



PROBLEMATIQUE

Les différentes causes des anémies par hemolyse mécanique, donc non
immunologiques, sont données dans le tableau II. L'examen du frottis sanguin est capital. En
effet, soit il existe des schizocytes, et I'on se trouve dans un contexte d'hémolyse mécantique :
l'examen clinique, les antécédents permettront le plus souvent d'arriver rapidement au
diagnostic de PTT/SHU. Soit les schizocytes sont apparemment absents et se pose le
probléme d'une hémolyse non immunologique (test de Coombs globulaire direct négatif} et
sortant du cadre des MAT. L'examen du frottis sanguin devrait permettre d'affirmer ou

d'infirmer la présence de schizocytes, et d'éliminer la présence de trophozoites par exemple.

Cette revue tentera de répondre a trois questions :

Comme cela est souvent enseigné, la présence de schizocytes est-elle pathognomonique
(100% spécifique) d'une MAT 7

A Dinverse l'absence de schizocyte doit-elle faire rejeter le diagnostic d'une maladie
gravissime (100% sensible} et alors (ou bien en cas de doute sur les schizocytes) quels sont
les autres critéres biologiques disponibles ?

Sur quels indices reconnaitre les formes de MAT secondaires puisqu'elles nécessitent un

traitement différent ou complémentaire de celui des MAT primitives ?

DIAGNOSTIC

La rareté des entités PTT et SHU explique peut-étre la relative méconnaissance de leur
diagnostic, en particulier par le biologiste. En effet, les cas de PTT chez l'adulte ont une
incidence estimée autour de 1 pour 1 million d'habitants et par an. La revue de la littérature

récente, comme les impressions des confréres amenés & prendre en charge ces patients,
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suggerent une augmentation actuelle de cette pathologie [4-5]. Le PTT est défini
classiquement par l'association de cing signes : fiévre, signes neurologiques variés, signes
traduisant une insuffisance rénale, anémie hémolytique avec schizocytes, et thrombopénie [6].
En fait 'association de ces cing signes serait minoritaire (40% des patients), car elle reflete la
généralisation de Iésions vasculaires généralisées. Ces I¢sions peuvent étre encore minimes au
moment de [’évaluation initiale, Par contre 75% des malades présentent des anomalies
majeures de 'hémogramme (tableau IIl). Le premier point est d'éliminer un mécanisme auto-
immun par la réalisation d'un test de Coombs érythrocytaire direct, qui sera négatif dans le cas
d'une MAT. Le deuxiéme point est d'éliminer une CIVD par des tests de coagulation (temps
de Quick, temps de céphaline avec activateur, fibrinogeéne). En effet, une CIVD est
exceptionnelle au cours des PTT/SHU de 'adulte [7], et, quand elle existe, témoigne souvent
de formes fronti¢res (cancers muco-sécrétants...) [8]. L'hémolyse sera appréciée par le dosage
des LDH qui sont augmentées. L'analyse des iso-enzymes a montré un profil évocateur de
cytolyse des cellules endothéliales (augmentation prépondérante de la fraction 5 d'origine

endothéliale par rapport aux fractions 1 et 2 d'origine globulaire) [9].

Thromhbopénie

La thrombopénie représente un signe majeur d'orientation au cours des MAT. En effet
toutes les anémies hémolytiques ne s'accompagnent pas d'une thrombopénie. La
thrombopénic est généralement importante avec un chiffre médian de 25 x 10°/L [10]. A
’inverse, toute thrombopéniec importante n'est pas synonyme d'un PTT/SHU (tableau IV). Un
probléme biologique majeur est la validation du chiffre rendu par l'appareil. Si la numération
des plaquettes est effectuée par impédancemétrie il peut exister une pollution de la zone de
comptage des grandes plaquettes par des petits globules rouges et en particulier par les

schizocytes [11]. Cet artéfact est en principe minoré si la zone de comptage est encadrée par
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des seuils fixes, avec extrapolation plaquettaire (principe Coulter®) [12]. La validation du
chiffre des plaquettes impose dans ce cas un contréle de la numération en cellule et/ou sur
frottis. La thrombopénie a été rapportée au cours des MAT comme un signe trés précoce,
précédent les anomalies de la série érythrocytaire et I'élévation des LDH de 2 a 4 jours [13].

Un autre intérét de la thrombopénie est qu'elle est un critére majeur pour juger de 'efficacité
du traitement. [l est recommandé de poursuivre la thérapeutique jusqu'da normalisation du
chiffre des plaquettes (150 x 10%/L) et stabilisation de ce dernier ( > 2 jours). Il n'existe pas de
test a valeur pronostique a partir de ['‘évaluation initiale pour les PTT. Cette affirmation
pourrait cependant étre nuancée car il a été montré que la thrombopénie €tait un indicateur de
mortalité (32% des décés parmi les malades ayant moins de 20 x 10%/L versus 18% de décés

parmi les malades ayant plus de 20 x 10%/L) [5].

Schizocytes

L'anémie est le plus souvent franche. Cependant, I’hémoglobine peut étre normale on
trés modérément abaissée dans la phase initiale [10]. Les réticulocytes augmentent
franchement, mais d'une maniere décalée de quelques jours. La présence des schizocytes est
visible dans la grande majorité des cas, mais il faut savoir qu'elle peut manquer, en particulier
au début de la maladie [14] et qu'il faudra répéter la recherche. Dans de rares cas, la recherche
de schizocytes a €té rapportée rester négative tout au long de la maladie [15]). Cette
constatation est plutdt effectuée lors de SHU de Penfant, mais elle a été mentionnée au cours
de PTT de l'adulte [16]. Les raisons de l'absence des schizocytes ne sont pas claires. La
schizocytose doit étre considérée comme pouvant étre inconstante au cours des MAT
(sensibilité < 100 %). Dans ce cas l'anatomie pathologique a une place importante pour

confirmer la suspicion clinique de diagnostic (biopsie rénale ou gingivale).
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La présence de schizocytes n'est pas pathognomonique des PTT/SHU (spécificité < 100 %).
Elle peut étre associée a d'autres formes de MAT (tableau II). Elle peut survenir au cours des
"macro-angiopathies”, essentiellement aprés chirurgie des gros vaisseaux (schizocytose
modérée, transitoire 24/heures) ou dans un contexte de chirurgie cardiaque (suites de la pose
d'une valve cardiaque, réparation d'une communication entre les cavités droite et gauche...).
Avec les techniques actuelles, il faut noter que I'hémolyse mécanique est néanmoins rare,
infraclinique et peu visible biologiquement. Sa survenue témoigne plus d'un
dysfonctionnement valvulaire que d'une conséquence attendue (désinsertion de la valve, fuite,
régurgitation, infection). Une hémolyse inconstante, jamais grave, est trouvée chez les
malades porteurs de valves mitrales et aortiques ; I'hémolyse dépend du type de valve, de leur
nombre, de leur position [17]. Seulement 30% des patients porteurs de 2 valves ont des signes
biologiques d'hémolyse (augmentation des LDH). Les réticulocytes, I'haptoglobine sont le
plus souvent dans les valeurs de référence, l'absence de schizocytes est habituelle [18]. De
méme, la présence d'une hémolyse mecanique ou d'un PTT est trés rare aprés pose d'un tuteur

("stent") intravasculaire (coronaire, rénal, iliaque) chez les patients non traités par Ticlopidine

[19].

En dehors de la pathologie cardio-vasculaire, les schizocytes sont également présents dans des
circonstances trés particuliéres. Au cours des états de coagulation intravasculaire disseminée
se pose le probléme du diagnostic différentiel avec une MAT, d'autant plus que les D-Diméres
peuvent étre modérément augmentés au cours des MAT [7]. Les schizocytes peuvent
également &tre présents au cours des myélofibroses [20], qu'elles soient secondaires a des
cancers métastatiques ou dans le cadre d'hémopathies malignes (splénomégalie myéloide
surtout, érythroleucémies...). Enfin il faut savoir qu'ils peuvent étre présents au cours

d'anomalies plus bénignes, telle qu'une anémie de Biermer [4] qui peut poser des problémes
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diagnostiques 1mportants (patient se présentant avec un tableau neurologique, une
thrombopénie, une anémie avec schizocytes et augmentation de la bilirubine et des LDH).
Dans ces circonstances le frottis sanguin peut étre évocateur par la grande poikilocytose qui
domine le tableau des anomalies morphologiques des hématies. La présence de schizocytes
est possible chez les malades splénectomisés puisque la rate permet la séquestration suivie par
la destruction des hématies 4 membranes rigides non déformables. Enfin, quelques
schizocytes sont de constatation habituelle chez les nouveaux nés (souvent prématurés) [21].
La présence artéfactuelle d'hématies altérées lors du prélevement ou des étalements est
négligeable sur un frottis réalisé dans de bonnes conditions (inféricur a 0,2 %).

La numération des schizocytes est parfois utilisée en pourcentage de globules rouges plutdt
qu'en valeur absolue. En particulier, dans le contexte de MAT survenant aprés greffe de
moelle, plusieurs scores ont ét¢ établis & valeur pronostique. Ces scores incluent en général les
parametres suivants : LDH, plaquettes, pourcentage de schizocytes. Les schizocytoses sont
rarement majeures au décours des greffes (le plus souvent comprises en [ et 10%) [22-24]
Dans ces conditions, il s'agira d'une difficulté statistique de dénombrement d'éveénements rares
sur un frottis. L'intervalle de confiance a 95%, pour un pourcentage inférieur 4 10% est
extrémement large si le compte est fait sur 500 ou 1000 hématies, ce qui est habituel [25]. La
valeur de ce pourcentage est donc toute relative et doit tenir compte de l'imprécision
statistique. Le décompte doit étre effectu¢ attentivement si une interprétation précise est
souhaitée par le clinicien. La numération automatisée des schizocytes est proposée par
certains automates {Advia 120, Bayer) ou les schizocytes sont reconnus comme des €léments
de taille inféricure a 30 fL (laser a angle 2-3°, mesure de volume) et de structure différente de
celle des plaquettes (laser 5-15°, index de réfraction correspondant & la "densité” cellulaire)
[26]. Une contamination par des petits fragments d’hématies est possible et cette méthode

reste néanmoins a ¢valuer : le probléme de la séparation petits microcytes, débris d’hématies
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(microvésicules), véritables schizocytes reste en théorie posé. Le probleme de la
reconnaissance de schizocytes sur les frottis a déja été abordé dans cette revue [1], il n'y a pas
de consensus actuel sur les formes & sélectionner. Il faut par contre savoir que les schizocytes
peuvent se sphériser aprés fragmentation, formant des éléments de trés petite taille ("sphéro-
schizocytes") qui posent le probléme de leur reconnaissance en tant que tel [27].

Les microsphérocytes (sphérocytes & volume réellement diminué) étant de constatation banale
au cours des anémies hémolytiques immunes [20], la négativité du test de Coombs a une
valeur essentielle. En résumé, les pathologies associées a la présence de microsphérocytes
dans le sang peuvent évoquer une anémie hémolytique auto-immune, une sphérocytose
constitutionnelle (Minkowski-Chauffard), ou une anémie par fragmentation ("sphéro-

schizocytes").

FORMES SECONDAIRES ET ASSOCIEES

Environ la moitié des MAT sont associées a un contexte pathologique pré-existant
(tableau V) [4]. Le diagnostic en est parfois aisé d'emblée (grossesse, cancer...), ou au cours
d'une hospitalisation avec surveillance programmée du malade (greffe de moelle...). Il existe
néanmoins des circonstances de survenue plus difficiles a appréhender, en particulier les
formes secondaires a une prise médicamenteuse ou rencontrées au cours du SIDA.

Une MAT a été rapportée dans de nombreux cas de prise médicamenteuse (tableau VI). Le
diagnostic en est parfois difficile, il impose l'arrét immédiat du médicament et I'interdiction
d'une prescription ultérieure. Actuellement le débat se focalise sur la classe des
thiénopyridines car il a été rapporté 60 cas de MAT dus a la prise de ticlopidine [28] dont 20
ont été mortels. La prescription de ce médicament a alors été fortement diminuée (d'autant

que des neutropénies graves ect/ou des aplasies avaient ét¢ encore plus largement
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mentionnées), et remplacée par celle d'un composé chimique proche, le clopidogrel.
Néanmoins 11 cas de MAT ont été décrits chez des malades traités par clopidogrel dont 2
mortels [29].

Les MAT sont souvent associées a l'infection par le virus VIH [30]. L'incidence du PTT est
multipliée par 15 a 40 par rapport 4 la population non atteinte. Dans ce contexte,
linterprétation des cinq signes est difficile. La thrombopénie peut &tre d'origine
immunologique ou post thérapeutique (AZT) ; les signes neurologiques peuvent étre dus a une
affection opportuniste. En conséquence le diagnostic de PTT devra étre retenu que s'il existe
d'autres signes (le contexte de SIDA a souvent été associé a l'absence d'hypertension
artérielle, la présence de lésions ischémiques (doigts, langue)). Les schizocytes peuvent étre
trouvés avant la survenue d'une MAT avérée mais il a également €té décrit des cas on ils
manquaient. En conséquence, le tabieau de MAT survenant chez les patients HIV+ est mal
défini. Le pronostic en est grave, l'insuffisance rénale est quasi constante avec prise en charge
par hémodialyse. Une médiane de survie inférieure a un an a été constatée [31]. Les MAT

représenteraient un tiers des causes de l'insuffisance rénale aigué chez les sujets VIH+.

CONCLUSION

La recherche de schizocytes sur un frottis sanguin est un élément capital du diagnostic
d'une anémie hémolytique, dont certaines (MAT) ont des conséquences graves si elles ne sont
pas traitées rapidement. Cette recherche doit étre effectuée en urgence. Elle engage la
conduite thérapeutique. Par contre, la sensibilité du critére "schizocyte" n'est pas absolue, car
il existe des tableaux d'anémie hémolytique mécanique sans schizocytes visibles (rare, et le
plus souvent d'apparition simplement différée). La spécificité est loin d'étre absolue, et c'est 1a

le probléme majeur car le patient risque d'étre engagé dans une prise en charge lourde pour
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lui-méme et I'équipe médicale. Enfin, la présence d'une MAT est souvent associée a une
pathologie qu'il faudra rechercher. Ces constatations imposent :

- la possibilité de réalisation d'un frottis sanguin y compris pendant la garde, avec
validation appropriée de I'hémogramme,

- la possibilité d'un dialogue prescripteur-biologiste,

- la pleine conscience par le biologiste de I'importance du résultat rendu.
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Le syndrome hémolytique et urémique (SHU) et le purpura thrombotique
thrombocytopénique (PTT) constituent les deux formes principales du groupe des
microangiopathies thrombotiques (MAT). Les signes présents au moment du diagnostic
associent a des degrés divers : anémie hémolytique avec schizocytes, thrombopénie, fiévre,

insuffisance rénale aigué, et troubles neurologiques d’origine centrale [20].

LE SYNDROME HEMOLYTIQUE ET UREMIQUE

Le SHU constitue la cause la plus fréquente d’insuffisance rénale aigué chez 1’enfant.
Il atteint essenticllement le jeune enfant (90% des cas entre 6 mois et 5 ans) et débute par une
diarrhée aqueuse précédant généralement I’anémie et la thrombopénie d’environ 5 4 7 jours.
Une insuffisance rénale aigué de gravit¢ variable peut alors se constituer plusieurs jours aprés
Papparition de ’anémie. La fi¢vre n’est pas constante et les enfants présentant un SHU ne
manifestent des signes neurologiques que dans 20 & 30% des cas. Malgré la présence trés
fréquente d’une thrombopénie importante (autour de 50 x 10°/L, mais pouvant atteindre
5 x 10°L), les signes hémorragiques sont rares. Les 3/4 des enfants atteints de SHU
récupérent complétement. Néanmoins, certains enfants conservent une atteinte rénale qui
progresse vers une insuffisance rénale terminale. Au moment de la phase aigué, la mortalité
reste encore d’environ 5% des cas. Les récurrences sont possibles. I1 existe de rares formes
familiales de SHU.

