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CDA : dysérythropoïèse congénitale de type II  

CV : coefficient de variation 

EDTA : acide éthylène diamine tetra-acétique  

EFS : établissement français du sang 

EMA : eosin-5'-maleimide  

EPO : érythropoïétine  

ID max : index de déformabilité maximale  

NaCl : chlorure de sodium 

ROC : receiver operating characteristic 

VGM : volume globulaire moyen 

VPN : valeur prédictive négative 

VPP : valeur prédictive positive 

 

  



4 

LISTE DES TABLEAUX 

Tableau 1 - Etude des gènes impliqués dans la sphérocytose héréditaire (19) ........................ 15 

Tableau 2 - Fréquence des gènes mutés dans la population Nord Européenne (21) ................ 16 

Tableau 3 - Pathologie selon la protéine atteinte (22) .............................................................. 16 

Tableau 4 - Caractéristiques clinique et moléculaire des gènes mutés dans la sphérocytose 

héréditaire (23) ......................................................................................................................... 16 

Tableau 5 - Classification des phénotypes de sphérocytose héréditaire (23) ........................... 24 

Tableau 6 - Récapitulatif des examens biologiques pour le dépistage de sphérocytose 

héréditaire ................................................................................................................................. 46 

Tableau 7 - A : Sensibilité des tests chez des patients atteints de sphérocytose héréditaire en 

fonction du déficit biochimique. B : Sensibilité des tests combinés chez des patients atteints 

de sphérocytose héréditaire (61)............................................................................................... 51 

Tableau 8 - Mode opératoire du pink test ................................................................................ 57 

Tableau 9 - Essai de répétabilité du pink test ........................................................................... 59 

Tableau 10 - Essai de reproductibilité du pink test .................................................................. 60 

Tableau 11 - Moyennes et écarts types des paramètres de l’hémogramme de la population 

totale étudiée ............................................................................................................................ 61 

Tableau 12 - Moyennes et écarts types des paramètres de l'hémogramme chez les patients 

confirmés sphérocytose héréditaire .......................................................................................... 61 

Tableau 13 - Évaluation du pink test ........................................................................................ 62 

Tableau 14 - Évaluation du test EMA ...................................................................................... 62 

Tableau 15 - Performances diagnostiques du pink test et de l'EMA ........................................ 63 

  

file://///Users/oliviahajjar/Documents/Pharmacie/THESE%20DES%20BM/thèse%20180920.docx%23_Toc51332475
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INTRODUCTION  

La sphérocytose héréditaire, appelée aussi maladie de Minkowski-Chauffard, est 

l’anémie hémolytique héréditaire régénérative la plus fréquente en Europe du Nord et en 

Amérique du Nord. Reconnue pour la première fois en 1871 par Vanlair et Masius qui 

décrivent des « microcytes de forme parfaitement sphérique » (1), elle porte le nom des deux 

auteurs qui apportèrent une contribution décisive à sa connaissance : Minkowski qui en fait 

une description clinique en 1900 et Chauffard qui en 1907 découvrit l'augmentation de la 

fragilité globulaire à l'hémolyse par les solutions hypotoniques. Son incidence est de 1/5000 

voire 1/2000 naissances dans les populations caucasiennes (2) (3). Il s’agit d’une maladie 

constitutionnelle du globule rouge très hétérogène en ce qui concerne la sévérité clinique, les 

anomalies moléculaires sous-jacentes et le mode de transmission. La pathogénèse est en lien 

avec les cinq protéines du cytosquelette de la membrane érythrocytaire qui régulent la 

déformabilité et l’élasticité des érythrocytes. Sa transmission est majoritairement autosomique 

dominante (75 % des cas), mais il existe des formes à transmissions récessives ainsi que des 

mutations de novo. 

Le diagnostic de sphérocytose héréditaire est basé sur les antécédents familiaux, les signes 

cliniques, la présence de sphérocytes sur le frottis sanguin et les tests réalisés au laboratoire. 

Les principales caractéristiques clinico-biologiques de la sphérocytose héréditaire sont une 

anémie hémolytique, de sévérité variable (de bien compensée à graves et nécessitant parfois 

des transfusions sanguines), un ictère variable et une splénomégalie. Toutefois, il est parfois 

difficile de confirmer le diagnostic en raison d’une importante hétérogénéité clinique et des 

performances de certains tests. 

Ce travail a pour objectif l’optimisation du diagnostic de sphérocytose héréditaire au 

laboratoire d’hématologie biologique du CHRU de Nancy. Tout d’abord, nous nous 

intéresserons à cette pathologie de la membrane érythrocytaire. Ensuite, nous détaillerons les 

stratégies diagnostiques et les recommandations actuelles. Enfin, nous évaluerons le 

diagnostic biologique de sphérocytose héréditaire par pink test dans le but de mettre en place 

cette technique au laboratoire.  
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PARTIE 1 : MALADIE DE MINKOWSKI-CHAUFFARD OU 

SPHEROCYTOSE HEREDITAIRE 

1. La sphérocytose héréditaire : une pathologie de la membrane 

érythrocytaire 

L’hématie est une cellule anucléée qui contient une métalloprotéine pigmentée appelée 

hémoglobine. Son rôle majeur est le transport de l’oxygène des poumons vers les tissus. Elle 

provient des érythroblastes de la moelle osseuse, et des réticulocytes à la fin de leur 

maturation. Sa durée de vie est d’environ 120 jours. Elle se présente sous la forme d’un 

disque biconcave d’environ 2 µm d’épaisseur et 7 µm de diamètre comme l’indique la figure 

1 (4). 

 

 

Figure 1 - Morphologie des hématies chez un sujet sain observé au microscope électronique à 

gauche et au microscope optique à droite (4) 

 

Les hématies ne peuvent survivre qu'en s'adaptant sans cesse aux conditions physiques et 

chimiques de la microcirculation. Cette adaptation se fait grâce à sa membrane érythrocytaire 

qui lui assure sa forme biconcave, sa plasticité et sa déformabilité (5).  

1.1 Structure de la membrane érythrocytaire 

L'analyse des systèmes macromoléculaires a permis de conclure à une structure 

lipidique en mosaïque fluide, dans laquelle les protéines sont dispersées (6). Effectivement, 

elle est composée d’une bicouche phospholipidique (feuillets externe et interne) sous laquelle 

est ancré un réseau de protéines appelé le cytosquelette (figure 2) (7). Le squelette 

membranaire est formé par un ensemble de protéines dont l’intégrité et les interactions avec 

les autres composants membranaires protéiques et lipidiques définissent son intégrité et les 

possibilités d’adaptation aux différents vaisseaux sanguins.  
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Figure 2 - Schéma simplifié d’une coupe transversale de la membrane érythrocytaire (7) 

Les « arborescences » vers l’extérieur de la cellule, sont des glycanes. Ces glycanes, mais 

aussi les parties polypeptidiques exposées à l’extérieur, portent des antigènes de groupes 

sanguins. Les protéines Rh sont le centre du « complexe Rh », constitué en outre de la Rh-

associated glycoprotein (RhAG), de la protéine CD47, de la protéine LW et de la 

glycophorine B (GPB).  