La symptomatologie du SHU résulte de I'occlusion thrombotique des capillaires des
organes. Les agents infecticux jouent un réle majeur dans le développement d’un SHU. Méme
si des infections virales ont ¢té considérées responsables d’épidémies de SHU, le SHU est
généralement associé a des infections bactériennes, en particulier a Escherichia coli

entérohémorragique de sérotype O157 : H7. D’autres souches d°F. coli, de salmonelles ou de
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shigelles productrices de vérocytotoxine ("shiga-like toxine"), peuvent étre impliquées. Des
contaminations a partir de viande insuffisamment cuite, de lait non pasteurisé ou de jus de
pomme ont été mentionnées. Seulement 2 a 6 % des enfants présentant une diarrhée
hémorragique liée a 'une de ces souches développeront un SHU, Il semble que le SHU soit
li¢ au passage d’un ou plusieurs types de vérocytotoxine au niveau de la circulation, suivie de
sa fixation au niveau de la membrane de la cellule endothéliale par I’intermédiaire d’un
récepteur spécifique de structure glycosphingolipidique (Gb3, globotriaosylcéramide).
Plusieurs mécanismes ont été évoqués, dont un effet toxique direct sur la cellule. La souche
d’E. coli semble également étre un élément déterminant, puisque ’incidence de SHU est
beaucoup plus importante avec les souches produisant la toxine VT-2 seule qu’avec les
souches produisant la toxine VT-1 seule ou la combinaison des deux. D’autres facteurs ont &té
é¢voqués dans la pathogénése du SHU, comme des troubles de I’agrégation plaquettaire, la
présence de multiméres de facteur von Willebrand de poids moléculaire anormalement éleveé,

ou encore un déficit en prostaglandine 12,

LE PURPURA THROMBOTIQUE THROMBOCYTOPENIQUF,

Le PTT decrit par Moschcowitz en 1924 est une maladie grave mais peu fréquente. On
peut la voir 4 tous les dges de la vie, mais elle touche habituellement 1’adulte jeune (10-40
ans), avec une prédominance pour les femmes (3/2). Les manifestations hémorragiques sont
habituellement un purpura pétéchial avec ecchymoses, mais des épistaxis, des hémorragics
rétiniennes et des saignements gastro-intestinaux sont possibles. Les manifestations
neurologiques (apathie, céphalées, troubles de la conscience, signes focaux...) constituent le
symptdme initial dans la moitié des cas. A ce tableau clinique classique, une insuffisance

respiratoire, des douleurs abdominales liées a une pancréatite ou 4 une occlusion des
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vaisseaux viscéraux, une hépatomégalie (25%), une splénomégalic modérée (20%) ou des
phénomeénes de Raynaud peuvent se surajouter. Comme dans le SHU, la pathogenése est liée
a l’occlusion thrombotique de trés nombreux organes, essentiellement au niveau du cerveau,
des reins, du ceeur, du pancréas, et des surrénales. Le PTT ¢était de mauvais pronostic, et la
majorit¢ des patients décédaient rapidement en 1’absence de thérapeutique efficace. La survie
en ’absence de traitement est de 80% a 3 mois et inférieure a 10% a 1 an. La disponibilité des
perfusions plasmatiques et/ou des échanges plasmatiques en urgence a permis de modifier

considérablement le pronostic (moins de 10% de mortalité).
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Tableau VI : Médicaments responsables de micro-angiopathies thrombotiques (d'aprés [33] et

compilation de la littérature)
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Tableau I : Eléments du diagnostic biologique d'une hémolyse périphérique avec

fragmentation (d'aprés [32])

hémoglobine intra-érythrocytaire N , réticulocytes 7
bilirubine non conjuguée 22, LDH 71

haptoglobine N | hémoglobinurie +, hémosidérinurie +
test de Coombs érythrocytaire —

schizocytes +

anémie régénérative

= hémolyse

intra-vasculaire

non immunologique

fragmentation / mécanique
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Tableau IT : Hémolyses extra-corpusculaires non immunologiques (d'aprés [14, 20, 21, 32])

hémolvses mécaniques {par fragmentation)

"Macro-angiopathies"
prothéses valvulaires ou vasculaires, pathologies vasculaires ou valvulaires non opérées,
circulation extra-corporelle, chocs palmoplantaires répétés

Micro-angiopathies
purpura thrombotique thrombopénique, syndrome hémolytique et urémique
formes secondaires (grossesse, néoplasies, medicaments, aprés greffe cellules souches
hématopoiétiques)

hemolyses infectieuses ou parasitaires

Clostridium perfringens ou autres germes, Bartonella bacilliformis, Plasmodium falciparum,

Babesia, Trypanosoma

hémolyses liées a des troubles métaboliques

hypercuprémie, hypophosphatémie, hépatopathies (syndrome de Zieve, stomatocytose /
acanthocytose acquises), insuffisance rénale chronique

hémolyses dues a des agents chimiques ou physiques

toxiques (plomb, cuivre, hydrogéne arsenié, aluminium), médicaments, venins d’animaux,
champignons

surcharge aqueuse intravasculaire

chocs thermiques

hypersplénisme
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Tableau IIT : Signes diagnostiques des purpuras thrombotiques thrombopéniques /

syndromes hémolytiques et urémiques (d'apres [4])

Critéres majeurs pour le diagnostic de PTT/SHU chez l'adulite

Anémie hémolytique periphérique non immunologique avec fragmentation

Hémoglobine & Hématocrite &

Schizocytes +

Réticulocytes &

LDH &

Test de Coombs érythrocytaire direct —

Thrombopénie

Autre cause "évidente" d'anémie et de thrombopénie ¢cartée en particulier Coagulation Intra-

Vasculaire Disséminée (TQ, TCA, Fibrinogeéne)

Critéres accessoires

Asthénie marquée

Fiévre (st importante avec frissons, évoque plutdt une infection)
Signes neurologiques (troubles de la conscience, céphalées...)
Atteinte rénale (HTA, protéinurie, hématurie, oligurie...)

Signes digestifs (douleurs abdominales...)
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Tableau IV : Association anémie avec schizocytes et thrombopénie, orientation selon la

numération plaquettaire (seuil proposé¢ 100 x 10°/L) (d'aprés [21])

Thrombopénie absente ou modéree

anomalies valvulaires / aortiques, congénitales / acquises (et / ou leurs réparations)
prothéses vasculaires

hypertension maligne

course a pied prolongée

brilures étendues

Thrombopénie franche

purpura thrombotique thrombopénique

syndrome hémolytique et urémique

PTT / SHU familial

syndrome de Kasabach-Merritt (hémangiomes multiples)
pré-éclampsie et éclampsie

cancers métastasés (notamment 4 la moelle osseuse)

vascularites, désordres immuns, greffes
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Tableau V : Mode de présentation des purpuras thrombotiques thrombopéniques / syndromes

hémolytiques et urémiques (d'apres [4])

Formes idiopathiques (40%)

Formes secondaires

Grossesse et post-partum

Medicaments

Diarrhée infectieuse (£. coli 0157 : H7)

Greffe de moelle

Cancer métastase

Maladies auto-immunes (Lupus Erythémateux Disséming, Sclérodermie, Syndrome des Anti-
PhosphoLipides)

Hypertension maligne, Pré-éclampste, Eclampsie, HELLP syndrome

Infection par le virus HIV
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Tableau VI ; Médicaments responsables de micro-angiopathies thrombotiques (d'aprés [33]

et compilation de la littérature)

thiénopyridines (ticlopidine, clopidogrel)

hypocholestérolémiants (statines : atorvastatine, simvastatine)
pénicilline, piperacilline, rifampicine

ibuproféne, pénicillamine

anticancéreux (mitomicyne C, cisplatine, bléomycine, gemcitabine)
déoxycoformycine

immunosuppresseurs (ciclosporine A, tacrolimus, OKT3)
interféron o et B

quinine

produits de contraste iodés
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IT - LES PROBLEMES POSES PAR LA NUMERATION DES SCHIZOCYTES

La présence de schizocytes dans le cadre d'une anémie hémolytique évoque une
microangiopathie thrombotique ou une fragmentation mécanique et peut étre le témoin d'une
maladie grave devant étre prise en charge rapidement. Leur mise en évidence et leur
numération présentent donc un intérét majeur. En effet, leur recherche peut contribuer de
facon essentielle au diagnostic étiologique d'une anémie hémolytique, alors que leur
numération est un €lément 1mportant dans le suivi d'vn purpura thrombotique
thrombocytopénique (PTT) ou d'un greffé médullaire. Néanmoins, il existe de réels problémes
concernant leur reconnaissance et la numération des schizocytes sur les frottis sanguins, ce
qui est d'autant plus grave qu'il s'agit généralement d'un diagnostic d'urgence. C’est pourquoi
nous avons voulu, dans cette deuxiéme partie, connaitre [’avis d’autres biologistes sur la
méthodologie a utiliser et leur définition & employer lors de la recherche de schizocytes. Une
enquéte a cté effectuée aupres de biologistes travaillant en centre hospitalier concernant non
seulement la définition et les formes comptées comme schizocytes, mais aussi la

méthodologie utilisée et les modalités de la réponse transmise au clinicien.

[l -1 - Article original

"Schizocytes : quelle définition retenir et quelle méthodologie utiliser pour les identifier et les
compter 7 Résultats d’une enquéte aupres de 24 biologistes."

Lesesve JF, Salignac S, Lecompte T. Ann Biol Clin. 2001 , 59 ; 49-52.
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Résumé

Les schizocytes sont des hématies fragmentées dont la reconnaissance est importante pour
Porientation clinique des malades. Les résultats d’une enquéte concernant I'identification des
schizocytes sont analysés. Cette enquéte a été réalisée auprés de 24 biologistes travaillant en
centre hospitalier. Les critéres de reconnaissance des schizocytes sont différents suivant les
centres et la dispersion des numérations de schizocytes est importante. Dans une moindre
mesure, les modalités de la réponse transmise au clinicien sont elles-mémes variables. Cette
enquéte préliminaire pose la question d’un travail de plus grande ampleur pour aboutir a un

consensus et I’établissement d’un référentiel.

Summary

Schistocytes result from red cell fragmentation. The identification of the schistocytes is
critical for decisions on appropriate management of the patients. We report the results of an
inquiry about determination methods of schistocytes of 24 well-trained biologists. The
analysis of the obtained responses stress on the different approaches used to count these cells,
and show an urgent need for guidelines to identify and enumerate them. A systematic

approach to the counting method should be rewarded.
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INTRODUCTION

Les schizocytes sont des fragments circulants d'hématies, débris de formes varices [1].

Leur surface sur le frottis est done logiquement inférieure a celle d'une hématie [2].
La numération des schizocytes est difficile du fait : d'un manque de définition précise de ces
cellules (absence de standardisation de l'identification, contrairement a d’autres celluies,
comme les réticulocytes par exemple pour lesquels existent des recommandations publiées
[3]) ; de l'absence de consensus concernant les méthodes de numération (absence de
standardisation de la réponse fournie au clinicien) ; des problémes d'echantillonnage sur un
frottis sanguin (absence de standardisation de la zone de lecture). De plus, comme tout
dénombrement de cellules présentes plutdt en faible nombre, il existe une variation statistique
importante [4]. Or I’identification des schizocytes est importante, tant dans un but diagnostic -
et souvent dans un contexte d’urgence - (anémies hémolytiques, microangiopathies
thrombotiques [5]), que dans un but pronostique (suivi des greffés médullaires [6,7]).

Dans le but d'harmoniser fa standardisation de la reconnaissance des schizocytes et la
standardisation de I'échantillonnage, nous développons au laboratoire une application d'un
logiciel d'analyse d'image. En ce qui concerne les problémes de méthodologies et de
définitions, nous avons procédé a une enquéte preéalable aupres de confréres biologistes dont
le compte rendu est donné ci-dessous. Cette enquéte montre que cet examen, « priori simple,

manque en fait de reproductibilité.
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MATERIEL ET METHODES

Nous avons procédé 4 la fin de l'année 1999, & l'envoi d'une trentaine de
questionnaires. Vingt-quatre réponses ont été obtenues. L'envoi a été effectué a des
biologistes faisant partie d'un réseau de travail informel élargi a quelques laboratoires
hospitaliers. Dix réponses provenaient de confréres travaillant en CHU, quatorze réponses de
confreres travaillant en CH ou en laboratoire d’exercice libéral. Les premiers ont €té qualifies
de "spécialistes”, les seconds de "non spécialistes". Cette dénomination veut simplement
mettre en exergue qu'il existe probablement plus de demandes de numération des schizocytes
en miliew CHU que hors CHU, et que les praticiens exercant en CHU ont, de maniére
attendue, plus "d’expérience" que leurs confreres.

Les questionnaires étaient composés de la maniere sutvante : il était demandeé les méthodes du
laboratoire (nombre de schizocytes comptés, criteres de jugement, formulation de la
réponse...) ; une deuxiéme page mentionnait des termes pouvant definir les schizocytes, et il
était demandé de répondre si cette définition paraissait appropriée (tableau 1). Les biologistes
n'étaient en revanche pas avertis, intentionnellement, que ces termes étaient extraits
d'ouvrages de référence en frangais [2, 8, 9] ou en anglais [10-13] ; enfin quatorze images de
frottis sanguins de patients hospitalisés au CHU de Nancy était proposées et il était demandé
de reconnaitre et de numérer - méme si cela n’était pas le mode habituel de résultat - le
nombre de schizocytes (frottis coloré au May-Griinwald Giemsa, x400 immersion, nombre

variable de schizocytes compris entre 0 et 15% environ) (figures 1-4).
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RESULTATS ET COMMENTAIRES

Comme déja mentionné, les réponses ont été séparées en deux catégories : dix
réponses "spécialistes" et quatorze réponses "non spécialistes". Deux laboratoires ont fait
participer l'ensemble des techniciens (seule la synthése du biologiste responsable a été
comptabilisée). Trois biologistes ont fourni une fiche GBEA spécifique.

Parmi les commentaires recueillis, plusieurs font apparaitre que les biologistes insistent sur la
nécessité d'avoir connaissance du dossier du malade pour répondre a cette demande (clinique,
parametres biologiques hémato (hémogramme, alarmes, réticulocytes) et biochimiques (LDH,
bilirubine...). Certains ont souligné l'importance du suivi des examens répétés par un méme
cytologiste, indiquant implicitement la variabilit¢é des résultats inter-observateur (et donc

parfois intra-laboratoire !).

Concernant la définition des schizocytes, il n'existe pas d’unanimité. Les chiffres
(tableau I) correspondent a des pourcentages de réponses positives. Pour les "spécialistes",
seules les hématies en casque sont unanimement comptées comme schizocytes, et les
hématies crénelées sont unanimement rejetées. Neuf "spécialistes" sur dix pensent que la
cellule en triangle répond a la definition. Ces deux deéfinitions {casque, triangle) ont donc un
accord fort ; toutes les autres sont discutées. Pour les "non spécialistes”, les chiffres sont
encore moins tranchés. Certains considérent les hématies crénelées comme des schizocytes.
La réponse ayant l'accord le plus fort est la présence d'hématies mordues. L'interprétation des
fragments d'hématies roulés, présents en bout de frottis ("micro-schizocytes", "sphéro-
schizocytes" de M. Bessis [2]) semble mal connue a la fois des spécialistes et des non
speécialistes. lls ne doivent probablement étre comptés que s'il existe d'authentiques

schizocytes dans une autre zone du frottis (diagnostic différentiel avec des microsphérocytes).
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Le terme frangais "d'hématie mordue” est parfois non connu. 11 est effectivement peu utilise. Il
correspond a la traduction de "bife cell".

['analyse attentive des cellules sélectionnées (sur les images) et des définitions retenues
(tableau I} pour un méme participant montre parfois une divergence entre la théorie... et la
pratique. Ceci indique bien la difficulte de retenir une définition précise exclusive et les
problémes posés par l'identification des schizocytes.

Au total, les réponses ayant obtenu un accord de plus d’environ % des participants sont
"casque", "triangle”, hématie "mordue” (schizocytes) et hématie "crénelée", "spiculée" (non

schizocytes).

En ce qui concerne les méthodes de comptage et de compte rendu des résultats, des
biologistes interrogés échantillonnent pour la plupart les cellules au niveau de la zone de
lecture de la formule sanguine (zone d'étalement correct des hématies). En revanche,
l'expression des résultats varie : certains rendent en pourcentage, sur un nombre variable
d'’hématies (entre 10 et 25 champs ou entre 1000 et 5000 hématies), et avec des seuils de
positivité différents (0, 1, 5%) ; d'autres mentionnent seulement la présence (positive ou
négative) ; d'autres enfin évaluent une estimation semi quantitative (0, +, ++, ou 0, +, ++, +++

ou quelques, rares, nombreux). Il existe donc une grande hétérogénéité.

De l'analyse des quatorze images, on peut tirer plusieurs remarques : en dehors de
I'image ot il n'existe pas de schizocytes, il existe une grande dispersion des résultats rendus.
Deés qu'il existe des schizocytes, les écarts-types centrés sur la moyenne (coefficients de
variation en pourcentages) sont importants (figure 5). Les "spécialistes" comptent toujours
plus de schizocytes que les "non spécialistes”. Si la dispersion des résultats est importante, la

dispersion entre les résultats des différents cytologistes reste globalement constante (un
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cytologiste comptant beaucoup de schizocytes en comptera beaucoup sur toutes les lames et
inversement). Ce résultat est encourageant car il permet de supposer qu'une standardisation de
la définition des schizocytes et quelques exercices inter-laboratoires permettrait d’harmoniser

les résultats [14, 15].

CONCLUSION

Ce travail souligne l'intérét d'harmoniser la définition "du" schizocyte. Une étude de
plus grande ampleur, avec un protocole plus structuré (méthode Delphi par exemple) pourrait
étre proposée par l'intermédiaire d'un groupe d'expertise professionnelle telle que le Groupe
Frangais d'Hématologie Cellulaire de la Société Frangaise d’Hématologie. Par ailleurs, un
programme d'analyse d'image permettant de réduire la subjectivité de l'identification des
schizocytes est en cours d'élaboration dans notre laboratoire. Mais, in fine, seul un protocole

clinique permettra de montrer I'intérét réel d’une telle démarche.
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TABLEAUX ET FIGURES

Tableau I : Définition du schizocyte : propositions de termes et pourcentage de réponses

positives

Figure 1 : Champ microscopique digitalisé soumis aux participants :

Figure 2 : Champ microscopique digitalisé soumis aux participants :

Figure 3 : Champ microscopique digitalisé soumis aux participants :

Figure 4 : Champ microscopique digitalisé soumis aux participants :

image 1 (MGG, x400)

image 5 (MGG, x400)

image 6 (MGG, x400)

image 10 (MGG, x400)

Figure 5 : Reponses des participants (nombre de schizocytes comptés) : résultats individuels,

moyenne générale et ¢cart-type. Moyenne des spécialistes et des non spécialistes
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Tableau I: Définition du schizocyte :

positives,

Qu’est-ce qu'un

Réponses des

Réponses des

schizocyte ? "spécialistes” "non-spécialistes”

Un triangle 90 % 77 %
Une hématie en casque 100 % 77 %
Une hématie crénelée 0% 31 %
Une hématie spiculée 20 % 38 %
Une hématie "mordue" 70 % 92 %
Une forme en virgule ou en 60 % 8%
bétonnet

Un microsphérocyte 40 % 8 %
Une hématie de taille 60 % 62 %

diminuée, déformée de

maniére importante

propositions de termes et pourcentage de réponses
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Figure 1 : Champ microscopique digitalisé soumis aux participants : image 1 (MGG, x400).
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Figure 2 : Champ microscopique digitalisé soumis aux participants : image 5 (MGG, x400).
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Figure 3 : Champ microscopique digitalisé soumis aux participants : image 6 (MGG, x400).
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Figure 4 : Champ microscopique digitalisé soumis aux participants : image 10 (MGG, x400).
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A la suite de ce travail initial, les résultats ont €té présentés au congres de la Société
Frangaise d'Hématologie (4 Mars 2001) sous forme d’un poster et d’une communication
orale. Il a alors été décidé de poursuivre cette enquéte par D’envol d’un questionnaire
reprenant les définitions proposées initialement et des questions relatives & la réalisation de

I’analyse dans les différents laboratoires interrogés.

II - 2 - Enquéte "schizocvtes" sous [’égide du Groupe Francais d'Hématologie

Cellulaire (coordonnée par J.F. Lesesve et T. Lecompte), résultats provisoires de la phase |

Ont participé a ce travail (47 biologistes) :

[. Amouroux (CHU, Clamart), M. Bizet (CH, Annecy), F. Blanc-Jouvan (CH, Annecy), F.
Braun (CH, Thionville), C. Brouzes (CAC, Villgjuif), J. Buisine (CHU, Nancy), M.P. Callat
(CHU, Rouen), M. Capbern (CH, Libourne), B. Chatelain (UCL, Yvoir), N. Chioukh {CH,
Belfort), J. Corberand (CHU, Toulouse), Y. Cornet (UCL, Yvoir), S. Daliphard (CHU,
Reims), M. Dautel (CH, Cholet), M. Duclos (CH, Dieppe), P. Dussert (CH, Belfort), A.
Falkenrodt (CHU, Strasbourg), C. Fourcade (CH, Argenteuil), R. Garand (CHU, Nantes), F.
Garnache (EFS, Besancon), J. Goasguen (CHU, Rennes), T. Grancher (CH, Petit Quevilly),
M.J. Grange (CHU, Paris Bichat), S. Jacquat (CH, Annecy), M. Lagrange (CHU, Paris Saint
Antoine), A, Lahary (CHU, Rouen), T. Lecompte (CHU, Nancy), P. Lepelley (CHU, Lille),
L.F. Lesesve (CHU, Nancy), B. Leloup-Poilant (CH, St Brieuc), D. Lusina (CH, Aulnay sous
Bois), P. Mahassen (CH, Luxembourg), M. Mallet (CHU, Caen), M. Maynadi¢ (CHU, Dijon)},
JM. Merseille (CH, Thionville), D. Morel (CHU, Lyon Sud), P. Moskovtchenko (CH,

Colmar), Y. Plumelle (?), G. Portefaix (CAC, Clerment-Ferrand), F. Reins (CH, St-Di¢), A.
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Scotton (CH, Epinal), G. Sebahoun (CHU, Marseille Nord), F. Subiger (CH, Chaumont), M.
Thouvenin (CH, Neufchateau), X. Troussard (CHU, Caen), M. Zandecki {(CHU, Angers), L.

Ziajka (CH, Remiremont).

11 -2 -1 - DEFINITION DES TERMES

II-2-1-1 Résultats

Les réponses sont groupées dans le tableau I (pourcentages de réponses positives). Les
biologistes ont été séparés en deux groupes, "spécialisés" (praticiens amenés a pratiquer
réguliérement cette recherche du fait du recrutement de 1’établissement, le plus souvent, CHU

ou laboratoire spécialisé, n = 23), et "non spécialisés" (n = 24).

Pour les "spécialisés", seules les hématies en casque et en triangle ont un accord fort
(90% et 85% respectivement), les hématies crénelées et les hématies spiculées sont presque
unanimement écartées (10%), les autres définitions (hématie "mordue", forme en virgule ou
en batonnet, microsphérocyte, hématie de taille diminuée et déformée de maniére importante)

sont toutes discutées (entre 38% ¢t 55% d’accord).

Pour les "non spécialisés”, les réponses sont encore moins nettes. Les hématies en
casque et en triangle ont un accord plus faible (75% et 70% respectivement), les hématies
crénelées et les hématies spiculées sont plus souvent considérées comme des schizocytes
(20% et 25% respectivement). Les hématies mordues présentent un accord plus fort que chez

les "spécialistes” (75%).

Au total, les réponses ayant obtenu un accord de plus d’environ % des participants
sont : pour les schizocytes "casque", "triangle" ; contre les schizocytes hématie "crénelée",

"spiculée"”. Les propositions hématic "mordue”, hématie de taille diminuée et déformée de
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maniére importante, et forme en virgule ou en batonnet restent discutées. Nous rappelons que

tous les termes proposés étaient extraits d’ouvrages publiés {par définition !).

I1-2-1-2-Discussion

L’absence de définition stricte et consensuelle est ressentie : la définition des
schizocytes est trés large (Lahary), trop vaste (Capbern) ; elle est non codifiée (Maynadié,
Thouvenin). Leur identification et leur dénombrement posent probléme (Lagrange,
Maynadié); ces deux critéres sont trés observateur-dépendant, ils manquent de rigueur
(Lagrange). L’absence de différence nette entre les réponses des "spécialisés” et des "non

specialises" renforce ce point de vue.

Certaines dénominations sont inconnues ou mal comprises, en particulier "hématie

mordue", traduction de I"anglais "bite cell” (Bizet, Daliphard).
Deux critéeres importants d’identification apparaissent :

. la notion d’angles quelle que soit la forme (Amouroux, Lagrange, Plumelle), voire
d’au moins deux angles (Garnache) ;

2. la notion de fragment (Leloup-Poilant, Moskovtchenko), avec perte de taille
(Corberand). En accord, suivent une série de termes imagés : hématie a bords acérés
(Garnache), en croissant de lune (Brouzes), en téte de chat (Daliphard), en chapeau de
gendarme (Amouroux, Bizet), hématie cornue (Amouroux), hématie amputée

(Braun), irrégulierement encochée (Capbern).

Ces dénominations imagées montrent la difficulté a trouver des termes opérationnels de
définition a la fois précis et adéquats. Pour ’identification des schizocytes, il y a obligation
de voir des cellules en casque, et alors on compte tout ce qui peut correspondre aux

schizocytes selon les diverses morphologies ¢voquées (Zandecki).
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Les hématies déformées, spiculées, les microsphérocytes sont souvent associés a la
présence de schizocytes mais non considérés comme tels (S¢bahoun). Elles ne sont pas prises
en compte si isolées (Mallet). Elles ne sont pas signalées dans le contexte d’une grande
aniso-poikilocytose, et il faut mettre a part les anomalies d’une carence martiale par exemple
(Lusina), d'une grande hypochromie (Bizet). L’interprétation est trés différente entre des
anomalies morphologiques importantes rattachées a4 une micro-angiopathie ou a une
hémopathie maligne (ex : myélofibrose) ou bénigne (ex : Biermer) (Lesesve). L'interprétation
des fragments d'hématies roulées, surtout présents vers la zone pré-terminale du frottis
("micro-schizocytes", "sphéro-schizocytes" de M. Bessis) semble mal connue a la fois des
spécialistes et des non spécialistes (Corberand, Lesesve). Ils ne doivent probablement éire
comptés que s'il existe d'authentiques schizocytes dans une autre zone du frottis (diagnostic
différentiel avec des microsphérocytes), que si et seulement s’il existe des schizocytes
incontestables (Bizet). Les microsphérocytes sont comptés que s’il existe des schizocytes
associés ; dans les jours suivants un SHU surtout chez ’enfant, des micromicrosphérocytes
par "sphérocytation" des schizocytes dans la circulation ou dans le tube apparaissent
(Zandecki). Par contre, les fragments de forme bizarre doivent étre comptés méme s’ils ne

sont pas morphologiquement exactement conformes a la définition donnée (Daliphard).

On peut donc aborder les difficultés de deux maniéres :
1. Proposer un commentaire général, débris d’hématies de formes variées (Bizet), fragment
d’hématies de différentes tailles (Dussert), avec perte de substance (Corberand). Certains

souhaitent un terme plus précis : casque semble faire 'unanimité (tableau I) et est en

adéquation avec ’origine grecque du terme casque (Goasguen).

2. A D’opposé, vu les difficultés a définir le schizocyte, aborder la question en affirmant ce
qu’il n’est pas (dacryocyte, drépanocyte, sphérocyte) (Corberand). Cette distinction pose

elle aussi des problémes, en particulier de traduction anglo-saxonne: distinguer
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schizocytes des cellules "contractées et irrégulieres" en fait aussi trouvées dans des

hémolyses et des fragmentations mécaniques (Lahary).

I[-2-1-3-Synthése

L’enguéte concernant la définition des schizocytes indique qu’il n'existe pas

d’unanimité, Nous proposons :

v d’abandonner les critéres de choix de forme trop précis, trop personnels,

v' de définir un terme clairement reli¢ a la pathogenése (fragmentation des hématies
sur des filaments de fibrine). Propositions Bizet, Dusscrt, Corberand a valider,

v de mentionner systématiguement si les schizocytes sont une anomalie isolée ou

faisant partie d’anomalies complexes dans le cadre d’une aniso-poikilocytose.

11-2-2 - TECHNIQUE

I1-2-2-1-Résultats

Une fiche "GBEA" n’est mentionnée que dans trois cas (Callat, Corberand, Lesesve).

Comme attendu, te prélévement ne pose pas de problémes particuliers : sang veineux
prélevé sur EDTA (tube utilis¢ pour la numération) et coloré suivant la technique de May-
Grinwald Giemsa, dans les délais habituels de réalisation de I’hémogramme.

Par contre, les nouvelles possibilités technologiques d’étalement font que les frottis
sont étalés de fagon manuelle traditionnelle ou automatique (Falkenrodt, Lagrange, Leloup-
Poilant), la plupart des biologistes dans ce cas utilisant du matériel Sysmex-Roche
{Garnache, Grange, Lepelley, Mallet, Morel, Plumelle), parfois Beckman-Coulter {Chatelain,

Cornet).
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Sans surprise, les biologistes échantillonnent les cellules au niveau de la zone de
lecture de la formule sanguine (zone d'étalement correct des hématies), en évitant les bords

extrémes et les franges (Brouzes, Mallet).

En revanche, I'expression des résultats varie suivant les centres.

¢ Certains rendent en pourcentage (Bizet, Brouzes, Fourcade, Grange, Lagrange, Leloup-
Poilant , Mallet, Maynadié, Subiger, Zandecki), mais sur un nombre variable d'hématies
(entre 300 (Subiger), 1000 (Brouzes, Capbern, Chatelain, Cornet, Dautel, Falkenrodt,
Garand, Sébahoun), 2000 (Corberand, Maynadié, Plumelle), 3000 (Garnache) et 5000
(Braun, Merseille)), elles mémes comptabilisées sur un nombre de champs différent
(entre 10 (Bizet, Corberand, Fourcade, Plumelle, Portefaix, Zandecki) et 25 champs
(Braun, Merseille)) du fait de I'utilisation d’objectifs aux grossissements différents
(moyen ou fort). Certains vérifient les résultats avec comptage sur deux fois 500
hématies par deux personnes différentes (Amouroux), voire par trois personnes
(Corberand). Certains rendent le résultat en "nombre absolu" (Malet), font des classes de
résultats : négatif ou recherche positive = présence de schizocytes : 1-2%, 2-3%, 3-5%,
6-10%, 11-20%, plus de 20% des hématies (Zandecki). A cette notion de résultat
quantitatif’ est souvent attachée la notion de seuil de positivité. Ils sont hétérogénes :
~0% (Lesesve), 1% (Amouroux, Corberand), 2% (Maynadi¢), 5% (Garand)) ; voire
variables sclon les pathologies: 1 a 2% habituellement, mais 3% si contexte de

SHU/PTT et 1% si greffe ou traitement par ciclosporine (Lepelley).
¢  D'autres mentionnent seulement la présence (positive ou négative}.

e  D'autres évaluent une estimation semi quantitative : 0, +, ++, +++; quelques, rares,
nombreux (Daliphard, Grancher, Ziajka). Une proposition d’échelle de correspondance

est parfois mentionnée mats, 1a encore, différente suivant les centres : rare = <I/champ
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objectif x50, quelques: 1-5/champ, nombreux >5 (Morel); trés rares = <l/champ

objectif x50, quelques = -2, nombreux = 3-10, trés nombreux = >10) (Callat).

e D’autres enfin, les plus nombreux, font les deux types de réponse, qualitatives ou
quantitatives (Amouroux, Buisine, Falkenrodt, Garnache, Grange, Lesesve, Morel,
Portefaix, Sébahoun). La réponse est qualitative si les schizocytes sont rares,

quantitative si présents (Lusina).

II-2-2-2-Discussion

Prélevement et colorations soulévent peu de commentaires. Pas de prélévement sur
cathéter (Malet). MGG non obligatoire (Lagrange). Bonne fixation au méthanol nécessaire

(Zandecki) pour éviter les anomalies artéfactuelles des hématies,

Les méthodes d’étalement automatisé, amenées a se développer, posent la question de
leur évaluation (Mallet, Plumelle). 1l serait instructif d’avoir le point de vue des utilisateurs

de 1’étaleur SP100 Sysmex-Roche puisqu’ils sont nombreux.

La suspicion de la présence de schizocytes, devant conduire a leur recherche sur
frottis, est indiquée par 1’analyse de Ia courbe de répartition en volume des hématies sur

[’automate (Corberand, Lusina). Des anomalies de I’'IDR sont suggestives {Goasguen).

Le probleme primordial - en cas de quantification - du comptage par champs aux
nombres d’hématics supposés homogeénes est posé. Le nombre imprécis et variable
d’hématies majore les erreurs de pourcentage (Moskovtchenko, Plumelle). Le dénombrement
d’événements rares oblige a connaitre I’intervalle de confiance du résultat annoncé (Braun,
Lesesve, Merseille). L’intervalle de confiance d™un chiffre de 1% est 0-3 si 500 hématies sont
comptees, 0-2 si 1000 hématies sont comptées, 0,4-1,6 si 5000 hématies sont comptées, 0,8-

1,2 si 10000 hématies sont comptées.
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Enfin, la notion de seuil reste a définir (Moskovtchenko). Normalement, il n’y a pas
de schizocyte "vrai" dans le sang, et les artéfacts dus au prélévement et a [’étalement sont

rares (<0,5%) si la phase pré-analytique est correcte (Lesesve).

I1-2-2-3-Synthése

En ce qui concernc les méthodes de comptage et de compte rendu des résultats, les
réponses sont trés hétérogénes. Nous proposons ;

v prélevement de sang veineux (EDTA) analysé avee I’hémogramme (chiffres, graphes),

v frottis coloré an MGG,

v" lecture a I’objectif moyen ou fort, mais dans la zone de lecture de la différentielle
leucocytaire, et sur un nombre de champs permettant la visualisation de 5000

hématies,

v" les modalités de réponses, quantitative ou qualitative, sont laissées a I’appréciation du
biologiste mais si une réponse qualitative est choisie, les modalités doivent étre
définies et standardisée (0/+/++ ou absence/rares/nombreux) et reposer sur unc semi-

quantification définie (propositions Callat, Morel),

v" de définir un seuil de positivité (valeur de référence et seuil décisionnel).

II-2-3-FECHANGES AVEC LE CLINICIEN

I1-2-3-1-Résultats

Certains centres n’ont pas la possibilité d’un dialogue véritable avec les cliniciens

(Lepelley, Portefaix). Cette situation est rare.

Les communications sont fréquentes :
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e Appel d’emblée si absence de renseignements cliniques {(Dautel). L’appel serait

souhaitable dés réception de la demande (Portefaix).

¢ Appel pour orientation et comptage ensuite si nécessaire (car délicat et consommateur de

temps) (Corberand).

¢  Appel si recherche positive (Lagrange), pour information sur le contexte dés constatation

de la présence (Brouzes, Sébahoun), ou si chiffre >1% et non connu (Leloup-Poilant,
p p

Lesesve, Mallet).

e Appel avec conseils sur la démarche étiologique (Chatelain, Cornet, Dautel, Grange,
Plumelle, Sébahoun). Sensibilisation du clinicien & 'importance du diagnostic de

SHU/PTT (Lahary, Lesesve, Subiger).
e  Appel en fonction du service demandeur (hématologie) (Chatelain, Cornet).

Dans la mesure ou le biologiste est souvent considéré comme un "prestataire de service", les
g p )
prescriptions se faisant plus par excés, et les formes "découvertes" au labo étant

exceptionnelles, le dialogue est de fait modeste (Zandecki).

Dans certains cas, la réponse est orientée en fonction du contexte clinique ou du service
demandeur (cardiologie, service de greffe...). Il existe donc une grande hétérogenéité dans la

formulation de la réponse rendue au clinicien.

La nécessité du suivi du malade est indiquée (Mallet), soit fonction du service prescripteur
(réanimation, Plumelle), soit du patient (importance du suivi par un méme cytologiste pour un

SHU/PTT, Daliphard, Lesesve).

La réponse est quantitative si les schizocytes représentent 1’anomalie nettement dominante des
hématies et seulement qualitative s’ils s’inscrivent dans une aniso-poikilocytose globale

(Buisine, Goasguen, Plumelle), s’il s’agit d’une microangiopathie ou du service de
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cardiologie (Brouzes), dans un contexte de greffe (Chatelain, Cornet). Les seuils de positivité

varient suivant le contexte (Grange, Lepelley).