 

1.1.1 Les lipides membranaires 

La bicouche lipidique est constituée principalement de phospholipides (60 %) (8). Les 

phospholipides sont disposés en une double couche dans laquelle la chaîne aliphatique de la 

molécule est éloignée du milieu aqueux, tandis que les groupements polaires des têtes 

hydrophobes se trouvent en contact direct avec le milieu externe et le cytoplasme. Les chaînes 

d’acides gras des phospholipides de chaque feuillet se font face à l’intérieur de la bicouche, 

constituant la partie hydrophobe. Les têtes polaires sont disposées vers le plasma (feuillet 

externe) ou le cytoplasme (feuillet interne). La répartition des lipides dans la double couche 

n'est pas homogène puisque l'on trouve préférentiellement la sphingomyéline (18 %) et la 

phosphatidylcholine (17 %) dans le feuillet externe, la phosphatidyléthanolamine (18 %) et la 

phosphatidylsérine (7 %) dans le feuillet interne. Ces molécules lipidiques sont très mobiles, 

mais seulement à l'intérieur de leur propre couche. En effet, les phospholipides ont tendance à 

changer d’emplacement malgré la difficulté pour les têtes polaires de franchir la barrière 

hydrophobe de la bicouche. Cette dynamique permet de conserver une asymétrie de 

composition phospholipidique dans les deux feuillets de la bicouche. Cette asymétrie est 

importante sur le plan fonctionnel. Cette bascule (ou phénomène de « flip-flop ») est hyper 

lente d’un feuillet à l’autre et est favorisée par des enzymes ATP-dépendantes et des 

translocases. Par exemple, les translocases des aminophospholipides, appelées les flippases, 

catalysent la bascule des aminophospholipides du feuillet externe vers l’interne et assurent la 

fluidité membranaire.  
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Les autres composants lipidiques sont le cholestérol non estérifié (25 %), les sphingolipides 

(11 %) et les glycolipides (4 %). Le cholestérol est exclusivement sous forme libre. Sa 

répartition est régulière dans la membrane. Il est présent sur les deux feuillets de la bicouche 

phospholipidique. Les sphingolipides localisés dans le feuillet externe exclusivement, sont des 

récepteurs ou des antigènes. 

La capacité de synthétiser les lipides est perdue lors de la maturation érythrocytaire au stade 

de réticulocyte mais les besoins membranaires sont compensés par l’échange très actif des 

lipides membranaires avec ceux du plasma. Les cholestérols libres globulaires et plasmatiques 

forment un pool unique en échange permanent. Cet échange ne demande pas de fourniture 

d'énergie d'origine érythrocytaire : il est entièrement sous la dépendance de la lécithine 

cholestérol-acyl transférase plasmatique qui transfère un acide gras de la lécithine au 

cholestérol qui se trouve ainsi estérifié. Incubées à 37°C dans du plasma normal, en présence 

de glucose, les hématies normales perdent du cholestérol : la surface membranaire diminue et 

les hématies deviennent des sphérocytes, forme répondant à la surface minimale pour un 

volume constant. Cette transformation disque-sphère est réversible : incubées dans un plasma 

dont la lécithine cholestérol-acyl transférase a été détruite par chauffage, les hématies 

déplétées du cholestérol regagnent celui-ci et reprennent leur forme biconcave (9).  

1.1.2 Les protéines membranaires et du cytosquelette 

Les protéines sont des composants essentiels des membranes. Elles forment le 

squelette de la membrane érythrocytaire. Ce squelette est pour une grande partie impliquée 

dans la forme de l’hématie. Il s’agit d’un assemblage de protéines entrelacées en mailles 

régulières et tapissant la face interne de la bicouche. Elles assurent la stabilité de cette 

mosaïque lipidique fluide (6).  

Les protéines transmembranaires sont insérées dans la bicouche, qu’elles peuvent traverser. 

Parmi les protéines transmembrannaires on distingue la protéine bande 3, la glycophorine A et 

glycophorine C. Elles sont impliquées dans le transport d’ions et de petites molécules 

organiques. On distingue 3 domaines : 

- Le domaine extracellulaire qui possède les antigènes de groupes sanguins. 

-  Le domaine intramembranaire est constitué par une ou plusieurs hélices qui traversent 

la bicouche. 

- Le domaine cytoplasmique interagit avec les protéines périphériques.  

La stabilité est assurée par ce réseau protéique complexe de protéines périphériques dont 

les principales sont la spectrine, l’ankyrine, l’adducine, la protéine 4.1 et la protéine 4.2. 
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Les principales protéines transmembranaires ou protéines extrinsèques sont : 

- la protéine bande 3 (ou protéine érythrocytaire échangeuse d’anions) qui est la 

protéine transmembranaire la plus abondante (environ 25 à 30 % des protéines 

membranaires) et à l’origine de maladies génétiques diverses. Son poids moléculaire 

est de 95 000 Da. Elle est codée par le gène EPB3 situé sur le bras long du 

chromosome 17. Elle est constituée de 911 acides aminés et est clivée par la trypsine 

en deux domaines fonctionnels spécifiques.  

Le domaine N-terminal (extramembranaire et placé sur la face cytoplasmique de la membrane 

érythrocytaire) permet de moduler l’activité spécifique des protéines qui s’y fixent. Par 

exemple, l’ancrage des enzymes glycolytiques (glycéraldéhyde-3-phophate déshydrogénase, 

aldolase, phosphofructokinase) conduit à l’inhibition de leur activité enzymatique. La protéine 

bande 3 joue également un rôle dans l’élimination des hématies. En effet, les hémichromes 

produits par l’oxydation et la dénaturation de l’hémoglobine se lient à la région cytoplasmique 

de la protéine bande 3, et déclenchent un processus d’agglutination de protéines dans la 

membrane érythrocytaire. Ces protéines sont alors reconnues par des anticorps autologues 

dirigés contre les épitopes de la protéine bande 3 et induisent ainsi l’élimination des hématies 

âgées ou altérées. 

Le domaine C-terminal de la protéine bande 3 est responsable de l’activité de transporteur 

d’anions qui assure un efflux de HCO3
-
 de la cellule, contre une entrée de Cl-. Ce domaine est 

constitué par quatorze domaines transmembranaires Sur une des boucles extracellulaires se 

trouve le site de glycosylation. 

- La glycophorine A représente environ 1 à 2 % de la totalité des protéines 

membranaires. Elle a une masse moléculaire de 31 kDa. Le segment externe de la 

glycophorine A est formé des acides-aminés 1 à 72 à partir de l’extrémité N-terminale. 

Sur ce segment, sont fixés les radicaux oligosaccharidiques. Il possède les antigènes 

de groupe sanguin MN, les récepteurs pour le virus de l’influenza et les leptines. Le 

segment intramembranaire est formé par une hélice α simple. Le segment interne de la 

glycophorine A interagit avec le cytosquelette. 

Le segment externe de la glycophorine C porte les antigènes de groupe sanguin Gerbich. La 

protéine 4.1 assure la liaison entre cette glycophorine et le cytosquelette. (10) (11). 