Dans le contexte des greffes, [’estimation pose toujours probléme (Portefaix) car les cliniciens
y attachent un intérét pour le pronostic d’'une GVH. Il faut opposer les cas de 1’enfant avec
beaucoup de schizocytes en général (SHU, 5-20%) et de ["adulte, des greffés avec souvent peu

de schizocytes (1- 3%) (Zandecki).

Il faut toujours ¢liminer une CIVD (Chatelain, Cornet). L.’ interprétation est différente avec les
bébés, en particulier les prématurés en néonatalogie (Amouroux).
Un nombre faible de schizocytes (< 1-2%) chez I’enfant n’est pas retenu si une

anisopoikilocytose franche existe par ailleurs (VGM bas), sans contexte d’anémie hémolytique

associée.

Chez le nouveau né, I'interprétation d’un petit nombre de schizocytes (inférieur a 1-2%) est

difficile (Zandecki).

Les investigations complémentaires varient beaucoup. Parmi les propositions :

* plaquettes

e réticulocytes

¢ bilan de coagulation a la recherche d’une CIVD (Garnache, Lagrange)

e bilan d’hémolyse (haptoglobine, bilirubine libre et conjuguée, LDH) ; test de Coombs
(Fourcade, Garnache, Lagrange, Lesesve, Morel, Sébahoun, Subiger)

¢  biochimie (foie, rein, créatinine et clairance)

o ferritine, fer

e anticorps anti-leucocytaires et anti-plaquettaires

e cktacytométrie (pour éliminer une pyro-poikilocytose chez nouveau né, Lusina
¥ Y

Seul un biologiste insiste sur la notion d’urgence : a faire en garde (Lusina).
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I1-2-3-2-Synthése

Chaque centre a ses habitudes. Nous proposons :

si le résultat est positif, surtout si le malade n’est pas connu, une communication
téléphonique au moment du rendu (appel systématique illusoire, plusieurs appels
chronophages) avec demande de renseignements cliniques et sensibilisation du clinicien
a la gravité potentielle d’un diagnostic de micro-angiopathie devant bénéficier d’une
prise en charge thérapeutique adaptée. Les autres conseils {étiologies, bilan biologique)

sont laissés a ’initiative du biologiste.

Nous souhaitons savoir I’intérét a conseiller une biopsie (rien, gencives) en cas de

suspicion de MAT.

IT-2-4-POURSUITE DU TRAVAIL

Ces premiers résultats seront envoyés au bureau du GFHC pour information et avis fin

Aoit). Une réponse commentée du bureau sera souhaitée.

L’envoi d’images digitalisées est prévu en Septembre - avec ce compte rendu - pour
que les participants de ce 1 tour identifient sur images les ¢léments gu’ils estiment étre des
schizocytes.

Ce 2™ tour de résultats sera exploité pour définir les formes consensuelles (indiquées
par les participants). Elles seront interprétées également par rapport & leur réponse du 1 tour.

A partir de I’ensemble des résultats et des remarques du bureau du GFHC, un texte de

consensus - si cela est possible - sera proposé a ’approbation du bureau du GFHC. Le but
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ultime serait la rédaction d’un "guideline”, avec publication dans une revue francaise

("Hématologie” 7) et proposition a une revue anglo-saxonne.

Tableau I : Définition du schizocyte : propositions de termes et pourcentage de réponses

positives.
o Spécialistes + Non
Spécialistes | Non Spécialistes o
Spécialistes

Un triangle 85 70 78
Une hématie en casque 90 75 83
Une hématie crénelée 10 20 15
Une hematie spiculée 10 25 18
Une hématie "mordue” 55 75 65
Une forme en virgule ou en

45 10 28
batonnet
Un microsphérocyte 33 15 24
Une hématie de taille diminuée,

38 55 46
déformeée de maniére importante
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I1I - DENOMBREMENT DES SCHIZOCYTES ASSISTE PAR ORDINATEUR

L’enquéte présentée dans [’article précédent, réalisée, tout d’abord sur 24
biologistes puis étendue par la suite 4 47, met en évidence une grande variabilite, tant sur la
méthodologie a utiliser que sur les formes comptées comme schizocytes. Cette variabilité
inter-individuelle souligne le besoin d’harmonisation non seulement pour assurer des résultats
reproductibles au sein d'un méme laboratoire et pour permettre ainsi le suivi des malades,
mais aussi pour pouvoir comparer des résultats issus de laboratoires différents. C’est pourquoi
nous avons voulu développer une application sur un logiciel d’analyse d’images dans le but
de sélectionner les schizocytes sur certains critéres objectifs et reproductibles. I.’objectif final

est d'améliorer la précision et l'exactitude de l'analyse, et donc 'utilisation clinique du résultat.

1I - 1 - Article original

"Est-il possible de compter les schizocytes au moyen d’un logiciel d’analyse d’image ?"
Salignac S, Campedel C, Bordigoni P, Lecompte T, Lesesve JF. Ann Biol Clin. 2001 ; 59
165-8.
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Résume

Les schizocytes sont des hématies fragmentées. Leur reconnaissance et leur quantification
sont utiles pour le diagnostic et le suivi de certaines pathologies. Cette numération reste
difficile par manque de standardisation ce qui est responsable de variations inter- et intra-
observateurs. Dans le but d’une meilleure reproductibilité, nous avons programme et testé un
logiciel d’analyse d’image (QWin®, Leica), pour détecter et numérer les schizocytes a partir
de critéres objectifs. Nos résultats montrent que notre programme, bien qu’encore imparfait,
pourrait apporter une plus grande cohérence aux résuitats rendus par rapport a I’observation

microscopique.

Summary

Schistocytes result from red cell fragmentation. The identification of the schistocytes is
critical for decisions on appropriate management of the patients. Currently, a systematic
approach to the counting method remains rewarded. We programmed a computer image
analysis device (QWin®, Leica) in order to detect fragmented red cells. A good correlation
between the computer and a well-trained biologist was found after minor modifications of the
computer’s results. Image analysis should reduced the biologist-to-biologist variation and

improve the identification and enumeration of the schistocytes.
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INTRODUCTION

Les schizocytes sont des fragments d’hématies [1]. Leur présence dans le sang
périphérique évoque une microangiopathie thrombotique ou une fragmentation méecanique
[2]. Leur mise en évidence présente donc un intérét diagnostique. Leur numération a des
conséquences thérapeutiques et pronostiques réelles [3]. Malgré D'apparente simplicité de
cette numération, ’absence de tout consensus complique considérablement la téche du
biologiste. L’absence de recommandations, tant sur la définition que sur la technique de
comptage, est responsable de la grande hétérogéneité des résultats fournis au clinicien. Ces
résultats sont donc en fait trés "observateur-dépendant” et varient en fonction de la technique,
des formes comptées, de la zone du frottis observée et du nombre d’hématies sur lesquels
s’effectue ’analyse [4].

Nous avons programme et testé ['utilisation d’un logiciel d’analyse d’image (QWin®, Leica)
pour le comptage des schizocytes, dans le but de sélectionner des fragments d’hématies sur
des criteres objectifs et reproductibles. Nous souhaitions ¢liminer les facteurs de variation
inter-observateurs et apporter une certaine standardisation. Notre expérience indique que
I'utilisation d’un logiciel d’analyse d’image, programmé spécifiquement pour la
reconnaissance des schizocytes, peut aider la reproductibilité et la précision des résultats

fournis aux malades.

MATERIELS ET METHODES

La station de travail (Leica — ICG) permet, grace a l’association d’un microscope, d’une
caméra 3-CCD et d’un ordinateur, I’acquisition et le stockage d’images microscopiques. Nous

avons écrit un programine d’utilisation du logiciel d’analyse morphométrique QWin®
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permettant la mesure (taille et forme) de tous les €léments présents sur I'image digitalisée. Les
schizocytes sont détectés sur des critéres de surface (nombre total de pixels détectés dans
I’objet), de circularité (facteur de forme qui donne une valeur minimum d’unités a un cercle,
calculé en fonction du rapport du périmeétre carré sur la surface), d’élongation (rapport de la
longueur divise par la largeur) et de diamétre équivalent (diametre de cercle equivalent, ¢’est
a dire le diamétre d’un cercle qui a {a méme surface que ’objet). Les férets (largeur de I’objet
suivant un angle donn¢ par rapport a Iorientation de I'image digitalisée, ie 0°, 45°, 90°, etc.)
n'ont pas été utilisés. En résumé, les schizocytes sont considérés par le logiciel comme des
hématies de petite taille, allongées et non circulaires. Aprés traitement de I'image, ils
apparaissent de couleur différente a I’écran (figure 1). Il a néanmoins été décidé de laisser a
I'opérateur, en fin d’analyse, la possibilit¢ de modifier manuellement le nombre de
schizocytes trouvés. Le logiciel analyse successivement les différents champs microscopiques
digitalisés et rend un pourcentage de schizocytes ainsi que le nombre d’hématies comptées.
Les critéres de sélection du schizocyte (surface, circularité, élongation et diametre équivalent)
ont été déterminés de maniére empirique par la mesure d’un grand nombre d’hématies
normales et de schizocytes incontestables. Pour chaque frottis, 10 champs microscopiques ont
été numérisés (objectif x40 3 immersion, grossissement total x400) dans la zone d’étalement
uniforme des hématies.

Trente et un échantillons consécutifs ont été analysés. Nous avons comparé les
résultats rendus par le logiciel & ceux rendus par méthode microscopique. Les échantillons
sanguins ont été recueillis dans des tubes Becton-Dickinson Vacutainer (anticoagulant :
EDTA). Les frottis ont ét¢ étalés manuellement puis colorés suivant la technique de May-
Griinwald Giemsa. La lecture microscopique des frottis a été réalisée par un cytologiste
expérimenté. Le comptage a été effectué a ’objectif x40 & immersion (grossissement total

x400) dans la zone d’étalement uniforme des hématies, sur 1000 cellules. Les résultats ont été
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interprétés aprés division arbitraire en deux groupes (schizocytoses basses ou ¢lévées), selon
un seuil fixé a 3%. L’interprétation statistique a été réalisée grace a des tests de comparaison
de moyenne en ¢échantillons appariés et par le diagramme des différences (représentation

graphique de Bland et Altman).

RESULTATS

L’analyse de 10 champs microscopiques digitalisés permet de compter en moyenne
1162 + 228 hématies, ce qui est équivalent au comptage microscopique sur 1000 hématies
pour Perreur statistique. La comparaison des moyennes des pourcentages de schizocytes
rendus par le logiciel et le cytologiste met en évidence une différence significative due aux
¢chantillons a schizocytoses importantes (groupe > 3%) lorsque aucune correction n’est
apportée au logiciel (tableau I}. Néanmoins, aucune diftérence significative n’a ¢té retrouvée
lorsque le logiciel a ét¢ utilisé avec une correction manuelle en fin de programme. Pour un
pourcentage inférieur & 3%, aucune différence significative n’a été retrouvée, que le logiciel
soit utilisé avec ou sans correction manuelle. La comparaison graphique des deux méthodes
grice au diagramme des différences (différence en fonction de ta moyenne) met en évidence
un accroissement des €carts lorsque la schizocytose est supérieure a 1%. 11 est firéquent de
retrouver des différences de 2-3% lorsque les schizocytoses sont supérieures a 5% (figure 2).

Le temps d’analyse moyen en microscopie optique est d’environ 5 minutes, et de 8 minutes

avec le logiciel.
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DISCUSSION

L utilisation de stations d’analyse d’image s’est considérablement développée en France
depuis environ 5 ans. Ces installations sont essentiellement situées dans des laboratoires
d’hématologie et d’anatomie pathologique, dans des buts de constitution de banques d’images
et de télémédecine [5, 6]. La digitalisation des images microscopiques rend en outre possible
leur retraitement par des logiciels d’analyse. Cette application reste néanmoins peu exploitée :
morphométrie des celtules lymphoides [7], analyse des couleurs des frottis colorés par May-
Griinwald Giemsa et standardisation de la coloration des hématies [8]. Nous avons exploité
les possibilités du logiciel QWin® pour la mesure des objets (surface, circularite, élongation
et diamétre équivalent, ferets...) et la reconnaissance de fragments de disques (schizocytes
versus hématies). Des critéres stricts ont permis d’éviter la reconnaissance de disques peu
déformés (hématies anisocytaires et poikilocytose modérée). Ces critéres stricts ont
I’inconvénient de laisser passer quelques faux négatifs (schizocytes de grande taille
essentiellement). La prise en compte de critéres supplémentaires (ferets), une modélisation
mathématique plus poussée des schizocytes avec des critéres physiques de définition plus
stricts devraient permettre d’ameliorer les performances de notre logiciel. De méme, un
travail de réécriture du programme devrait permettre un accroissement de la vitesse de lecture
des champs digitalisés et une diminution du temps de lecture informatique. L’analyse serait
alors possible en temps proche de celui effectué au microscope.

La nécessité d’une quantification des schizocytes est d’importance variable en
clinique. Si la simple présence d’hématies fragmentées suffit 4 confirmer I’hypothése d’un
syndrome hémolytique et urémique chez un enfant présentant des troubles digestifs,
neurologiques et une thrombopénie, la quantification précise est par contre utile pour

surveiller Pefficacité d’une plasmaphérése [9] ou pour estimer le pronostic d’une réaction du
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greffon contre 1'hote apres greffe de moelle osseuse [10-12]. La standardisation de la mesure
des schizocytes est donc souhaitable, ainsi que la précision de la mesure. Ces deux impératifs
seront facilités par un comptage informatisé qui élimine au maximum les variations inter- et
intra-laboratoire dues & I’observateur (cytologiste-dépendance et variabilité intrinseque d’un
méme observateur).
La différence significative entre le programme établi sur QWin® et le cytologiste pour les
schizocytoses supéricures a 3%, et quand aucune correction manuelle n’est apportée, pose la
question de ’autonomie totale de fonctionnement de notre logiciel (avec les critéres utilisés)
et de la confiance que I’on peut accorder au résultat donné. En I’état actuel, la correction
manuelle - méme souvent minime - réduit I’intérét sur le gain d’objectivité apporté par le
logictel. Le diagramme des différences met en évidence une cohérence relativement modeste
des résultats quand le frottis contient plus de 1 a 2 % de schizocytes. Il s’agit en fait
majoritairement d'une imprécision statistique liée au nombre d’hématies comptees, En effet,
lorsque le compte est réalisé par le cytologiste sur 1000 hématies, pour une schizocytose de
5%, P’intervalle de confiance a 95% varie entre 3% et 7% [13,14] (tableau II). Pour améliorer
la précision du décompte, en particulier lorsque le nombre de schizocytes est important, il est
indispensable d’augmenter le nombre d’hématies comptées. 1l est néanmoins impensable en
pratique de compter sur 5000 ou 10000 hématies au microscope pour une raison de durée
d’analyse et de fatigue visuelle. L’utilisation d’un logiciel d’analyse d’images performant
pourrait dans cette hypothése améliorer simultanément la précision et I’exactitude de [’analyse
(en augmentant le nombre d’éléments comptés et en standardisant les formes reconnues
comme schizocytes).

Au total, le logiciel que nous avons programmé ne répond qu’imparfaitement a
objectif fixé. La durée d’analyse reste légérement supérieure a 1’observation microscopique.

Une correction manuelle minime reste nécessaire en fin d’analyse pour obtenir des résultats
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similaires entre le programme rédigé sur QWin® et un cytologiste expérimenté. Néanmoins,
I"utilisation d’un logiciel informatique pourrait permettre d’assurer une plus grande cohérence
des résultats rendus au clinicien par rapport a I’observation microscopique pure en améliorant

la précision et I’exactitude du comptage des schizocytes.
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TABLEAUX ET FIGURES

Figure | : Logiciel d’analyse d’image : écrans d’analyse et de résultats

Tableau 1 : Comparaison cytologiste versus logiciel sans (-) et avec (+) correction manuelle

Tableau II : Intervalle de confiance a 95% d’un dénombrement de schizocytes

Figure 2 : Représentation graphique de Bland et Altman comparant les performances du

logiciel et du cytologiste dans la numération des schizocytes.
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Figure 1 : Logiciel d’analyse d’image : écrans d’analyse et de résultats.
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Tableau 1 : Comparaison cytologiste versus logiciel sans (-) et avec (+) correction manuelle.

Cytologiste Logiciel Différence
(-/+ correction) | (-/+ correction)
Ensemble des 2,2 1,9 0,3£09 P < 0,035
valeurs 2,3 0,1 £1,2 NS
Schizocytes < 3% 0,7 0,6 0,1 £0,6 NS
(n=20) 0,5 0,2%0,5 NS
Schizocytes > 3% 5,0 4,3 0,7£1,2 P <0,05
(n=11) 5,5 0,5+1,9 NS

Tableau II : Intervalle de confiance a4 95% d’un dénombrement de schizocytes.

% de schizocytes comptés

Nombre d’hématies

Intervalle de confiance a

comptees

1 1000

10000 0,8-1,2
2 1000

10000 1,7-2,3
3 1000

10000 2,7-3,3
4 1000

10000 3,6-4,4
5 1000

10000 4,6-5,4
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Figure 2 : Représentation graphique de Bland et Altman comparant les performances du

logiciel et du cytologiste dans la numération des schizocytes.
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I1I - 2 - Détermination de la limite de détection du logiciel

La présence d’artéfacts (prélévement, étalement...) peut suggérer des schizocytes sur
des frottis réalisés a partir d’echantillons de sujets sains. Nous avons voulu déterminer le seuil
de détection, de maniére & pouvoir faire la différence entre une "fausse" positivité
artéfactuelle et une réelle schizocytose. Vingt-trois spécimens sanguins provenant de malades
hospitalisés dans divers services du CHU ont été analysés (hémogramme, recueil dans des
tubes Becton-Dickinson Vacutainer®, anticoagulant: EDTA). Ces ¢chantillons ont été
sélectionnés sur l’absence d’anomalies sur la lignée rouge et sur ’absence d’alarmes sur
’automate de numération (H.2 Bayer Technicon). Les frottis ont été étalés manuellement puis
colorés par la technique de May-Griinwald Giemsa suivant les procédés habituels du
laboratoire. Pour chaque frottis, 10 champs microscopiques ont été numérisés (objectif x40 a
immersion, grossissement total x400) dans la zone d’étalement uniforme des hématies. Apres
analyse informatique avec cotrection, environ 1500 hématies ont &té comptées (moyenne £
écart-type : 1511 £ 126), le pourcentage moyen de schizocytes était de 0,04% avec un ¢écart
type de 0,05% (tableau I). La définition de la limite de détection correspond a la moyenne
plus trois écarts type, le seuil a donc été fixé a 0,2%. L analyse des frottis a I’aide du logiciel
non corrigé par 'utilisateur a trouvé une moyenne a 0,56%, un écart type a 0,68% et une
limite de détection a 2,61%. Ce seuil, beaucoup plus élevé, suggere fortement la présence de
faux positifs, Ces faux positifs sont souvent liés a une mauvaise qualité des images
digitalisées. Il peut s’agir d'hématies trop claires qui sont mal détectées, et qui entraine la
formation d’un nombre important de "faux" schizocytes au moment de la segmentation. Ces
faux positifs peuvent également &tre liés & un mauvais choix des champs contenant des
globules rouges contigus et qui aboutissent a la formation d'amas au moment du traitement de

I’image, la segmentation crée alors un nombre important de "faux" schizocytes.
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Cette détermination de la limite de détection ne résout cependant pas tous les problémes. En

effet, il permet de faire la différence entre un frottis normal et la présence de schizocytes.

Néanmoins, leur présence peut é&tre artéfactuelle ou associée a d’autres pathologies

(coagulation intravasculaire disséminée, myélofibroses, malades splénectomisés), sans

correspondre & une microangiopathie thrombotique.

Tableau I : Valeurs des limites de détection avec ou sans correction

Hématies comptées

Logiciel sans

correction (%)

Logiciel avec

correction (%o)

Moyenne 1511 0,56 0,04
Ecart type 126 0,608 0,05
Limite de détection 2,61 0,20
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III - 3 - Sélection de la zone dy frottis

Les schizocytes sont des éléments fragiles, ils s’arrondissent et se transforment en
microsphérocytes (ou sphéro-schizocytes) que 1'on trouve en queue de frottis et
particuliérement dans les franges. Pour vérifier cette hypothése, nous avons analysé avec le
logiciel, 2 frottis présentant une schizocytose trés élevée. Les résultats sont surprenants
(tableau I, figure 1), des 12,8 et 12,9 % de schizocytes comptés dans la zone ou s’effectue la
"formule leucocytaire" (figure 2), il n’en reste plus que 3 et 9,6 % dans la zone précédant
immédiatement les franges (figure 3), et 1,3 et 2,6 % dans les franges (figure 4). Ces résultats
montrent bien qu’il est indispensable de compter systématiquement les schizocytes dans la
zone ou s’effectue la "formule sanguine”, en évitant absolument la queue du frottis ou les
schizocytes perdent leurs caractéres morphologiques. Le choix des champs est donc capital de

fagon a permettre une analyse fiable, sans sous estimer les résultats de fagon importante.
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Tableau I : Pourcentage de schizocytes en fonction de la zone du frottis

Proximité des
Formule leucocytaire Franges
franges
Frottis n° 1 12,8 % 3% 1,3 %
Frottis n° 2 12,9 % 9,6 % 2,6 %

14
12 1 o ,
" | Frottis n°2
2 1 "“-.
£ 10 Y
58
3
& 6
=) 2 o
s Frottis n°1
L]
E 4
£
9
0

Formule leucocytaire  Proximité des franges Franges

Figure 1 : Représentation graphique du pourcentage de schizocytes en fonction de la zone du

frottis.
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Figure 2 : Image dans la zone ou s’effectue la "formule leucocytaire" (MGG, x400)

Figure 3 : Image a proximité des franges (MGG, x400)
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Figure 4 : Image dans les franges (MGG, x400)
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1V - CAS CLINIQUES

[V -1 -Exemple d’un SHU

FICHE PLAQUET’AIR (diffusion par la société Beckman-Coulter)

Découverte d’un syndrome hémolytique et urémique de I’enfant par une thrombopénie

associée a une anémie

S. Salignac, P. Bordigoni*, J.-L. André**, T. Lecompte, J.-F. Lesesve

Services d'Hématologie Biologique, Médecine Infantile®, Néphrologie pédiatrique®*, CHU

Nancy

OBSERVATION CLINIQUE

L'enfant Clément A., 4gé de 12 mois, est hospitalis¢ en Juillet 2001 dans le service de
médecine infantile pour apparition dune diarrhée glairo-sanglante apparue depuis quelques
jours. Le poids est mesuré a 12,3 kg, correspondant a une perte de 250 grammes par rapport
au dernier poids connu quelques jours auparavant. L'abdomen est souple et indolore ; le si¢ge
est irrité ; I'examen neurologique et cardio-pulmonaire est normal. L'examen ORL montre une
otite congestive droite associée a des adénopathies cervicales droites, L'hémogramme réalisé
met en évidence une hémoglobine a 11,5 g/dL (volume globulaire moyen : 79,7 fL), des
plaquettes a 412 x 10°/L et des leucocytes a 13,7 x 10”/L (figure 1). L'examen clinique et
l'ionogramme ne mettent pas en évidence de déshydratation, la C réactive protéine est
inférieure 4 5 mg/L. Cependant, l'évolution est marquée par [a persistance d'une diarrhée
glairo-sanglante importante, associée a des vomissements entrainant une aggravation de la

perte de poids et de l'altération générale, nécessitant la mise en place d'une réhydratation par
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voie intraveineuse. Les coprocultures réalisées mettent en évidence un germe Escherichia coli
de sérotype O157 : H7 sensible a tous les antibiotiques étudiés et ne montre pas de bactérie du
genre Salmonella, Shigella, Yersinia, F. coli entéropathogéne, Campylobacter,
Staphylococcus aureus. Les recherches dans les selles de rotavirus de parasite et de
champignons resteront négatives. Les analyses biologiques effectuées 5 jours plus tard (J6)
mettent alors en évidence un syndrome hémolytique et urémique (SHU) associant une
insuffisance rénale débutante (créatinine 71 pmol/L, urée 10,49 mmol/L), une thrombopénie a
26 x 10/L et une anémie normochrome normocytaire 4 8,5 g/dL avec présence de schizocytes
(1,4%) (figure 2). L’hyperhémolyse est confirmée par le caractére régénératif de 1’anémie
(réticulocytes : 135 x 10%L a J8 et 229 x 10%L a J11. La lecture attentive du résultat
graphique fourni par Pappareil de numération met en évidence une anisocytose trés
importante, avec un épaunlement vers la gauche de la courbe de répartition du volume des
globules rouges li¢ probablement a la présence de schizocytes. La courbe de distribution en
volume des plaquettes est lissée mais ne revient pas a la ligne de base vers 20 fL (figure 3).
L’observation microscopique du frottis coloré suivant la technique de May-Griinwald Giemsa
met en évidence une anisocytose érythrocytaire, une thrombopénie (rares plaquettes de
morphologie normale} et la présence de schizocytes (chiffres compris entre 4 et 7% de J§ a
J17). La réalisation d’une bandelette urinaire puis d’un examen cytologique des urines mettent
en évidence une hématurie (12 000 hématies/mL). La diurése est conservée. Devant
’augmentation modérée de la créatinine, un régime hypoprotidique, hyponatrémique et
hypokaliémique est mis en place par précaution. Aucune fievre ni signe neurologique sont
observés. L'enfant est alors transféré en réanimation a J7 pour pose de voie centrale et
maintient de I'équilibre hydroéléctrolytique. Devant I’anémie a 6,8 g/dL et la thrombopénie a
21 x 10%L, une transfusion d'un concentré de globules rouges déleucocytés et d'un concentré

de plaquettes d'aphérése est réalisée. Durant le séjour en réanimation, la diurése est toujours
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restée satisfaisante, la créatinine et 'urée n'ont pas depassé 9 mg/L et 1,02 g/L respectivement.
La coproculture de contrdle effectuée a J10 ne met plus en évidence d' E. coli de sérotype
0157 : H7. L'enfant est transfér¢ en secteur a J12 aprés une seconde transfusion d'un
concentré de globules rouges déleucocytés (hémoglobine toujours basse aprés la premiére

transfusion, 6,8 g/dL). Il quitte le service sans séquelle 20 jours aprés son hospitalisation.

DISCUSSION

Le syndrome hémolytique et urémique (SHU) représente la forme principale du
groupe des microangiopathies thrombotiques (MAT) chez I’enfant [10]. Les signes présents
au moment du diagnostic associent a des degrés divers : anémie hémolytique avec
schizocytes, thrombopénie, fiévre, insuffisance rénale aigué, et, rarement, troubles
neurologiques d’origine centrale. C’est la cause la plus fréquente d’insuffisance rénale aigué
chez 'enfant, Comme ici, il atteint essentiellement le jeune enfant et débute par une diarrhée
précédant généralement 1’anémie et la thrombopénie d’environ 5 a 7 jours. Une insuffisance
rénale aigué de gravit¢ variable peut alors se constituer plusicurs jours aprés [’apparition de
I’anémie. Comme dans notre observation, la fiévre n’est pas constante et les enfants
présentant un SHU ne manifestent des signes neurologiques que dans moins de 20% des cas.
Les 3/4 des enfants atteints de SHU récuperent complétement. Néanmoins, certains enfants
conservent une atteinte rénale qui progresse vers une insuffisance rénale terminale. Au
moment de la phase aigué, la mortalité reste encore d’environ 5% des cas. Chez ’enfant on
peut distinguer 4 grands modes de présentation du SHU. Le SHU du jeune enfant (90% des
cas de 6 mois 4 5 ans), avec début typique (diarrhée aqueuse, parfois avec méléna précédant
I’anémie ¢t la thrombopénie), de pronostic favorable. Le SHU de I’enfant plus dgé, plus rare
et atypique, sans prédominance saisonniere, sans prodromes digestifs. Une insuffisance rénale

aigué de gravité variable peut survenir plusieurs jours aprés l’apparition de ’anémie. Les
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récurrences sont possibles. Le SHU secondaire (greffe, médicaments, néphropathie antérieure,
acidurie méthylmalonique) dont les critéres de gravité sont I’HTA et les atteintes

neurologiques. Enfin, il existe de rares formes familiales de SHU.

La symptomatologie du SHU résulte de I"occlusion thrombotique des capillaires des
organes. Les agents infectieux jouent un réle majeur dans le développement d’un SHU. Méme
si des infections virales ont été considérées responsables d’épidémies de SHU, le SHU est
généralement associé a des infections bactériennes, en particulier & E. coli
entérohémorragique de sérotype O157 : H7. D’autres souches d’E. coli, de salmonelles ou de
shigelles productrices de vérocytotoxine ("shiga-like toxine"), peuvent étre impliquées. Des
contaminations a partir de viande insuffisamment cuite, de lait non pasteurisé ou de jus de
pomme ont ét¢ mentionnées. Seulement 2 3 6 % des enfants présentant une diarrhée
hémorragique lice a ['une de ces souches développeront un SHU. Il semble que le SHU soit
lié au passage d’un ou plusieurs types de vérocytotoxine au niveau de la circulation, suivie de
sa fixation au niveau de la membrane de la cellule endothéliale par I’intermédiaire d’un
récepteur spécifique de structure glycosphingolipidique (Gb3, globotriaosylcéramide).
Plusicurs mécanismes ont été évoqués, dont un effet toxique direct sur la cellule. La souche
d’FE. coli semble également étre un ¢lément déterminant, puisque ’incidence de SHU est
beaucoup plus importante avec les souches produisant la toxine VT-2 seule qu’avec les
souches produisant la toxine VT-1 seule ou la combinaison des deux. D’autres facteurs ont été
évoqués dans la pathogenése du SHU, comme la présence de multimeres de facteur von
Willebrand de poids moléculaire anormalement élevé, ou encore un déficit en prostaglandine
[2.

La thrombopénie est parfois un signe révélateur et constitue de toute fagon un signe

majeur d'orientation au cours des SHU. Elle est généralement importante (autour de
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50 x 10%/L, mais pouvant atteindre 5 x 10°/L, avec un chiffre médian de 25 x 10°/L [11]).
Néanmoins, les signes hémorragiques sont rares. Un probléeme bioclogique majeur est la
validation du chiffre rendu par l'appareil. Si la numération des plaquettes est effectuée par
impédancemétrie il peut exister une pollution de la zone de comptage des grandes plaquettes
par des petits globules rouges et en particulier par les schizocytes. Cet art¢fact est en principe
minoré si la zone de comptage est encadrée par des seuils fixes, avec extrapolation
plaquettaire, La validation du chiffre des plaquettes impose dans ce cas un contrle de la
numération en cellule et/ou sur frottis [12]. La thrombopénie a été rapportée au cours des
MAT comme un signe trés précoce, précédent les anomalies de la série érythrocytaire et
I'¢lévation des LDH de 2 a 4 jours. Pour les MAT, la thrombopénie est un critére majeur pour
juger de l'efficacité du traitement, et il est recommandé de poursuivre la thérapeutique jusqu'a

normalisation du chiffre des plaquettes (150 x 10°/L) et stabilisation de ce dernier ( = 2 jours).

FIGURES

Figure 1 : Evolution de I’hémoglobine (g/dL) et des plaquettes (10°/1.)
Figure 2 : Résultats graphiques de 'appareil (H.2 Bayer Technicon}

Figure 3 : Schizocytes (frottis sanguin, MGG, x400)
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Figure 3 : Schizocytes (frottis sanguin, MGG, x400)
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IV - 2 - Exemple d’une MAT associée 3 un cancer

Une observation de tumeur solide en phase terminale : interprétation des

anomalies biclogiques (tests hématologiques).

(article soumis a la revue Annales de Biologie Clinique)

Abnormalities of the laboratory tests (hematologic findings) accompaying a metastasized

solid tumor : a case report
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OBSERVATION CLINIQUE

Madame B., dgée de 58 ans, est hospitalisée le 13 novembre 2000 pour 1’évolution
d’un adénocarcinome colloide mucineux de la vessie découvert au plus tot en décembre 1999
et opéré en février 2000. Le scanner réalisé aprés neuf mois (09 / 2000) montrait une
métastase hépatique associé¢e a des adénopathies iliaques droites et gauches. L'hémogramime
(tableau I) mettait alors en évidence une anémie (hémoglobine : 10,2 g/dL), normochrome
normocytaire, associée a une thrombopénie (102 x 10°/L). Le 14 / 11 / 2000, I’hémogramme
indique une anémie (7,9 g/dL) normochrome normocytaire régeénerative (réticulocytes :
289 x 10°/L) se majorant rapidement, associée 4 une thrombopénie (88 x 10°/L). Le bilan
d'hémostase réalisé le 17 / 11 / 2000 montre une thrombopénie (70 x 10%L), un taux de
prothrombine (TP} a4 62%, un fibrinogéne (Fg) a 0,8 g/L, les produits de dégradation du
fibrinogéne et de la fibrine (PDF)} a 40 pg/mL (N <10) et la présence de monomeres de
fibrine (++, par technique d’agglutination de particules de latex recouvertes de monomeres de
fibrine "de Largo” [13]). Un syndrome de coagulation intra-vasculaire disséminé (CIVD) est
suspecté. L'exploration des facteurs de la coagulation associe une diminution du facteur II
(40%) a des facteurs V et VII+X normaux. Le temps de lyse des euglobulines est légérement
raccourci (1h15 avec N > Th30) ce qui est habituel dans les CIVD. L'antithrombine, [e
plasminogene et l'alpha 2 anti-plasmine sont normaux. Dans le but de documenter 'anémie,
initialement normocytaire mais devenue macrocytaire du fait de la régénération, les
explorations complémentaires sont en faveur d’une hémolyse (haptoglobine effondrée,
augmentation des LDH plasmatiques et de la bilirubine non conjuguée). La recherche d'une
origine immunologique est négative (agglutinine irrégulicre ¢liminée par la négativité des
tests de Coombs direct et indirect). Les dosages des vitamines B9 et B12 sont normaux. La

patiente est alors transfusée par deux concentrés de globules rouges déleucocytés. L'évolution
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est marquée par la persistance des monomeres de fibrine, liés a la présence d'une CIVD
chronique dans le cadre de I'extension du cancer métastasé, et par 'aggravation progressive de
l'anémie et de la thrombopénie (figure 1). Le pourcentage de schizocytes (figure 2), trés
modéré au départ (0,4% le 17 / 11) se majore avec 'aggravation de l'anémie et la persistance
dela CIVD (1,4% le 21/ 11 et 2,2% le 12/ 12). L’examen du frottis sanguin coloré au May-
Grinwald Giemsa met en évidence une érythromyélémie (6% de myélocytes, 7% de
métamyélocytes, 6 érythroblastes pour 100 globules blancs) associée a une anisocytose, une
polychromatophilie et la présence d’hématies & ponctuations basophiles. La scintigraphie
osseuse montre la présence de plusieurs métastases osseuses et le scanner cérebral, effectué
du fait de I'apparition d'un strabisme convergent a l'eeil droit, met en évidence une masse

rétro-orbitaire droite. L'évolution est rapidement défavorable.