- La spectrine est la protéine la plus abondante du squelette de la membrane 

érythrocytaire (environ 200 000 copies par cellule). Elle est constituée de deux chaînes 

α et de deux chaînes β qui sont codées respectivement par deux gènes SPTA1 et 

SPTB, situés sur les chromosomes 1q22-q23 et 14q23-q24.2. La chaîne α de la 

spectrine est formée de cinq régions (αI à αV). La chaîne β est formée de quatre 

régions (nommées βI à βIV). Ces 2 hélices sont en fait formées par 3 segments 

hélicoïdaux (formés par des répétitions de 106 acides aminés) liés par des structures 

non hélicoïdales donnant ainsi une formation en triple hélice. Les chaînes α et β 

s’associent dans un mode antiparallèle pour constituer un hétérodimère. (figure 3) 

(12). 
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Figure 3 - Associations des sous unités de la spectrine pour former un hétérodimère (en haut) 

et un tétramère (en bas) (12) 

 

- L’ankyrine est la principale protéine d’ancrage du cytosquelette. De poids moléculaire 

de 210 kDa, elle contient 1880 acides aminés. Elle est codée par le gène ANK1 situé 

sur le bras court du chromosome 8 dans la région 11.2 et contenant 42 exons. Trois 

régions structurales de la protéine ont été identifiées, correspondant à trois domaines 

fonctionnels différents : 

o La région N-terminale possède deux sites de liaison pour la protéine bande 3 et 

d’autres protéines, comme la tubuline et la Na K - ATPase qui se lient aussi à 

ce domaine. 

o Le domaine suivant contient le site de liaison à la spectrine. 

o La portion C-terminale de l’ankyrine est considérée comme étant le domaine 

régulateur, car les troncations et les coupures alternatives des introns qui 

peuvent arriver naturellement dans cette région modifient l’attachement de 

l’ankyrine à la spectrine et à la protéine bande 3.  

- La protéine 4.1 est un composant clé du squelette. Elle a un poids moléculaire 

apparent de 78 kDa. Le gène codant pour cette protéine est localisé au niveau du 

chromosome 1p33-p34.2. Par digestion partielle à la trypsine, quatre domaines 

structuraux majeurs ont pu être identifiés, ayant des poids moléculaires de 30, 16, 10 

et 22-24 kDa. Le domaine de 10 kDa se lie avec la sous-unité β de la spectrine et 

constitue ainsi un site de liaison à l’actine de moindre affinité et dépendant de la 

calmoduline. Le domaine de 30 kDa se lie aux protéines intégrales de membrane : 

protéine bande 3, glycophorine C. Le calcium, en association avec la calmoduline, 

joue un rôle dans la régulation de l’interaction du domaine de 30 kDa avec la protéine 

bande 3 et la glycophorine C (13). Il serait donc possible que cette protéine joue un 

rôle d’ancrage du réseau spectrine-actine du squelette à la membrane cellulaire 

similaire à celui de l’ankyrine. Cette protéine joue le rôle d’un double régulateur dans 

l’équilibre de la membrane cellulaire : 

 Son association avec la glycophorine C forme des ponts supplémentaires entre 

cytosquelette et membrane cellulaire ainsi que la formation des ponts ankyrine-

bande 3 ;  



12 

 La déstabilisation de ce complexe met la protéine 4.1 en compétition directe avec 

l’ankyrine pour le site de liaison de la bande 3, en déstabilisant ainsi l’autre 

catégorie de ponts. Cela démontre le rôle crucial joué par la protéine 4.1 dans la 

régulation des propriétés mécaniques et la stabilité de la membrane des hématies.  

- La protéine 4.2 est une protéine périphérique de 72 kDa. Elle représente environ 5 % 

du contenu protéique des membranes cellulaires. La fonction directe de cette protéine 

n’est pas claire, à part son interaction avec la protéine bande 3, in vivo et in vitro, qui 

pourrait stabiliser l’interaction protéine bande 3- ankyrine (14). 

- L’adducine est une protéine qui se lie à l’actine et qui est considérée comme étant le 

facteur régulateur de la formation des réseaux spectrine-actine. Cette protéine 

n’intervient pas dans la sphérocytose héréditaire. 

1.2 Interactions membranaires 

Les données cliniques démontrent clairement l'importance cruciale de la forme des 

érythrocytes pour leur fonction principale de transport de l'oxygène. Cette forme discoïdale 

biconcave assure la plus grande surface possible, une très grande déformabilité et une 

résistance accrue aux forces hydrodynamiques complexes auxquelles les hématies sont 

soumises dans la circulation sanguine. Cette forme dépend du squelette membranaire. Il 

s'articule à travers des interactions dites horizontales et d’autres verticales (figure 4) (15).  

Les principales protéines impliquées dans les interactions verticales sont la protéine bande 3, 

l’ankyrine, la spectrine et la protéine 4.2.  

Quant aux interactions horizontales, elles ont lieu entre les chaînes α et β de la spectrine, la 

chaîne β de la spectrine et la protéine 4.1 et entre la protéine 4.1 et l’actine (16).  

 

 

Figure 4 - Représentation des interactions verticales et horizontales de la membrane 

érythrocytaire (15) 
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Les interactions horizontales constituent la trame du cytosquelette et forment un réseau aux 

mailles régulières. La première interaction est assurée par l’association tête à tête des deux 

dimères de la spectrine en tétramère. Elle met en jeu les régions N-terminales (domaine α1) de 

la chaîne α. L’importance des interactions entre les dimères de la spectrine est bien démontrée 

par le fait que les anomalies de tétramerisation s’accompagnent en général d’une fragilité du 

cytosquelette conduisant à la perte de fragments membranaires et à une hémolyse. La seconde 

interaction correspond à la fixation de l’actine à la partie caudale du dimère de la spectrine par 

l’intervention de la protéine 4.1. L'ensemble forme le complexe ternaire. L'adducine, protéine 

liant la calmoduline, resserre également la liaison actine-spectrine.  

A noter également que la β-spectrine est synthétisée en quantité plus faible que l’α- spectrine, 

limitant la quantité de dimères de spectrine disponible pour être incorporés dans le squelette 

membranaire. 

L'élément essentiel du squelette protéique érythrocytaire est le réseau de tétramères de 

spectrine, qui se constitue par association d’hétérodimère α/β. Ce réseau tapisse le versant 

interne de la double couche lipidique à laquelle il est ancré par l'intermédiaire de complexes 

protéiques. Les interactions verticales fixent le réseau protéique sur la couche lipidique. Le 

domaine β2 de la spectrine interagit avec la portion cytoplasmique de la protéine bande 3.   

Cette interaction dite « verticale » assure au globule rouge la stabilité de sa membrane. 

Une faiblesse de cette interaction, secondaire à un déficit en l'une des protéines 

impliquées dans les complexes verticaux, est à l'origine de la sphérocytose héréditaire.  

L’examen en microscopie électronique (figure 5) (15), de préparations du squelette de la 

membrane érythrocytaire, met en évidence la présence d’un réseau régulier hexagonal, ou 

plus rarement pentagonal ou heptagonal, dont les chaînes sont formées par des tétramères de 

spectrine, longues, qui font la liaison entre des filaments courts d’actine. La région N-

terminale des sous-unités β permet la liaison entre filaments de spectrine et d’actine. La 

protéine 4.1 assure la stabilité de cette liaison en se liant également à la spectrine. Ce réseau 

de spectrine, interagit avec des molécules d’ankyrine. Celles-ci forment des ponts de liaison 

vers la protéine bande 3 présente dans la membrane cellulaire et relient ainsi les molécules de 

spectrine du cytosquelette à la membrane. Le site de la liaison de l’ankyrine a été localisé sur 

les répétitions 15 et 16 de la sous-unité β de la spectrine.  
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Figure 5 - Examen au microscope électronique de préparations du squelette de la membrane 

érythrocytaire (15) 