DISCUSSION

[.’observation rapportée présente des éléments de I’évolution d’une malade atteinte
d’un cancer (vessic) métastase¢ (foie, ganglions abdominaux profonds, orbite, os) du
diagnostic au décés (12 mois). La survenue de complications - attendues - rend plus complexe
I’interprétation d’examens biologiques simples. Or, les retombées cliniques de I'interprétation
biologique sont importantes, dans la mesure ou le traitement est sensiblement différent. Parmi
les examens de premiére ligne, le bilan hématologique "standard" (hémogramme +
hémostase) est régulierement demandé. Nous nous efforcerons de discuter la part de la CIVD
et celle de la microangiopathie thrombotique (MAT), toutes deux pouvant compliquer un

cancer [14], mais relevant d’une attitude thérapeutique différente.
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La CIVD est un syndrome acquis caractérisé¢ par l'activation intra-vasculaire massive de la
coagulation et apparaissant dans de nombreuses pathologies (septicémie, obstétrique,
traumatisme tmajeur, brilure étendue, cancers...) [15]. Aucune analyse biologique ne permet a
elle seule d'affirmer ou d'exclure le diagnostic de CIVD [16,17]. Le diagnostic est évoqué
devant l'association de plusieurs signes biologiques chez un sujet susceptible de développer
une CIVD : allongement du temps de Quick (TQ) et du temps de céphaline avec activateur
(TCA), diminution du Fg et des plaquettes, avec ou sans fibrinogénopénie ou thrombopénic
[15], présence de PDF ou de D-diméres, et de monomeéres de fibrine. Ces éléments étaient
présents dans 1'observation présentée (Plaquettes, TP, Fg, PDF, monomeres...). Parmi ces
analyses de premiére ligne, les monomeres de fibrine semblent étre les plus spécifiques d'une
CIVD : ils témoignent de la génération massive de thrombine et de son action sur le Fg [18].
La diminution des plaquettes et du Fg ainsi que l'allongement des temps de coagulation et la
présence de PDF ou D-dimeres sont des signes sensibles mais non spécifiques [19]. Qui plus
est, en présence d'un syndrome inflammatoire, le Fg (protéine de la phase aigué de
I'inflammation) et parfois le TCA (sensible au facteur VIII, protéine de l'inflammation)
peuvent rester dans les valeurs physiologiques [15-17]. A cbté des monoméres de fibrine, il
cxiste d'autres tests specialisés reflétant la génération de thrombine : fragment d'activation de
la prothrombine Fi; et complexes thrombine-antithrombine. Mais leur utilité et possibilité
d’utilisation pratique sont modérées car ils sont rarement pratiqués en routine et leur
performance diagnostique ne semble pas &tre supérieure a celle des monoméres de fibrine,
leur specificité et sensibilité se situant entre 80 et 90% [15]. Les autres anomalies associées a
une CIVD sont : une diminution des inhibiteurs physiologiques de la coagulation
(antithrombine, Protéine C, Protéine S), un éventuel raccourcissement du temps de lyse des
euglobulines, la diminution du plasminogéne et de 'alpha 2 anti-plasmine [20]. Toutefois ces

analyses, non spécifiques, apportent peu d'aide au diagnostic. Comme dans notre observation,
3 3
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la diminution du plasminogéne et de l'alpha 2 antiplasmine, est souvent absente dans les
CIVD chroniques modérées, le plus souvent compensées (ce qui semble ne pas €tre la cas ici,

faisant approfondir la recherche de la connaissance du mécanisme).

La présence d'une CIVD chronique est particuliérement fréquente dans les cancers métastasés
[14]. Les signes de consommation sont alors souvent au premier plan. Environ 10 a 15% des
patients avec tumecurs métastasées montrent des signes biologiques de CIVD dont le
mécanisme n’est pas encore clairement compris [15]). L’expression de facteur tissulaire a la
surface des cellules tumorales a ¢ét¢ impliquée, en particulier avec les cancers & cellules
sécrétrices, comme c¢’est le cas chez notre patiente. La thrombopénie fait partie du tableau et
se majore avec la CIVD, Un compte initial de moins de 100 x 10°/L est évocateur - mais non
spécifique -, d’autant plus qu’il s’accompagne ensuite d’une accentuation de la diminution du

nombre des plaquettes.

Dans le cas présenté, la présence d'une thrombopénie et d'une anémie hémolytique avec
schizocytes visibles sur le frottis sanguin pose le probleme de l'association ou du diagnostic
différentiel entre MAT et CIVD. La question est de savoir si les schizocytes et la
thrombopénie sont expliqués par une CIVD, une MAT ou l'association des deux pathologies.
Au cours des MAT, la présence de schizocytes est un signe diagnostic majeur, souvent réputé
comme obligatoire (ce qui n’est pas toujours le cas !) [12]. Au cours des CIVD, des
schizocytes peuvent parfois étre wvisibles, La CIVD est alors généralement grave,
s’accompagnant de dépéts de fibrine dans les capillaires ou les artérioles. Ces constatations
ont été vérifices par biopsie (rein [15]). Une CIVD importante peut en effet s'accompagner
d'une anémie hémolytique modérée avec présence de schizocytes [15-17, 20, 21-23], mais,

comme ici, l'association avec une anémie importante se majorant est un argument en faveur
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d'une MAT surajoutée [24]. En ce qui concerne le contexte clinique, CIVD et MAT peuvent
toutes deux compliquer un cancer métastasé {25]. Les signes cliniques : fiévre, insuffisance
rénale et signes neurologiques associés aux MAT ne sont pas suffisamment spécifiques pour
porter le diagnostic. Les schizocytes sont le signe cardinal des MAT mais peuvent également
se voir dans d'authentiques CIVD. Les signes biologiques les plus spécifiques d'une CIVD
sont les monoméres de fibrine, les fragments F;.» de la prothrombine et les complexes
thrombine-antithrombine. Ces deux derniers tests ne sont pas de réalisation courante. Quant
aux MAT, le signe le plus spécifique est la présence de multimeéres de facteur von Willebrand
de haut poids moléculaire, ou mieux la mise en évidence du déficit de la protéase clivant les
multimeres de facteur von Willebrand (analyse réalisée dans des laboratoires spécialisés).
Cependant, cette anomalie n'est pas toujours trouvée dans les MAT associées aux cancers
métastasés [26]. L'importance de l'anémie hémolytique (haptoglobine effondrée,
augmentation des Lactico DesHydrogénases plasmatiques et de la bilirubine non conjuguée),
contrastant avec la concentration modérée en schizocytes, a conduit a envisager d'autres
causes possibles d'hémolyses : immunologique (allo ou auto-anticorps), infectieuse,

parasitaire ou médicamenteuse [12]. L'enquéte s'est révélée négative,

Chez cette malade, le tableau hématologique est d’interprétation difficile. La persistance
d’une CIVD - explicable par le contexte et prouvée biologiquement - qui semble s'intensifier
lentement avec I'évolution (diminution du TQ et du Fg associée a une augmentation des PDF)
contraste avec l'aggravation rapide de 'anémie et de la thrombopénie. Elle suggére une
contribution importante d'un phénoméne microangiopathique. Cependant, le pourcentage
relativement faible de schizocytes retrouve au niveau du frottis sanguin est surprenant, alors
que l'anémie se majore rapidement en quelques semaines malgré une régénération importante

(réticulocytes > 200 x 10°/L). En principe, et pédagogiquement, on sépare les tableaux
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biologiques de CIVD et de MAT (tableau II). Cette observation met en exergue la possibilité,
quasi-unique, de coexistence des deux situations, dans les cancers, d’autant plus qu’ils sont

inétastasés et en phase terminale.

TABLEAUX ET FIGURES

Tableau I : Evolution des parametres biologiques (observation présentée, phase terminale)

Tableau II: Signes biologiques au cours des syndromes de coagulation intra-vasculaire

disséminé {CIVD) et des micro-angiopathies thrombotiques (MAT)

Figure 1: Evolution de I’hémoglobine et des plaquettes (observation présentée, phase

terminale)

Figure 2 : Schizocytes, frottis sanguin (MGG, x630)
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Tableau I : Evolution des paramétres biologiques (observation présentée, phase terminale)

26/10/00 | 14/11/00 | 17/11/00 | 20/11/00 | 21/11/00 | 23/11/00 | 25/11/00 | 06/12/00 | 08/12/00 | 12/12/00
Heémoglobine (g/dL) 10,2 7,9 7,1 10,8 10 9,7 8,4 5,8 5,2 7,1
Réticulocytes (10°/L) 289 240 275
Plaquettes (10°/L) 102 88 70 57 52 65 71 33 33 25
Temps de Quick]
(pourcentage d’activité) 67 62 91 72 40
Fibrinogene (g/L.) 0,8 2,6 1,8 0,9
Monomere de Fibrine ++ ++ ++ +++
Schizocytes (%) 0,4 1.4 1,2 2.2
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Tableau II : Signes biologiques au cours des syndromes de coagulation intra-

vasculaire disséminé (CIVD) et des micro-angiopathies thrombotiques (MAT)

CIVD MAT
Anémie hémolytique +/- ++
régenérative
Schizocytose +/- ++
Thrombopénie + (souvent 50-100 x 10”/L) ++
Allongement du temps de
Quick et diminution des + "
facteurs
Diminution de fibrinogene G -
Monomere de fibrine ++ S
PDF ++ +/-(?7)
—#— Plaquettes (10°L) —— Hémoglobine (g/dL)
120 12
100 T - 10
80 1 -
60 1 - 6
40 - 4
20 T2
0 T T T T T T 0
Q \] \} \ N N Q
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Figure 1 : Evolution de I’hémoglobine et des plaquettes (observation présentée, phase

terminale)
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Figure 2 : Schizocytes, frottis sanguin (MGG, x630)
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[V -3 - Exemple d’une hémolyse sur valve mécanique

OBSERVATION CLINIQUE

Monsicur B., dgée de 70 ans, est hospitalisé dans le service d’hépato-gastro-
entérologie pour apparition d’un méléna avec déglobulisation (hémoglobine a 6 g/dL).
Le patient est transfusé (3 culots de globules rouges déleucocytés) ce qui permet un
rehaussement de [’hémoglobine a 9,6 g/dL. Les antécédents de Monsieur B. sont une
cirrhose post-hépatite C et la présence d’épisodes de méléna depuis décembre 1999,
sans ¢tiologie identifiée, mais avec suspicion d’une angiodysplasie duodénale. Le
patient est également porteur de deux prothéses valvulaires, posées en 1978 : une
bio-prothése en position aortique et une prothése mécanique en position mitrale. La
gastroscopie réalisée met en évidence des signes d’hypertension portale modérée ne
pouvant expliquer I’¢pisode hémorragique (présence de varices oesophagiennes ne
saignant pas et absence de sang dans la cavit¢ gastrique). La réalisation
d’hémocultures, 4 1’occasion d’un pic thermique, met en évidence une bactériémie a
Klebsiella pneumoniae séerétrice de béta-lactamase a spectre étendu (2 hémocultures
sur 3 positives) en absence de syndrome inflammatoire (CRP a 15 mg/L) et de
polynucléose neutrophile. Le patient est transféré dans le service de maladies
infectieuses (23/05/01). 1l reste fébrile (38°C) et I’antibiothérapie par Augmentin®
(Amoxicilline + Acide clavulanique) et Oflocet® (Ofloxacine) est modifiée pour un
traitement par Tienam® (Imipéneéme) et Amiklin® (Amikacine) devant le spectre de
résistance de la Kliebsielle, Une échographie cardiaque est alors réalisée et ne montre
pas de dysfonction des prothéses valvulaires, ni de greffe bactérienne a ce niveau. La

lecture attentive du résultat graphique fourni par ["appareil de numération met en
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évidence une anisocytose importante (Index de distribution des hématies : 22,5 sur
Coulter STKS et 24,8 sur H.2 Bayer Technicon), avec un ¢paulement vers la gauche
de la courbe de répartition du volume des globules rouges lié possiblement 4 la
présence de schizocytes. La courbe de distribution en volume des plaquettes est lissée
mais ne revient pas a la ligne de base vers 20 fL (figures 1,2). L'examen du frottis
coloré au May-Griinwald Giemsa confirme la présence de schizocytes (9% le 18/06,
tableau [) qui signent I’origine mécanique de I’hémolyse. I’antibiothérapie est arrétee
aprés 15 jours de traitement devant la négativité des hémocultures. L évolution est
alors marquée par la réapparition rapide d’une fiévre a 39°C, accompagnée d’une
anurie et d’une insuffisance rénale (créatinine a 274 pmol/L). L’¢tat de Monsieur B.
s¢ dégrade alors rapidement et le patient décéde dans un tableau de defaillance multi-

viscérale.

DISCUSSION

Méme s’il existe un certain degré d’hémolyse intravasculaire au cours de jours
suivant une chirurgie cardiaque, elle ne constitue plus une réelle complication chez les
patients porteurs de prothéses valvulaires mecaniques. Cependant, il existe souvent
des stigmates biologiques d’hémolyse (haptoglobine basse, LDH élevée, et ¢ventuelle
présence de schizocytes). Une hémolyse intravasculaire modérée est observeée chez
30% des patients portant deux valves mécaniques [27]. Quand elle existe, I’anémie est
souvent plus prononcée chez les patients ayant une valve ne fonctionnant pas
normalement. Ces hémolyses liées & une dysfonction du matériel (fuite, infection...)
peuvent entrainer une ré-intervention. L hémolyse chronique est fonction du type de

la prothése (a bille type Starr > & double ailettes type S' Jude > a disques type Bjork),
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du site de la prothése (aortique > mitral), du nombre de prothese
(2 >1), et des paramctres cardiaque (rythme, pression, fibrillation auriculaire) [27,28].
La fragmentation mécanique des hématies a lieu sur les surfaces étrangeres, dans des
zones de fort gradient de pression et d’éventuelles turbulences. Ces hémolyses a
minima sont responsables de pertes urinaires de fer et peuvent nécessiter une
supplémentation martiale. Les hémolyses en relation avec les bio-prothéses sont
beaucoup plus rares et sont généralement observées en position mitrale. Chez ce
malade, la lecture du résultat graphique fourni par I’appareil de numération et
I’observation du frottis met en évidence une anémie hémolytique meécanique
importante (hémoglobine 6,1 g/dL, schizocytes 9%). Il s’agit probablement de la
décompensation d’une hémolyse chronique, liée au contexte infectieux (septicémie) et
au contexte hémodynamique précaire. Il faut également envisager 1’association avec
d’éventuelles pertes sanguines d’origine digestive (€pisodes de méléna depuis
décembre 1999 avec suspicion d’une angiodysplasie duodénale) mais qui semblent
peu probables du fait de I’absence de microcytose. Il existe une différence importante
entre la numération plaquettaire réalisée sur les différents automates, 175 x 10”/L sur
H.2 Bayer Technicon et 281 x 10°%L sur Coulter STKS. Cette différence, trop
importante pour correspondre a une simple variation statistique correspond
probablement & une interférence liée aux schizocytes. Les automates y sont
manifestement différemment sensibles, possiblement du fait de différences au niveau
de leurs algorithmes de comptage des plaquettes a partir d’une extrapolation [29]. La
courbe de distribution en volume des plaquettes sur Coulter STKS ne revient pas & la
ligne de base mais est néanmoins lissée par ’automate, ce lissage abusif est
probablement responsable d’une surestimation importante de 1’aire sous la courbe (1/3

environ) et donc de la numération plaquettaire.
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TABLEAUX ET FIGURES

Tableau 1: Evolution des paraméfres biologiques (observation présentée, phase

terminale)

Figure 1 : Résultats graphiques de [’appareil (Coulter STKS)

Figure 2 : Résultats graphiques de ["appareil (H.2 Bayer Technicon)

Tableau I: Evolution des paramétres biologiques (observation présentée, phase

terminale)

03/0524/05125/0528/0530/0502/0606/06008/06]1 17061 2/06]1 5/06]1 8/06]19/06
Hémoglobine (g/dL)| 8,9 [ 9,3 |94 [ 9,1 |87 |77 |76 7 | 611628718378

Volume globulaire
moyen 96,3197,1]195,6194,3192,9[96.2(189,3| 91 [94,7] 96 |93,1(93,5]95,2

[ndex de distribution|

des hématies 20,4(19,4(20,5| 21 (21,2]20.6(22,4(23,3(24,8]|25,9(24,5(24,8|24,8
Schizocytes (%) 6,5 9
Plaquettes (10°/L) | 59 | 96 | 88 | 139 156|182 |192]179] 168 ] 174|181 | 200 175
Leucoeytes (10°/L) | 6,61[5,624,3715,07|6,61|6.78|7,86(6,27[6,06(5,53| 5,6 |15,7]13,5
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Figure 1 : Résultats graphiques de ’appareil (Coulter STKS)
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TROISIEME PARTIE

APPLICATION DU LOGICIEL D'ANALYSE D'IMAGES

A LA NUMERATION DES PLAQUETTES
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I- LES DIFFERENTES TECHNIQUES DE NUMERATION PLAQUETTAIRE

Dans les laboratoires d’analyses médicales, les numérations plaquettaires sont
effectuées sur des appareils de numération qui permettent d’avoir un résultat rapide et
suffisamment exact et reproductible. Mais les principes utilisant I’impédancemétrie
(Coulter®) ou les comptages optiques peuvent &tre perturbés par la présence de
fragments de globules rouges, de débris cellulaires, de plaquettes geantes, ou de
particules lipidiques.... Leurs résultats sont alors & vérifier par d’autres techniques. En
plus de leur sensibilité aux interférences, les appareils de numération manquent de
précision et d’exactitude pour les numérations plaquettaires inférieures a 20 x 10%/L,

avec, souvent, une tendance a la surestimation [30].

Néanmoins, la technique de référence reste la numération optique en cellule de
comptage par microscopie en contraste de phase. La numération peut étre effectuée a
partir d’un prélévement veineux réalisé sur tube EDTA ou sur tube citrate, mais il
¢galement possible d’utiliser un prélevement capillaire. 11 existe un systéme
(Unopette®) permettant un prélevement sanguin grace a un capillaire de volume
connu suivi d’une dilution dans une solution de lyse des globules rouges. Le principe
parait simple, mais la pratique montre qu’il est facile de confondre des plaquettes avec
des débris. Cette technique n’est donc pas trés reproductible et le coefficient de
variation est de I’ordre de 10 a 25% [31]. De ce fait, elle est peu applicable en cas de
thrombopénie marquee du fait de son imprécision. En pratique, I'utilisation de cette
technique se limite donc au cas ot ’appareil de numération est incapable de rendre un

résultat exact du fait d’une interférence.
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L’imprecision de ces techniques de numération plaquettaire pose un probléme
lors de P'utilisation clinique de ces résultats. En effet, les malades atteints de
thrombopénies profondes présentent un risque majeur d’hémorragie, les hémorragies
cérébrales comportent un risque important de décés et de séquelles. Ces malades
bénéficient donc généralement d’une transfusion prophylactique de plaquettes, le seuil
décisionnel habituellement utilisé est alors de 20 x 10%/L. 1 est possible que ce seuil
soit abaissé a 10 x 10%L ou méme & 5 x 10%/L, sans augmentation du risque
hémorragique [32,33,34]. En pratique, 'utilisation de ce nouveau seuil est en fait
difficilement applicable en raison du manque de précision et d’exactitude des
appareils de numération pour les numérations inférieures a 20 x 10%L. Il est donc
nécessaire d’établir une méthode de référence permettant d’effectuer une numération
plaquettaire fiable dans toute la gamme des numérations plaquettaires rencontrées
chez les malades. Cette méthode ne devra pas étre sensible aux interférences
(présence de fragments de globules rouges, de débris cellulaires ou de particules
lipidiques), devra &tre précise en cas thrombopénie profonde et savoir reconnaitre les
anomalies de la morphologie plaquettaire (essentiellement la présence de plaquettes

geantes).

Assez récemment, deux techniques par cytométrie en flux se sont développées
[35]. La premiére détermine le rapport globules rouges/plaquettes aprés les avoir
séparés grace a leur taille et au marquage spécifique réalisé a I’aide d’un anticorps
dirigé contre un antigéne plaquettaire [31]. La numération est alors calculée a partir de
la numération du nombre de globules rouges effectuée sur un appareil de numération

classique. La seconde technique utilise des billes calibrées (systéme TruCOUNT®,
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Becton Dickinson) introduites en quantité connue, la numération plaquettaire est alors
déduite du rapport billes calibrées/plaquettes [30].

Le marquage par un anticorps dirigé contre un antigéne plaquettaire spécifique
permet de d’affranchir des interférences liées a la présence de débris cellulaires et
élimine le probléme de comptage rencontré avecles plaquettes géantes sur les
appareils de numération classiques. Le principe de la cytométrie en flux permet une
précision suffisante, sous réserve de compter un nombre suffisant d’événements, le
temps de 1’analyse est alors fonction de la numération plaquettaire du malade. Les
résultats publiés avec ces techniques montrent une précision suffisante, méme en cas
de thrombopénie profonde, le coefficient de variation se situe entre 5 et 10% [30,31].
La limite inférieure de quantification avec la technique utilisant les billes calibrées est
de 1,1 x 10”/L, et est linéaire dans cette zone de faible numération. Ces techniques par
cytométrie en flux sont néanmoins relativement lourdes par rapport a une numeération
sur un appareil de numeération et ne peuvent étre utilisées en routine que lorsque le

résultat rendu par I"appareil doit étre vérifié.

I est possible de réaliser une numération plaquettaire au microscope a partir
d’un frottis coloré au May-Griinwald Giemsa. Le principe est de compter de fagon
précise le nombre de plaquettes pour un nombre de globules rouges donné puis
d’appliquer ce rapport a la numération des globules rouges rendu par I'appareil de
numération. Cette technique pose néanmoins le probleme de la répartition homogéne
des plaquettes sur le frottis et du nombre de globules rouges a compter pour que le

résultat soit suffisamment précis et statistiquement fiable.
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IT-QWIN ET LE COMPTAGE DES PLAQUETTES

II - I- Principe

Le caractere fastidieux de la technique de numération plaquettaire sur frottis
nous a incité & développer une technique automatisée en utilisant un logiciel d’analyse
d’images qui permet une analyse fiable et rapide sur plusicurs milliers d’hématies, ce
qui est trés difficilement réalisable par I’ceil. Le principe de fonctionnement est
simple : le logiciel différencie les globules rouges et les plaquettes grice a leur
couleur. Les globules rouges sont alors considérés comme des éléments de couleur
uniforme, de taille compatible et relativement circulaire, alors que les plaquettes sont
reconnues sur leur couleur différente des globules rouges, puis triées en trois
catégories en fonction de leur surface (plaquette de taille normale, macroplaquette, et
plaquette geante). La coloration des plaquettes au May-Griinwald Giemsa ¢tant
hétérogéne du fait de [eur granulation (seuls les grains alpha sont colorés), le logiciel
les reconnait difficilement et peut commettre des erreurs d’identification. Nous avons
donc utilisé une coloration immuno-histochimique sur lame grace au kit EnVision
(Dako), avec un marquage speécifique de glycoprotéines plaquettaires qui permet
d’obtenir une coloration rouge homogéne que le logiciel différencie aisément des
globules rouges contre colorés a I’hématoxyline de Mayer. Lors de I'analyse, le

logiciel détecte les plaquettes et les affiche en rouge a I’écran (figure 1).
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Figure 1 : Logiciel d’analyse d’images, écran d’analyse.

I - 2 - La coloration immuno-histochimique griace au systeme DAKO

EnVision®

Les techniques immuno-enzymatiques permettent la visualisation d’antigéne
cellulaire sur lame. Le principe est fondé sur I'immuno-révélation des antigenes
cellulaires a I’aide de la production d’un substrat coloré au niveau des cellules
d’intéréts. Les premiéres techniques immuno-enzymatiques ont utilis¢ des méthodes
directes avec un anticorps primaire directement couplé a une enzyme. Ces techniques
étant peu sensibles, des méthodes indirectes utilisant un anticorps secondaire couplé a
’enzyme ont été¢ développées, permettant ainsi une amplification du signal. Ces

méthodes en deux étapes utilisent un anticorps primaire dirigé contre ’antigéne
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d’intérét puis un anticorps secondaire qui se lie sur D’anticorps primaire. Les
techniques de révélation de ce complexe anticorps primaire/anticorps secondaire ont
évolué avec ’apparition des techniques PAP (peroxydase-antiperoxydase} et APAAP
(phosphatase alcaline — anti-phosphatase alcaline) ot le conjugué sert de pont entre
i’anticorps primaire et le complexe de révélation, puis des techniques utilisant les
complexes Avidin-Biotin et Streptavidin-Biotin de forte affinité se liant sur
’anticorps secondaire biotinylé. L’Avidin ou la Streptavidin servent alors de support
pour la phosphatase alcaline. L’intérét de [’utilisation de ces complexes de forte
affinité¢ est I’amplification du sighal et donc ’amélioration de la sensibilité de la
technique. Le systtme DAKO EnVision® est basé sur !'utilisation d’un polymere
marqué a la phosphatase alcaline conjugué a I’anticorps secondaire. Les intéréts de
cette technique sont la rapidite et la simplicité d’utilisation par rapport aux techniques
précédentes, la suppression de Panticorps de liaison entre le conjugué et le complexe
de révélation et ’absence de marquage non spécifique li¢ a une activité Avidin-Biotin
endogéne ou a Dactivité peroxydase endogéne présente notamment dans les
polynucléaires et génant les applications en hématologie. Le marquage non spécifique
lié & D’activité phosphatase alcaline endogéne présente dans de nombreux tissus est
neutralisé par le levamisole. Les phosphatases utilisées sont d’origine placentaire et ne
sont pas inhibées par le levamisole. La phosphatase alcaline est utilisée comme
enzyme sur un substrat non coloré, le Fast Red. La phosphatase alcaline hydrolyse le
groupement phosphate entrainant la libération du chromogéne déphosphaté qui
entraine la formation d’un produit insoluble coloré en rouge qui précipite sur les
membranes cellulaires, La coloration s’effectue en plusieurs étapes. Apres la fixation
dans un mélange methanol-acétone, le frottis est incubé avec I’anticorps primaire dans

une chambre humide, puis rincé dans un tampon PBS-Tween. Il est alors incubé avec
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le conjugué composé d’anficorps anti-souris et anti-lapin, ce conjugué permet
I"utilisation d’anticorps primaire de lapin ou d’origine murine. Le frottis est alors mis
en contact avec la solutton de chromogéne puis rincé a I’eau distillée et contre coloré
a I’hématoxyline. On utilise de I'hématoxyline de Mayer qui n’est pas alcoolisée et
qui permet de colorer les globules rouges sans dissoudre le substrat coloré. Le
précipité de substrat coloré est en effet soluble dans les produits organiques, les frottis
ne doivent donc pas étre observés directement a 1’huile mais doivent étre additionnes

d’une lamelle griace a une solution de montage non organique (Glycergel®).

IIT - COMPARAISON DES TECHNIQUES DE NUMERATION

III - I - Matériel et méthodes

Nous avons comparé un appareil de numération (H.2 Bayer Technicon) et la
numeration en contraste de phase réalisée par deux observateurs a deux nouvelles
techniques mises au point dans le laboratoire, la cytométrie en flux avec un systéme
de billes calibrées, et deux techniques de comptage sur frottis, I’une colorée au May-
Griinwald Giemsa et comptée au microscope, et ’'autre colorée par la technique
immuno-histochimique et traitée par analyse d’images. Vingt-six ¢chantillons
sanguins provenant de malades hospitalisés dans divers services du CHU de NANCY
ont été analysés (hémogramme, recueil dans des tubes Becton-Dickinson
Vacutainer®, anticoagulant : EDTA). Ces spécimens ont été sélectionnés sur
I’absence d’anomalies sur la lignée plaquettaire et sur [’absence d’alarmes sur
I'appareil de numération (H.2 Bayer Technicon). Les frottis ont ¢&té ¢étalés

manuellement puis colorés par la technique de May-Griinwald Giemsa suivant les
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procedés habituels, La coloration immuno-histochimique grace au systeme DAKO

EnVision® a utilisé un anti-CD 41 (anti-chaine alpha™ de ’intégrine GP IIb-IIla)

comme anticorps primaire. Des essais ont été réalisés avec un anti-CD 42 (GP Ib-1X)
et un anti-CD 61 (anti-GP IIIa), avec des résultats légérement inférieurs concernant la

qualité de la coloration.

111 - 2 - Résultats

Pour I'analyse sur frottis grice au logiciel d’analyse d’images, 20 champs
microscopiques ont €t€ numerisés par frottis (objectif x40 a immersion, grossissement
total x400) dans la zone d’étalement uniforme des hématies. Aprés analyse
informatique, environ 2500 hématies ont été comptées en moyenne pour chaque
frottis analysé (moyenne Zécart-type : 2487 £322).

Les résultats sont présentés séparément mais [’ensemble sera regroupé dans un

tableau pour faciliter la lecture comparative (¢t 111 -2 - 11).

HI-2-1-COMPARAISON LOGICIEL QWIN — H.2 BAYER TECHNICON

La comparaison des résuitats des numérations réalisées par le logiciel d’analyse
d’images et par notre appareil de numération (H.2 Bayer Technicon) montre une
correspondance relativement bonne des résultats (coefficient de corrélation : 0,85).
En moyenne, le logiciel trouve 7,8 x 10°/L plaquettes de plus que notre appareil de
numeration, mais I’observation de la représentation graphique de Bland et Altman met

en évidence que 'appareil de numération a tendance a se situer au-dessus du logiciel
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d’analyse pour les numérations les plus basses alors que la tendance s’inverse pour les

numeérations plus élevees.

Différence de plaquettes comptées (10%/L)
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III - 2 - 2 - COMPARAISON LOGICIEL QWIN — UNOPETTE OBSERVATEUR N°1

La comparaison des résultats des numérations réalisées par le logiciel d’analyse

d’images et par la technique Unopette réalisée par 1’observateur n°l montre une

relativement bonne correspondance des résultats (coefficient de corrélation : 0,80).

L’observation de la représentation graphique de Bland et Altman met en évidence une

erreur systématique ; le logiciel trouve une numération systématiquement supérieure a

la technique Unopette réalisée par I’observateur n°1 (48,1 x 10%/L en moyenne).

80

40

-80 |

-120

Différence de plaquettes comptées (10%/L)

Observateur n°1 - logiciel

o o ° e
° o i
®
®
® e
| bt . o . |
100 200 300 400 500

Moyenne de plaquettes comptées (10%/L)

N =16 ; Moyenne des différences : -48,1 [-68,6 4 -27,5]
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III - 2 - 3 - COMPARAISON LOGICIEL QWIN — UNOPETTE OBSERVATEUR N°2

La comparaison des résultats des numérations réalisées par le logiciel d’analyse
d’images et par la technique Unopette réalisée par 1’observateur n°2 montre une
relativement bonne correspondance des résultats (coefficient de corrélation : 0,88).
L’observation de la représentation graphique de Bland et Altman met en évidence une
répartition aléatoire autour de la moyenne; le logiciel trouve une numération
supérieure de 17,2 x 10°/L plaquettes, en moyenne, & la technique Unopette réalisée

par I’observateur n°2.
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Différence de plaquettes comptées (10%/L)
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III - 2 - 4 - COMPARAISON LOGICIEL QWIN — CYTOMETRIE EN FLUX

La comparaison des résultats des numérations réalisées par le logiciel d’analyse
d’images et avec la technique par cytométrie en flux montre une mauvaise
correspondance des résultats (coefficient de corrélation : 0,62). L’observation de la
représentation graphique de Bland et Altman met en évidence une répartition aléatoire
autour de la moyenne associée a une dérive pour les numérations élevées, la technique
par cytométrie en flux sous-estime alors les résultats. Le logiciel trouve une
numération supérieure de 18,7 x 10°/L plaquettes, en moyenne, a la technique par

cytométrie en flux.

Différence de plaquettes comptées (10°/L)

b Cytométrie en flux - logiciel

80

40

-80

[
-120 ! ' ‘ '
0 100 200 300 400

Moyenne de plaquettes comptées (10%/L)

N =12 ; Moyenne des différences : -18,7 [-44,5 4 7,12]
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Il - 2 - 5 - COMPARAISON UNOPETTE OBSERVATEUR N°1 — UNOPETTE

OBSERVATEUR N°2

La comparaison des résultats des numérations réalisées par technique Unopette
réalisée par les deux observateurs montre une bonne correspondance des résultats
(coefficient de corrélation : 0,96). L’observation de la représentation graphique de
Bland et Altman met en évidence une différence systématique, I’observateur n°2
trouve presque systématiquement un résultat plus élevé que 1’observateur n°l

(26,6 x 10°/L plaquettes de plus, en moyenne).
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Il - 2 - 6 - COMPARAISON UNOPETTE OBSERVATEUR N°1 — H.2 BAYER

TECHNICON

La comparaison des résultats des numérations réalisées avec la technique Unopette
par I’observateur n°1 et par I’appareil de numération (H.2 Bayer Technicon) montre
une relativement bonne correspondance des résultats (coefficient de corrélation :
0,84). L’observation de la représentation graphique de Bland et Altman met en
¢évidence une répartition aléatoire autour de la moyenne, |’appareil de numération
trouve une numération supéricure de 27,8 x 10°/L plaquettes, en moyenne, a la

technique Unopette réalisée par 1’observateur n°1.

Différence de plaquettes comptées (10%/L)
100 r Observateur n°1 — H.2 Technicon

50 " ® .
O ) ¢
© ®
50 t e ® o
@
.. o
-100
-150 : —0 - ' '
0 100 200 300 400 500

Moyenne de plaquettes comptées (10%/L)

N = 26 ; Moyenne des différences : -27,8 [-45,7 4 —9,96]
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N=26;r:0,836[0,604 a 1,067]
III - 2 - 7 - COMPARAISON UNOPETTE OBSERVATEUR N°2 — H.2 BAYER
TECHNICON

La comparaison des résultats des numérations réalisées avec la technique Unopette
par ’observateur n°2 et par I’appareil de numération (H.2 Bayer Technicon) montre
une trés bonne correspondance des résultats (coefficient de corrélation: 1).
L’observation de la représentation graphique de Bland et Altman met en évidence une
répartition aléatoire autour de la moyenne, des différences de 80 x 10°/L sont
possibles pour certaine numération, méme si les écarts se situent généralement dans

un intervalle de 40 x 10°/L et que la moyenne ne montre pas de différence.
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III - 2 - 8 - COMPARAISON CYTOMETRIE EN FLUX — H.2 BAYER

TECHNICON

La comparaison des résultats des numérations réalisées avec la technique par

cytométrie en flux et par I’appareil de numération (H.2 Bayer Technicon) montre une

relativement bonne correspondance des résultats (coefficient de corrélation : 0,79).

L’observation de la représentation graphique de Bland et Altman met en évidence une

erreur systématique augmentant avec les numérations élevées, D'appareil de

numération trouve une numeération supérieure de 14,5 x 10°/L plaquettes, en moyenne,

a la technique par cytométrie en flux.