Associé au « complexe bande 3 » (constitué de la protéine bande 3, l’ankyrine, la protéine 4.2 

et la glycophorine A), il y a un complexe macromoléculaire appelé « complexe Rh » incluant 

cinq protéines : la glycophorine B, le polypeptide Rh, la glycoprotéine associée au Rh 

(RhAG), la glycoprotéine Landsteiner-Wiener et le CD47. Les protéines des groupes sanguins 

interagissent avec le réseau spectrine-actine et forment des systèmes d’ancrages pour le 

cytosquelette de l’hématie. Ce rôle est illustré par le domaine cytoplasmique de RhAG avec 

l’ankyrine et le domaine cytoplasmique de Lu et de XK avec des domaines différents de l’α-

spectrine.   
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2. La sphérocytose héréditaire : une maladie génétique 

2.1. Mode de transmission 

Le mode de transmission héréditaire le plus fréquent (65-75 %) est le mode 

autosomique dominant. Ainsi, le porteur de la maladie est à l’état hétérozygote. L'enquête 

familiale permet de prouver la nature héréditaire de la maladie dans la plupart des cas. Dans 

25 à 35 % des cas aucune anomalie hématologique caractéristique de la maladie n’est 

retrouvée chez les deux parents. Il s’agit alors soit d’une mutation de novo soit d’une 

transmission autosomique récessive. Le mode autosomique récessif est mis en évidence par la 

description de familles dont les parents sains ont plus qu'un enfant touché. Il se manifeste 

seulement à l'état homozygote et est associé à une anémie hémolytique sévère, une 

splénomégalie et des épisodes ictériques fréquents (17).  

2.2. Etude des gènes et des protéines impliqués dans la sphérocytose héréditaire 

Un catalogue de toutes les mutations responsables d’anomalies de la membrane 

érythrocytaire est disponible sur le site internet de the Human Gene Mutation Database (18).  

Les gènes codant les protéines de la membrane érythrocytaire ainsi que leurs emplacements 

chromosomiques sont connus et sont présentés ci-dessous dans le tableau 1 (19) (20). 

 

Tableau 1 - Etude des gènes impliqués dans la sphérocytose héréditaire (19) 

 

 

Les différents gènes mutés sont répartis dans le tableau 2 selon leur fréquence dans la 

population Nord Européenne (21). En effet, la fréquence est différente dans d’autres 

populations, en Asie par exemple. 
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Tableau 2 - Fréquence des gènes mutés dans la population Nord Européenne (21) 

Ankyrine (ANK1) 50-60 % 

Spectrine (SPTB et SPTA) 20 % 

Protéine bande 3 (EPB3) 15-20 % 

Protéine 4.2 (ELB42) < 5 % 

Complexe Rh < 1 % 

Non identifié 10 % 

 

Pour finir, une même protéine peut être responsable de plusieurs pathologies (tableau 3) (22).  

 

Tableau 3 - Pathologie selon la protéine atteinte (22) 

 

 

Nous allons décrire successivement ces mutations qui sont récapitulées dans le tableau 4 (23) 

suivant :  

 

Tableau 4 - Caractéristiques clinique et moléculaire des gènes mutés dans la sphérocytose 

héréditaire (23) 
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Mutation du gène ANK1 : 

Il s’agit de la mutation la plus fréquente dans la sphérocytose héréditaire caractérisé 

par une transmission dominante chez les populations nord-européennes (50 à 60 % des cas). 

Lorsque la mutation est présente, l’expression de l’ARNm de l’ankyrine est réduite 

considérablement. Cela aboutit à un défaut d’incorporation de la spectrine dans le squelette 

membranaire même si cette dernière est synthétisée en quantité normale. Il en résulte un 

déficit en spectrine secondaire au déficit en ankyrine. Ce déficit combiné représente le 

phénotype biochimique le plus fréquent (environ 60 % des cas). Il est dû à la diminution 

d’expression d’un allèle ANK1 causée soit par une inhibition de la transcription du gène de 

l’ankyrine, soit par une instabilité des mutants ARNm (24). Une délétion complète du bras 

court du chromosome 8 a été retrouvé dans un cas de sphérocytose héréditaire et confirmait 

cette association entre la spectrine et l’ankyrine. L’étude du polymorphisme de la longueur 

des fragments de restriction a mis en évidence le rôle des formes mutantes de l’ankyrine sur 

une famille atteinte de sphérocytose héréditaire autosomale dominante. Cette analyse a prouvé 

un lien statistiquement significatif entre le polymorphisme de l’ankyrine et l’expression de la 

maladie (12). L’électrophorèse des protéines membranaires prouve un déficit combiné en 

ankyrine, en spectrine ainsi qu’en protéine 4.2. Le déficit de ces dernières protéines est dû à 

leur association à l’ankyrine (7). Les mutations non-sens et celles du cadre de lecture sont 

retrouvées à la sphérocytose héréditaire à transmission dominante. Les mutations situées dans 

le promoteur du gène ANK1 ou les substitutions ponctuelles concernent la sphérocytose 

héréditaire de transmission récessive. Des mutations de novo peuvent également toucher le 

gène ANK1. 

Il est difficile de faire la différence entre les mutations de novo et les formes de sphérocytose 

à transmission récessive. Dans la sphérocytose héréditaire récessive, deux mutations 

identiques (homozygotes) ou non (hétérozygotes composites) doivent être présentes dans le 

génome du malade, et impliquent que les 2 parents soient porteurs d’une mutation.  

Mutation du gène SPTB :  

Le gène SPTB et ses mutations associées sont responsables de vingt pourcents des cas 

de sphérocytose héréditaire. Ce gène code pour la chaîne β de la spectrine. Ces mutations sont 

associées à des formes à transmission dominante. En revanche, les mutations de novo ne sont 

pas rares (1 %). Un grand nombre de mutations ont été élucidées dans le gène SPTB en 

comparaison au gène SPTA1. Il s’agit le plus souvent de mutations null, entrainant l’absence 

du lot haploïde de la chaîne β correspondante. L’arrêt prématuré de la traduction ou les 

mutations non-sens qui déplacent le cadre de traduction, sont à la base de la plupart des 

mutations, responsables de la déstabilisation de l’ARNm. Mais aussi de l’instabilité du 

produit de transcription (25). D’après Miraglia et coll. (26) qui ont étudié des cas de 

sphérocytose héréditaire chez des enfants italiens avec un déficit isolé en spectrine et dont les 

parents sont indemnes du point de vue clinique et hématologique, le mode de transmission 

serait associé à des mutations de novo d’un allèle β-spectrine. Ces mutations entraineraient un 

déséquilibre quantitatif entre la β-spectrine et l’α-spectrine ce qui expliquerait la 

pathogénicité. 
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Mutation du gène EPB3 :  

Les déficits en protéine bande 3 sont retrouvées dans environ 20 % des sphérocytoses 

héréditaires à l’état hétérozygote. Ce déficit est transmis selon un mode autosomique 

dominant. On retrouve un déficit en protéine 4.2 chez la plupart des patients et on distingue 

alors deux cas :  

 Soit il s’agit d’une mutation hétérozygote du gène EPB3 responsable d’un déficit en 

protéine bande 3 conduisant à un déficit secondaire en protéine 4.2 proportionnel au 

déficit en protéine bande 3 ; 

 Soit il s’agit d’une mutation rare du gène EPB3 touchant le site de liaison à la protéine 

4.2. L’électrophorèse des protéines membranaires montre une diminution de moitié de 

la protéine 4.2 et une diminution limitée de la protéine bande 3. Le déficit initial de 

protéine bande 3 entraine une mauvaise incorporation de la protéine 4.2 expliquant sa 

diminution secondaire. Son mode de transmission est récessif. Cette forme de 

sphérocytose héréditaire est différente de la forme émanent de mutations situées sur le 

gène ELB42 ci-dessous. 