Différence de plaquettes comptées (10%/L)
60 r  Cytométrie en flux - H.2 Technicon

40

20 | o

0r ...' e

o b o

-60 ) .
0 100 200

Moyenne de plaquettes comptées (10%/L)

N = 22 ; Moyenne des différences : -14,5 [-23,7 a —5,23]
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400  Cytométrie en flux
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0 100 200 300 400

N=22;r:0,786 [0,695 a 0,877]

III - 2 - 9 - CoMPARAISON FROTTIS COLORE AU MAY-GRUNWALD

GIEMSA — H.2 BAYER TECHNICON

La comparaison des résultats des numérations réalisées par un observateur sur frottis
colorés au May-Griinwald Giemsa et par I’appareil de numération (H.2 Bayer
Technicon) montre une correspondance relativement médiocre des résultats
(coefficient de corrélation : 0,72). L’observation de la représentation graphique de
Bland et Altman met en évidence une erreur systématique, I’observateur trouve une
numération systématiquement supérieure a la numération réalisée sur 1’appareil de

numération (51,1 x 10°/L en moyenne).

129



Différence de plaquettes comptées (10°/L)

200 ( Frottis coloré au MGG - H.2 Technicon
©
100 ’0. o ®
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Moyenne de plaquettes comptées (10%/L)
N = 16 ; Moyenne des différences : 51,1 [17,3 a 84,8]
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[II -2 - 10 - COMPARAISON CYTOMETRIE EN FLUX — UNOPETTE

La comparaison des résultats des numérations réalisées avec la technique par
cytométrie en flux et par la technique Unopette montre une correspondance médiocre
des résultats (coefficient de corrélation : 0,64 pour I’observateur n°l et 0,66 pour
I’observateur n°2). L’observation de la représentation graphique de Bland et Altman
(non représenté) met en évidence une dispersion importante des résultats, la
cytométrie en flux a tendance a se situer au-dessus de la technique Unopette pour les

numeérations les plus basses alors que la tendance s’inverse pour les numérations plus

¢levées.

400 [Cytométrie en flux
6] ®e (P
300 | &) ® o
oo °
®
200 t o ¥ Py ®
©
100
Observateur n°1
0 1 1 1 J
0 100 200 300 400

N=22;r:0,635[0,381 a 0,889]
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400 Cytométrie en flux
0® o'°
300 ® o f
o @90
200 o8 .‘
®
100
Observateur n°2
O 1 1 1 1 ]
0 100 200 300 400 500
N=22;r:0,663[0,505a0,821]
IIT - 2 - 11 - SYNTHESE DES RESULTATS
H.2 Logiciel Unopette Unopette Cytométrie
l l Technicon QWin observateur | observateur en flux
n°l n°2
H.2 r=0,85 r=0,84 r=1 r=0,79
Technicon M.D.=78 (M.D.=-278( M.D.=0,1 |M.D.=-14,5
Logiciel r=0,85 r=20,80 r=0,88 r=0,62
QWin M.D.=-7,8 M.D.=-48,1 |M.D.=-17,2| M.D. =-18,7
Unopette r=20,84 r=10,80 r=0,96 r=0,64
observateur | M.D.=27,8 | M.D.=48,1 M.D.=26,6 | M.D.=15,4
n°l
Unopette r=1 r=0,88 r=0,96 r=0,66
observateur | M.D.=-0,1 | M.D.=17,2 |M.D.=-26,6 M.D.=-13,9
n°2
Cytométrie r=0,79 r=0,62 r=0,64 r=0,66
en flux M.D.=14,5 | M.D.= 18,7 |[M.D.=-154| M.D.=13,9

Tableau récapitulatif des résultats : Résultats des comparaisons des techniques (r :

coefficient de corrélation, M.D. : moyenne des différences, la différence s’effectue

dans le sens de la fleche).
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III - 3 - Discussion

L’analyse des résultats des numeérations effectuées avec la technique Unopette,
le logiciel d’analyse d’images et la cytométric en flux montrent une relativement
bonne corrélation a la numération réalisée avec ’appareil de numeration. La
numeration sur automate sert ici de référence (aucun probléme de numération
plaquttaire n’a été constaté). Ces résultats suggérent que toutes ces techniques
fournissent des résultats cohérents avec la numération fournie par I'appareil de
numeération, mais avec un certain degré d’imprécision et d’exactitude qui est fonction

de la technique et de ces caractéristiques.

La comparaison des résultats obtenus par la technique Unopette montre une
bonne corrélation entre les deux observateurs, malgré la présence d'un biais
systématique. Cette différence souligne bien la difficulte d’effectuer une numeération
plaquettaire grice a cette technique, il est en effet facile de confondre plaquettes et
débris cellulaires ou de prendre une plaguette de forme atypique ou peu réfringente
pour un débris. Les résultats montrent également une bonne corrélation avec la
numération réalisée par I’appareil de numération, et ce quel que soit I’observateur,
malgré un biais avec I’observateur n°l1 et la présence d’une différence pouvant
atteindre 40 4 80 x 10%/L plaquettes. La technique Unopette permet donc de réaliser
des numérations peu précises mais relativement exactes pour peu que I’opérateur soit

un peu entrainé.

La comparaison des résultats obtenus par cytométrie en flux montre une assez

bonne corrélation avec I'appareil. La technique par cytométrie en flux a cependant
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tendance a sous-estimer la numération (de 40 a 60 x 109/L) et ceci surtout pour les
numérations les plus élevées. Par contre, les corrélations obtenues avee les résultats
obtenus par technique Unopette sont assez mauvaises quel que soit I’observateur.
Cependant, ces mauvais résultats s’expliquent par un probléme technique sur le
cytomeétre et sont donc difficiles & interpréter. Il serait done nécessaire de réaliser de
nouveaux essais de corrélation qui montrerait trés probablement de meilleurs

résultats. Cette technique par cytométrie en flux est en effet théoriquement exacte et

précise.

Les numérations sur frottis colorés au May-Griilnwald Giemsa par le
cytologiste sont relativement mal corrélées avec la numération effectuée sur ’appareil
de numération ; il existe une erreur systématique, le cytologiste sur estime presque
systématiquement la numération plaquettaire. Les résultats sont également mal
corrélés aux autres techniques. Ces résultats soulignent bien la difficulté d’effectuer

un comptage précis au microscope et la difficulté pour I’ceil humain de compter autant

de cellules.

Les résultats des numérations plaquettaires obtenues avec le logiciel d’analyse
d’images et les comparaisons avec les autres techniques permettent d’aboutir a
plusieurs conclusions. Les résultats fournis par le logiciel QWin sont relativement
bien corrélés aux résultats de ’appareil de numération, méme si des ecarts de
40 x 10°/L sont fréquents. La comparaison avec la technique Unopette met en
évidence une relativement bonne concordance des résultats, malgré la présence d’une

différence systématique avec 1’observateur n°1. La comparaison avec la technique par
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cytométrie en flux est peu interprétable du fait d'un effectif trop faible mais montre
une mauvaise corrélation.

Cette nouvelle technique de numération plaquettaire par analyse d’image
permet de fournir des résultats qui semblent relativement exacts, mais comporte un
certain degré d’impréciston. Il est théoriquement possible d’améliorer la précision en
augmentant le nombre de globules rouges comptés et donc le nombre de champs
analysés. Cette technique est néanmoins relativement longue, non pas du fait de
I’analyse informatique qui est automatique et prend une dizaine de minutes pour le
traitement d’une vingtaine de champs mais du fait de la coloration immuno-

histochimique griace au kit EnVision® qui dure environ 1h30. Cette nouvelle

technique est done difficile a appliquer en routine, mais elle peut présenter un intérét
pour P’analyse morphologique en fournissant une analyse sur la proportion de
macroplaquettes et de plaquettes géantes dans les cas de thrombopénie avec présence
de plaquettes de grande taille. L analyse de frottis colorés au May-Griinwald Giemsa
fonctionne mal du fait d’un trop faible contraste des couleurs et d’une coloration
exclusive des grains alpha qui rend la périphérie des plaquettes trop claire pour étre
reconnues par le logiciel d’analyse. L’exactitude de la numération plaquettaire
réalisée grice au logiciel d’analyse d’images sur des frottis colorés par technique
immuno-histochimique, sous réserve de la répartition homogéne des plaquettes sur le
frottis, est liée a la présence de faux positifs ou de faux négatifs. La précision de la
méthode est quant & elle fonction de ’erreur statistique et est donc directement lice au
nombre d’hématies comptées et donc au nombre de champs analysés. La qualite du
trottis et des images numeérisées est donc indispensable au bon déroulement de
I’analyse et permet d’éviter que des faux positifs ou des faux négatifs ne viennent

fausser le résultat. Les causes de faux positifs sont multiples et peuvent
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correspondrent & des taches résultant d’un dépdt non spécifique du chromogene, qui
sont alors comptées comme des plaquettes. Il peut également s’agir d’une erreur
d’analyse, le logiciel peut former deux plaquettes de petite taille a partir de la
segmentation d’une plaquette dont le centre est un peu trop clair. Mais la numération
plaquettaire peut également étre surestimée par la sous-estimation du nombre de
globules rouges lors de I’analyse, ce phénomene est généralement lié a la présence
d’hématies mal colorées, trop claires qui ne seront pas détectées ou a la présence
d’amas ou de globules rouges juxtaposés qui ne sont éliminés lors du traitement de
I’image. Les faux négatifs sont généralement liés & une coloration insuffisante de
certaines plaquettes qui ne seront pas comptées lors de I’analyse, mais il peut
également s’agir d’une erreur d’analyse ou deux plaquettes accolées sont prises pour
une plaquette géante, entrainant non seulement une sous estimation de la numeération

plaquettaire, mais aussi une erreur dans leur interprétation morphologique.
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IV - CAS CLINIQUE

1V - 1 - Exemple d’une macrothrompocytopénie constitutionnelle

OBSERVATION CLINIQUE

Madame L, agée de 31 ans, consulte en mai 2000 dans le service
d'hématologie biologique pour exploration complémentaire d'une
macrothrombocytopénie familiale (thrombopénie a plaquettes de grande taille, de
transmission autosomique dominante). Les examens réalisés au cours d'une
consultation précédente (février 2000) avaient montré une thrombopénie 2
100 x 10%L. L'appareil de numération avait été incapable de compter les plaquettes
(courbe de plaquettes irréguliére, sans possibilité de lissage) et la numération avait été
reéalisée grace a la technique Unopette. L'examen du frottis avait alors mis en évidence
une anisocytose plaquettaire avec présence de macroplaquettes et de quelques
plaquettes géantes. Les granulations alpha ¢taient présentes, et il n'avait pas été
observé d'amas plaquettaires ni de phénomene de satellitisme. L'examen attentif de
100 polynucléaires n'avait pas mis en évidence de corps de Dohle. Le reste de
I’hémogramme était normal. Le temps de Quick et le temps de céphaline avec
activateur étaient normaux. Le diagnostic de macrothrombocytopénie familiale a alors
été¢ retenu sur les critéres suivant: absence d'histoire hémorragique, caractére
autosomique dominant de la transmission [38]. Le pére de la patiente présente en effet
une thrombopénie du méme type, et de nombreux membres de la famille sont
¢galement atteints (4 des 6 oncles et tantes, figure 1).

L'hémogramme réalisé & l'occasion de cette nouvelle consultation confirme la

thrombopénie, sans anomalie associée. La numeération est réalisée grice a la technique
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Unopette et donne un résultat de 55 x 10%/L sur EDTA. L'appareil de numération (H.2
Bayer Technicon) sous estime franchement la numération plaquettaire (33 x 10°/L sur
EDTA) mais le résultat imprimé de l'appareil de numération ne permet pas de
suspecter la présence de plaquettes de grandes tailles (figure 2). Par ailleurs, l'appareil
de numération Coulter STKS est complétement incapable de compter les plaquettes
de cette patiente (3 x 10°%L sur EDTA), mais il met bien en évidence l'anomalie
(courbe de plaquettes irréguliére, sans possibilité de lissage, épaulement a gauche du
graphique LMG, figure 3). L'examen du frottis coloré au May-Grilinwald Giemsa
confirme ['anisocytose plaquettaire avec présence de macroplaquettes et de quelques
plaquettes géantes (figures 4,5,6). Les granulations alpha sont présentes, et il n'y pas
amas plaquettaires ni de phénomeéne de satellitisme., Néanmoins, certains
polynucléaires neutrophiles présentent des formations de couleur bleu péle d’aspect et
de distribution hétérogenes, pouvant évoquer des corps de Dohle, sans étre
"caractéristiques”. L'analyse motphométrique réalisée grice au logiciel d'analyse
d'images, réalisée sur 2350 hématies, trouve une numération plaquettaire a 58 x 10°/L
sur EDTA, comportant 62% de macroplaquettes et 15% de plaquettes géantes.

Les tests fonctionnels plaquettaires réalisés sur sang total et sur plasma riche
en plaquettes ne montrent pas d'anomalie. L'agglutination a la ristocétine, I’agrégation
au collagéne, a 'ADP et a l'acide arachidonique sont normales. L'étude des fonctions
procoagulantes plaquettaires montre une prothrombine sérique résiduelle 1égérement
augmentée a deux reprises (13 et 14%, N<10%) (dosage de la prothrombine résiduelle
aprés coagulation du sang total dans un tube en verre pendant 4 heures a 37°C),
évoquant une possible anomalie de ’exposition des phospholipides procoagulant.
L'étude du complexe GP Ib/IX/V réalisée par cytométrie en flux ne met pas en

évidence d'anomalie (figure 4). L'intensité de fluorescence supérieure au témoin
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visualisé sur les cytogrammes traduit en fait le nombre supérieur de complexe GP

[b/IX/V du fait de la taille supérieure de la plaquette.

DISCUSSION

Les thrombopénies & plaquettes de grande taille posent souvent un probléme
de reconnaissance et le diagnostic est souvent posé secondairement apres la
découverte des anomalies de la morphologie plaquettaire. L’examen du frottis est
donc indispensable pour éviter d’éventuelle explorations complémentaires inutiles
(myélogramme  par exemple) et une escalade thérapeutique inefficace
(corticotherapie) [38]. L’examen attentif du resultat imprimé de [’appareil de
numération met en évidence la courbe de distribution plaquettaire qui est
caractéristique, avee un aspect irrégulier et I’absence de lissage. Les macroplaquettes
et les plaquettes géantes sont également visualisées par I’épaulement & gauche de la
courbe de distribution des leucocytes. L ’appareil de numération n’est pas capable de
compter ces plaquettes, les plaquettes de grande taille n’étant pas prises en compte
dans les canaux de comptage de 2 a4 20 femtolitres. Les résultats fournis pour
I’appareil, tant la numération que le volume plaquettaire moyen sont complétement
in interprétables. Ces thrombopénies sont de transmission autosomique dominante et
la découverte peut étre fortuite 4 occasion d’un hémogramme ou a la suite d’une
enquéte familiale. Les conséquences hémorragiques sont trés limitées du fait du
caractére modéré de la thrombopénie et par une certaine compensation du fait de la
grande taille des plaquettes ("le thrombocrite" est donc relativement peu diminué).
Chez cette patiente, la présence de tches pouvant évoquer des corps de Dohle lors de

cette investigation complémentaire, fait évoquer une anomalie de May-Hegglin. Mais
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ces inclusions sont peu caractéristiques et le faible pourcentage de plaquettes géantes

15%) sont plus en faveur d’une macrothrombocytopénie familiale.
P Y

TABLEAUX ET FIGURES

Tableau I : Numération plaquettaire, 23/05/01

Figure 1 : Arbre généalogique de [a famille de Madame L..

Figure 2 : Histogramme rendu par ’appareil de numération H.2 Bayer Technicon

Figure 3 : Histogramme rendu par ’appareil de numération Coulter STKS

Figure 4 : Etude du complexe GP Ib/IX/V réalisée par cytométrie en flux

Figure 5 : Frottis sanguin (MGG, x400)

Figure 6 : Frottis sanguin (MGG, x630)

Figure 7 : Frottis sanguin (coloration immuno-histochimigue, x400)
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Tableau I : Numeération plaquettaire, 23/05/01

H.2 Bayer Coulter Technique Cytométrie Analyse
Technicon STKS UNOPETTE en flux morphométrique
QWin
Tube EDTA 33 3 55 67 58
Tube Citrate 30 11 47 03
Tube CTAD 30 11 56 6l
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Figure 5 : Frottis sanguin (MGG, x400)
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Figure 7 : Frottis sanguin (coloration immuno-histochimique, x400)
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Résumé :

Deux applications de ’analyse d’images en cytologie hématologique sont présentées, 1’'une
concernant la numération des schizocytes, 1’autre celle des plaquettes. Ces applications sont
originales. Elles ont été imaginées et développées dans notre laboratoire.

Les schizocytes sont des hématies fragmentées. Leur reconnaissance et leur quantification
sont utiles pour le diagnostic et le suivi de certaines pathologies, parfois graves
(microangiopathies thrombotiques). Leur numération s’effectue actuellement au
microscope, et reste longue et difficile du fait de I’absence de standardisation de la
définition du schizocyte. La numération assistée par ordinateur permet d’obtenir des
résultats reproductibles. Elle offre I’espoir d’une plus grande rapidité, d’une précision et
exactitude supérieures a 1’observation microscopique.

Les numérations plaquettaires sont effectuées par des appareils de numération sanguine
automatisée. Mais il existe de nombreux artéfacts obligeant a la vérification des résultats
annoncés par I’appareil de numération. Les techniques de vérifications sont nombreuses :
numération sur frottis, cytométrie, comptage en cellule au microscope a contraste de phase
qui reste la référence. La numération plaquettaire effectuée par analyse d’images est une
nouvelle alternative. Nous avons comparé I’ensemble des résultats obtenus par les
différentes techniques. Notre méthode semble utile dans les cas de pathologies
plaquettaires ou les appareils de numérations sont incapables de rendre un résultat

validable.
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