Il existe plusieurs types de mutations du gène EPB3. En effet, l’apparition d’un codon non-

sens (bande 3 Lyon-Osnabrück 1) ou un décalage du cadre de lecture (bande 3 Foggia) ou une 

anomalie de l’épissage (bande 3 Pribam) aboutit à une non-synthèse de la protéine. D’autres 

sont des mutations faux sens souvent dans le domaine membranaire de la protéine bande 3 

empêchant l’insertion dans la membrane de la protéine bande 3.  

A l’état hétérozygote composite, la clinique est plus marquée. Un allèle faible accessoire, non 

exprimé à l’état hétérozygote simple et en trans de l’allèle EPB3 peut être retrouvé dans 

l’hétérozygotie composite. On peut par exemple citer l’allèle Lyon responsable d’une 

sphérocytose bénigne à l’état hétérozygote simple. En revanche, quand l’allèle Genas se met 

en trans de celui-ci alors la sphérocytose est aggravée et le déficit en protéine bande 3 est plus 

important (de même pour l’allèle Coimbra et Mondego) (27) (28).  

Pour finir, seulement 3 cas homozygotes ont été rapportés chez l’Homme (29)(30). 

L’homozygotie provoque un hydrops fetalis, une sphérocytose gravissime et une acidose 

rénale tubulaire distale. Ces nouveaux nés ont besoin de traitements lourds pour survivre 

(réanimation, transfusions, apport de bicarbonates pour l’acidose). Le pronostic est mauvais 

de par la surcharge martiale qui survient et la nécessité d’une splénectomie précoce.  

Mutation du gène ELB42 :  

Le gène ELB42 code pour la protéine 4.2. Les mutations de ce gène restent rares dans 

la sphérocytose héréditaire. Elles provoquent une anémie hémolytique avec une absence totale 

de la protéine 4.2 et sans anomalie détectable de la protéine bande 3. Tous les cas signalés de 

mutations du gène ELB42 sont homozygotes avec des parents asymptomatiques évoquant une 

transmission récessive. A l’exception de deux formes (protéine 4.2 Lisboa et Notame) qui 

impliquent des mutations ponctuelles ce qui montre l’importance de la conformation spatiale 
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de la protéine 4.2 à une séquence en acides aminé exacte. Gallagher et Forget (31) ont 

rassemblé sept mutations décrites dans la littérature.  

Mutation du gène SPTA1 : 

Les mutations du gène SPTA1 sont retrouvées dans les formes récessives de 

sphérocytose héréditaire. Ce gène code la chaine α de la spectrine. En effet, les chaînes α sont 

en excès par rapport aux chaînes β. Les patients hétérozygotes sont souvent des porteurs 

asymptomatiques. Aucun patient homozygote n’a été rapporté chez l’Homme. En revanche, il 

existe des souches de souris homozygote pour l’équivalent murin du gène SPTA1 qui sont 

atteintes de sphérocytose héréditaire sévère (32). 
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3. Physiopathologie de la sphérocytose héréditaire  

L’érythrocyte se déplace tout au long de sa vie dans des micro-capillaires ou dans des 

pores de sinus vasculaire pour délivrer l’oxygène aux tissus. Il est donc indispensable qu’il 

puisse passer dans des zones où le diamètre est inférieur au sien. En effet, le globule rouge est 

de 7 µm mais il a la capacité de traverser des pores de 1 voire 0,5 µm (figure 6) (21).  

 

 

Figure 6 - Traversée d'une hématie saine dans un cordon splénique vers un sinus veineux à 

travers un passage très étroit dans la rate (21) 

 

La déformabilité du globule rouge, déterminée en grande partie par un ratio surface/volume 

très élevé, permet sa circulation dans des vaisseaux de calibre étroit, comme les capillaires 

sinusoïdes de la rate. Ce réseau, situé dans la pulpe rouge splénique, est composé de cellules 

endothéliales séparées par des fibres de matrice extracellulaire. Pour rejoindre la circulation 

général, le globule rouge présent dans la pulpe rouge doit passer à travers les fentes inter-

endothéliales en adoptant une forme « en huit ». 

Le globule rouge a donc des capacités de déformabilité et d’élasticité pour s’adapter dans les 

zones contraignantes et pour retrouver sa forme biconcave lors de traversées plus dégagées. 

Néanmoins, si le globule rouge perd ses capacités de déformabilité et d’élasticité en raison 

d’une augmentation de la concentration en hémoglobine, d’une diminution du rapport 

surface/volume par perte de surface et d’une rigidité membranaire alors une hémolyse dans 

les lieux les plus contraignants tel que la rate (33).  
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3.1.  Mécanisme de microvésiculation  

Dans la sphérocytose héréditaire, une anomalie d'une des protéines du complexe 

vertical va perturber la liaison au cytosquelette et entrainer une déstabilisation de la bicouche 

lipidique ; celle-ci va former des vésicules qui vont se détacher de la membrane et aboutir à 

une perte de surface, à volume constant, et à une sphérisation du globule rouge, qui sera alors 

moins souple et moins déformable. Quelle que soit la protéine responsable, son déficit aboutit 

à une augmentation de la perméabilité aux cations monovalents et de l’ATPase qui gouverne 

leur échange. L’absorption accrue des ions sodium favorise l’entrée d’eau par osmose à 

l’intérieur du globule rouge. Ce dernier gonfle puis acquiert une forme sphérique appelée 

sphérocytes. La figure 7 ci-dessous schématise les mécanismes conduisant à la sphérisation de 

l'érythrocyte et à la perte de déformabilité (23), quel que soit le défaut moléculaire sous-

jacent. 

 

Figure 7 - Effets physiopathologiques de la sphérocytose héréditaire (23) 

 

3.2. Dynamique splénique dans la sphérocytose héréditaire 

La rate est l’organe dans lequel se déverse le sang artériel. Elle est constituée d’un 

réseau étroit formé par des cellules réticulées et des phagocytes. Les cellules sanguines sont 

alors prises au piège dans un labyrinthe qu’elles doivent traverser. Chez les patients sans 

anomalie de membrane, elles le sillonnent sans particularités par des passages simples et 

directs. Chez les patients atteints de sphérocytose héréditaire, les globules rouges anormaux 

vont aller dans une portion plus profonde de la rate où le flux sanguin est plus faible. Il s’agit 

de l’érythrostase. Les érythrocytes vont alors stagner 15 à 150 minutes, contre 40 secondes à 

l’état non pathologique. Ainsi, l'érythrocyte va subir un « conditionnement splénique » grâce 
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à une circulation plus lente dans les sinusoïdes spléniques. Ce conditionnement correspond à 

un temps de contact augmenté avec les phagocytes (macrophages et cellules dendritiques 

spléniques), une diminution du pH, de l'adénosine triphosphate et du glucose, et une 

augmentation des oxydants dans l'environnement splénique va conduire à la lyse de 

l'érythrocyte (34). Ainsi le sphérocytes détenu dans les cordons spléniques en raison d’une 

diminution de surface, va être soumis à l’érythrostase dans un environnement métabolique 

défavorable. Ensuite, les cellules sanguines vont rejoindre la circulation veineuse en passant 

par les sinus veineux. Ainsi, les globules rouges vont devoir être capables de se déformer pour 

les traverser (figure 6). Or, les sphérocytes ont perdu leur capacité de déformabilité. Ils seront 

ainsi piégés dans la rate. Les cellules vont alors gonfler en raison d’une entrée de d’ion 

chlorure et d’eau.  

Chez les patients présentant une sphérocytose héréditaire, il existe deux populations de 

cellules au frottis : une population minoritaire de microsphérocytes de fragilité osmotique très 

grande et une population majoritaire dont la fragilité osmotique est à peine plus élevée que la 

normale. La rate semble en effet être un protagoniste actif dans la physiopathologie de la 

sphérocytose héréditaire et ne constitue pas seulement un filtre passif. On note en effet la 

disparition de cette population hyper fragile après splénectomie malgré la persistance de la 

sphérocytose. Le caractère splénique des sphérocytes ainsi que leur fragilité semblent ainsi 

induites par la rate.   

A l’état normal, l’érythrocyte ne contient qu’une faible quantité de Na
+
 et des quantités plus 

élevées de K
+
. L’ion sodium étant plus concentré dans le plasma, tend à rentrer passivement à 

l’intérieur du globule rouge en y entrainant de l’eau. Pour garder sa forme de disque 

biconcave, le globule rouge utilise une pompe à sodium (ATP dépendante) qui permet 

l’éjection active de sodium et d’eau. Cette pompe nécessite un apport suffisant de glucose et 

d’oxygène, un métabolisme glucidique intra-érythrocytaire normal et une quantité suffisante 

d’ATP. Dans la sphérocytose héréditaire, les hématies porteuses d’anomalies membranaires 

sont mises en défaut en raison d’une augmentation modérée de leur perméabilité au sodium. 

Les hématies prennent ainsi l’aspect d’une sphère due à l’accumulation de sodium et d’eau. 

Celle-ci est normalement régulée par la pompe à sodium ATP-dépendantes. Cependant 

lorsque la cellule manque d’ATP une fois tout le glucose consommé, cette pompe stoppe son 

activité et la teneur en ion sodium et en eau augmente.  

En revanche la durée de séjour des sphérocytes dans les cordons spléniques ne soit pas 

suffisamment longue pour expliquer à elle seule l’hémolyse par les conditions métaboliques 

défavorables et l’érythrostase. Il existe un phénomène d’auto-hémolyse en association avec la 

perte des lipides membranaires et la perméabilité au sodium. Enfin, le rôle des macrophages a 

également été suspecté dans la lyse des sphérocytes.  
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3.3. Mécanisme de compensation de l’hémolyse 

L’érythropoïétine (EPO) est le facteur de croissance responsable de la régulation de la 

production des hématies. L’hypoxie tissulaire entraine une augmentation de l’EPO. Les 

patients avec une forme bénigne de sphérocytose héréditaire sont capables de maintenir une 

concentration en hémoglobine normale malgré l’hémolyse. Ceci s’explique par 

l’augmentation de la synthèse d’EPO et une réponse optimale de l’érythropoïèse.  

Rocha et al (35) ont cherché une corrélation entre les taux d’EPO et le type d’anomalies 

membranaires impliquées. Dans les déficits en protéine bande 3, une inhibition de la synthèse 

d’EPO serait impliquée avec des taux d’EPO plus bas. Dans les autres déficits, les taux d’EPO 

sont plus élevés confirmant ainsi une inhibition de la réponse à celui-ci. Pour finir, ils ont 

montré que la numération des réticulocytes ne se normalise pas au contraire des taux d’EPO. 

En effet, la splénectomie entraine une meilleure survie des hématies conduisant ainsi à un 

retour du taux d’EPO à des valeurs normales. 
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4. Diagnostic clinique de la sphérocytose héréditaire  

4.1. Phénotypes variables 

Les phénotypes sont nombreux. Elle peut être asymptomatique ou à l’inverse 

provoquer des anémies graves ou plus rarement une anasarque foetoplacentaire et provoquer 

une mort in utero.  

Quatre phénotypes de sphérocytose héréditaire se distinguent par la sévérité clinico-

biologique (tableau 5) (23). Ils sont connus sous le nom de forme bénignes (20-30 % des cas), 

forme modérée (60-70 % des cas), forme modérée sévère (10 % des cas) et forme sévère (3 à 

5 % des cas). 

 

Tableau 5 - Classification des phénotypes de sphérocytose héréditaire (23) 
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Plusieurs critères permettent de classer la maladie :  

 La concentration en hémoglobine ainsi que le taux de réticulocytes pour caractériser 

l’anémie 

 La concentration en bilirubine libre 

 La quantité de sphérocytes au frottis sanguin  

 La fragilité osmotique avant et après incubation 

 La fréquence des transfusions  

 La protéine déficiente  

 Le contexte familial héréditaire 

N.B : La fragilité osmotique avant et après incubation est considérée comme modérément 

augmentée si une ou deux des valeurs mesurées (hémolyse 1 %, hémolyse 50 %, hémolyse 

100 %) sont supérieures à la valeur normale. Si les trois valeurs sont en dehors des valeurs 

normales, la fragilité osmotique est augmentée.  

Les mutations responsables de la sphérocytose héréditaire sont des mutations du cadre de 

lecture (délétions ou insertions de nucléotides), des mutations non-sens (arrêt de la traduction 

et production d’une protéine tronquée), des mutations faux sens (substitution d’une paire de 

base), des mutations du site d’épissage et des délétions du génome. 

4.2. Description clinique  

La sphérocytose héréditaire est caractérisée par une hétérogénéité clinique. En effet, il 

existe une hétérogénéité clinique interfamiliale encore mal élucidée : la même anomalie 

membranaire peut s’exprimer cliniquement différemment. Certains auteurs ont fait le lien 

entre la sévérité clinique et les anomalies membranaires spécifiques (19). 

Au sein d’une même famille où la transmission est autosomique dominante, la 

symptomatologie est proche (19). En revanche, il existe tout de même une hétérogénéité 

clinique intrafamiliale chez les hétérozygotes composites. Des cas de sphérocytose héréditaire 

ont été décrits chez des patients atteints de déficits isolés en spectrine ou en protéine bande 3. 

Le diagnostic se fait le plus souvent durant l’enfance ou chez l’adulte jeune. En revanche, si la 

maladie est peu bruyante cliniquement elle peut être découverte fortuitement. En effet, 

l’hémolyse peut être compensée par une érythropoïèse augmentée. Le diagnostic peut être 

réalisé devant des complications de la maladie tels que la lithiase biliaire pigmentaire du sujet 

jeune ou devant une érythroblastopénie du au parvovirus B19 mais aussi à l’occasion 

d’événement intercurrents (infections, grossesse…) amplifiant l’hémolyse.  

Les signes cliniques sont peu spécifiques mais il existe une symptomatologie classique 

d’anémie hémolytique avec pâleur, ictère ou subictère, et splénomégalie. La sévérité de la 

maladie est liée à l’hémolyse et à la splénomégalie.  
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L’anémie hémolytique chronique est due d’une part à la circulation splénique entrainant une 

destruction accrue des sphérocytes. Ainsi, l’hémolyse augmente après la naissance. C’est à 

partir de ce moment que la rate assure pleinement son rôle de filtre des hématies difformes en 

permettant leur phagocytose. Un autre facteur est la baisse brutale de l’érythropoïèse à la 

naissance alors qu’elle est intense chez le fœtus. Le principal mécanisme physiologique 

responsable de la réduction de l’érythropoïèse est une diminution importante de la sécrétion 

d’EPO. Cette diminution de sécrétion est sans doute due au passage d’une sécrétion d’EPO 

hépatique à une sécrétion rénale et à la forte élévation du taux d’oxygène lors du passage 

d’une respiration fœtale à une respiration pulmonaire. Un nouveau-né atteint de sphérocytose 

héréditaire doit donc faire face à un taux d’hémolyse accru et à une réponse de son 

érythropoïèse inappropriée. Tout ceci aboutit donc à une aggravation de l’anémie qui 

nécessite souvent un besoin transfusionnel. Vers l’âge d’un an, l’hémolyse chronique est bien 

compensée sans nécessité de support transfusionnel dans la plupart des cas.  

L’hémolyse des sphérocytes associé à la faible capacité du foie du nouveau-né à conjuguer la 

bilirubine expliquent l’apparition d’un ictère. La bilirubine libre voit sa concentration 

augmenter rapidement au niveau sanguin, pouvant ainsi aboutir à un ictère nucléaire (19). 

L’hémoglobine est normale à la naissance mais il y a une chute rapide des taux 

d’hémoglobine dans le premier mois après la naissance. A l’enfance et à l’âge adulte, on note 

une jaunisse persistante, une anémie, une splénomégalie et parfois des calculs biliaires. 

L’hémolyse peut être compensée chez l’adulte (22). 

Pour finir, cette maladie rare doit être évoquée devant tout ictère et/ou anémie hémolytique 

(après élimination d’une incompatibilité fœto-maternelle érythrocytaire).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



27 

5. Stratégie thérapeutique 

L'attitude thérapeutique a peu évolué au cours des dernières années. Elle est différente 

selon la forme de sphérocytose héréditaire. Dans plus de 50 % des cas une abstention 

thérapeutique car le patient est asymptomatique. Le traitement se limite à un simple suivi 

clinique avec hémogramme régulier (fonction de la valeur de l’hémoglobine). Chez les 

patients avec des phénotypes plus graves, le traitement peut aller d’une simple correction des 

carences vitaminiques à une transfusion, une splénectomie avec ou sans cholécystectomie, 

une photothérapie et une exsanguinotransfusion.  

5.1.  Traitement étiologique 

Le traitement étiologique consiste en la splénectomie principalement et en la 

cholécystectomie.  

 

L’hémolyse majoritairement splénique explique l'intérêt de la splénectomie dans cette 

pathologie. L'indication de splénectomie a fait l'objet de recommandations récentes (36) (37). 

Elle est formelle dans les formes sévères de sphérocytose, avec anémie profonde et/ou 

dépendance transfusionnelle. Ces formes se diagnostiquent souvent tôt, chez le jeune enfant. 

Les mutations hétérozygotes composites (spectrine α) ou homozygotes (bande 3 par exemple) 

sont responsables de ces tableaux cliniques sévères. La réalisation d'une splénectomie peut 

être indiquée dans les formes modérées, mais doit être discutée individuellement en fonction 

de la symptomatologie : retentissement du syndrome anémique sur la qualité de vie, asthénie 

marquée, diminution des performances scolaires chez les jeunes enfants, complications de 

l'hémolyse chronique, telles que lithiases à répétition, splénomégalie douloureuse ou ictère 

marqué. Elle n'est en revanche jamais indiquée dans les formes mineures, asymptomatiques  

Les recommandations récentes définissent la place de la splénectomie totale indiquée à partir 

de 6 ans dans les formes sévères (36) (37). La place de la splénectomie subtotale est 

controversée, mais elle pourrait être une option dans les formes sévères avant l'âge de 6 ans.  

La splénectomie subtotale consiste en la résection partielle de la rate, laissant en place le pôle 

inférieur afin de maintenir des fonctions immunitaires spléniques. La plus large série publiée 

à ce jour est une étude monocentrique rétrospective réalisée au CHU Bicêtre (38) , menée sur 

une cohorte de soixante-dix-neuf patients, ayant tous bénéficié d'une splénectomie subtotale, 

et suivis pendant une durée médiane de onze ans. La réponse hématologique est supérieure à 

90 %, et tous les patients initialement dépendants des transfusions ont obtenu une 

indépendance transfusionnelle. Cependant, la persistance de l'hémolyse induit, d'une part, la 

repousse du moignon splénique, parfois source de douleurs spléniques invalidantes et de 

rechute de l'anémie, et d'autre part un taux élevé de lithiases vésiculaires. 

Une totalisation a été nécessaire chez vingt patients (25 %), en raison d'une rechute de 

l'anémie, d'un moignon symptomatique ou d'un ictère persistant. Les bénéfices de la 

splénectomie subtotale ont été surtout convaincants dans les formes sévères de l'enfant, 

permettant d'obtenir l'indépendance transfusionnelle chez tous. Même si la moitié de ces 

formes sévères ont nécessité une totalisation par la suite, celle-ci a été réalisée plusieurs 

années après la splénectomie subtotale, à un âge où le risque infectieux est bien moindre.  
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Il existe dans la rate une population de lymphocytes B produisant des immunoglobulines M 

dirigées contre des antigènes composant la capsule de certaines bactéries comme le 

pneumocoque, le méningocoque ou Hæmophilus influenzae. L'absence de ces lymphocytes B 

entraîne un déficit immunitaire secondaire se traduisant par une susceptibilité aux infections à 

germes encapsulés. Le risque de sepsis sévère post-splénectomie est significativement plus 

élevé chez les patients splénectomisés que dans la population générale. La réalisation d'une 

splénectomie totale est habituellement contre indiquée chez les enfants avant cet âge, en 

raison du risque infectieux maximal. La prévention du risque infectieux présente trois axes : 

éducation du patient, antibioprophylaxie et vaccination. Les patients doivent être sensibilisés à 

ce sur risque infectieux et doivent porter sur eux une carte mentionnant son statut de 

splénectomisé. L'antibioprophylaxie par pénicilline V doit être systématique, et poursuivie 

pendant au moins deux ans après la chirurgie. Les patients doivent être vaccinés, avant la 

splénectomie dans la mesure du possible, contre le pneumocoque, le méningocoque et 

Hæmophilus influenzae. La vaccination antigrippale est également recommandée, en raison 

du risque de surinfection bactérienne. Ces mesures de prévention permettent de contrôler le 

risque de sepsis précoce. Cependant, le risque infectieux persiste à long terme (39). Le risque 

thromboembolique veineux est augmenté au cours des premiers mois après la splénectomie, 

où l'on observe des thromboses veineuses profondes des membres inférieurs pouvant se 

compliquer d'embolie pulmonaire, ainsi que des thromboses splanchniques (veines spléniques 

et porte). 

Enfin, la cholécystectomie peut être réalisée en cas de complication secondaire à la présence 

de calculs et en cas de lithiase (même asymptomatique) au moment de la réalisation d’une 

splénectomie. La cholécystectomie systématique en association à la splénectomie reste 

controversée en l’absence de lithiase biliaire (40).   

5.2. Traitement symptomatique 

             Le traitement symptomatique repose sur la supplémentation en folate, la transfusion 

sanguine l’administration d’érythropoïétine, une photothérapie voire une exsanguino-

transfusion.   

La supplémentation en folates est recommandée dans les formes sévères et modérées de la 

maladie, à la dose de 2,5 mg par jour avant l’âge de cinq ans et 5 mg par jour ensuite. 

La transfusion sanguine est réservée aux anémies mal tolérées ou au traitement de l'ictère 

néonatal. Le seuil du taux d’hémoglobine recommandé pour indiquer une transfusion est 

généralement de 7 à 8 g/dL. Même si la transfusion s’avère très efficace elle n’est pas sans 

risque. Le patient peut s’immuniser malgré la recherche d’agglutinines irrégulières avant 

chaque transfusion. Cette immunisation érythrocytaire se manifeste par une hémolyse 

intravasculaire et intratissulaire. De plus, il y a un risque de transmission de maladies 

infectieuses. En outre, les transmissions itératives peuvent donner des hémochromatoses post-

transfusionnelle. En effet, en plus du fer transfusé s’ajoute le fer libéré par les globules rouges 

hémolysés. Celui-ci s’accumule au fil du temps au niveau des organes (rate, foie, pancréas, 

cœur) et peut menacer le pronostic vital.  
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Cette complication de la transfusion est prévenue par l’espacement des transfusions voire à 

l’utilisation d’un chélateur du fer (deferoxamine) associé à une supplémentation en         

vitamine C.  

L’érythropoïétine recombinante administrée provoque une augmentation brutale de la 

réticulocytose et évite les transfusions. Ces injections se font trois fois par semaine. 

Administrée précocement chez le nouveau-né anémié atteint de sphérocytose héréditaire, elle 

pourrait permettre de diminuer les besoins transfusionnels. Cependant l’utilisation de 

l’érythropoïétine par voie sous-cutanée comporte un risque infime d’érythroblastopénie auto-

immune liée à l’apparition d’anticorps anti-érythropoïétine agissant à la fois sur 

l’érythropoïétine exogène et sur l’érythropoïétine endogène. Il est donc difficile de 

recommander ce traitement en première intention chez le nouveau-né (41).  

Pour finir, l’hyperbilirubinémie dans l’ictère est traitée par photothérapie. Une exsanguino-

transfusion peut éventuellement être associée en cas d’évolution défavorable. 
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6. Complications de la sphérocytose héréditaire 

La plupart des complications décrites ci-dessous sont dues à une hyperplasie érythroïde 

qui est la conséquence directe de l’hémolyse chronique.  

6.1. Lithiase biliaire pigmentaire 

Il s’agit de la complication la plus fréquente de la sphérocytose héréditaire. C’est une 

lithiase pigmentaire de bilirubinate de calcium. Elle est secondaire à une hyperproduction de 

bilirubine. La probabilité d’apparition d’une lithiase augmente avec l’âge. Une étude chez des 

adultes atteints de sphérocytose héréditaire a montré une incidence de 37 à 43 % de lithiases 

détectables par ultrasonographie (42). Ces auteurs préconisent donc une ultrasonographie 

biliaire annuelle. La lithiase biliaire est le plus souvent vésiculaire mais elle peut être située au 

niveau du canal cholédoque. Chez l'enfant, cette lithiase biliaire est de découverte fortuite 

dans la plupart des cas. Chez l'adulte, elle se manifeste par des coliques hépatiques. Enfin, une 

lithiase biliaire peut se compliquer d’angiocholite : la cholestase peut se rajouter à un ictère 

hémolytique (hyperbilirubinémie libre) (43) (44).  

6.2. Crise de déglobulisation aiguë 

Les crises de déglobulisation sont les manifestations habituelles de la sphérocytose 

héréditaire. Elles apparaissent dans les formes atténuées que dans les formes avec anémies 

chroniques. Elles constituent une cause considérable de morbidité par leur sévérité et leur 

fréquence de survenue. La crise de déglobulisation aiguë est le résultat d’une exacerbation 

brutale de l’hémolyse avec accentuation de l’ictère, de l’anémie régénérative et de 

l’hépatosplénomégalie. Elle est souvent observée en association avec des infections virales ou 

bactériennes. Au niveau clinique, on note une altération de l’état général, une hyperthermie, 

un ictère et une splénomégalie. Ces signes peuvent s’accompagner d’une hémoglobinurie due 

à la destruction globulaire intense.  

6.3. Crise aplasique ou syndrome d’Owren-Gasser 

Il s’agit d’une érythroblastopénie appelée aussi syndrome d'Owren-Gasser. Le 

Parvovirus humain B19 est le plus souvent incriminé. Il a une affinité pour les précurseurs de 

la lignée érythroïde de par son récepteur membranaire (globoside). Il provoque une 

hypoplasie érythroblastopénique brutale par inhibition de la prolifération des précurseurs 

érythrocytaires. Il provoque ainsi une anémie aiguë arégénérative d'une dizaine de jours. La 

crise est souvent précédée par des manifestations des voies aériennes supérieures ou un état 

pseudo grippal avec arthralgies. Une anémie normochrome normocytaire avec une discrète 

leucopénie et une thrombopénie est observée. Le myélogramme est peu utile mais confirme 

une atteinte de la lignée érythroïde. Après dix jours, il apparait une crise réticulocytaire avec 

myélémie, polynucléose et thrombocytose. L'évolution spontanée est possible mais l'intensité 

de l'anémie nécessite souvent des transfusions.  
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L’infection par le parvovirus B19 entraine la production d’anticorps et donc une immunité 

durable. Les patients qui ont déjà eu une crise n’en présenteront pas une nouvelle au cours de 

leur vie (45).  

7. Diagnostic différentiel  

Les sphérocytes ne sont pas spécifiques de la sphérocytose héréditaire (cf partie 

suivante). En effet, au cours des pathologies qui sont décrites ci-dessous, nous pouvons avoir 

des globules rouges hyperdenses avec une fragilité osmotique plus élevée. 

7.1. Les anémies hémolytiques acquises d’origine immune 

Les anémies hémolytiques d’origine immune sont définies par la fixation d’anticorps à 

la surface des hématies. L’anémie peut être auto-immune ou liée à une incompatibilité fœto-

maternelle (système ABO ou Rhésus). Cette fixation immune forme un complexe antigène-

anticorps sur la membrane du globule rouge. Les hématies sensibilisées subissent une 

phagocytose partielle par les macrophages. L’apparition de sphérocytes est liée à une perte de 

membrane par phagocytose partielle du complexe antigène-anticorps. 

L’étude du frottis sanguin et de la fragilité osmotique (résistance globulaire et ektacytométrie) 

sont très proches des résultats obtenus dans la sphérocytose héréditaire. La biologie montre 

une anémie, des signes d’hémolyse et surtout la présence d’auto-anticorps anti-érythrocytaire 

démontré par un test de Coombs direct érythrocytaire positif (ou présence d’une 

incompatibilité fœto-maternelle). Ainsi, le contexte est différent et les anomalies disparaissent 

souvent avec un traitement contrairement à la sphérocytose héréditaire.  

7.2. L’elliptocytose héréditaire 

L’elliptocytose héréditaire désigne la présence d’hématies en forme d’ellipse appelés 

elliptocytes (figure 8) (4). Elle est due à des problèmes d’interaction horizontale des protéines 

du cytosquelette (spectrine et protéine 4.1) comme dans la sphérocytose héréditaire. La 

majorité des malades sont asymptomatiques.  

 

 

Figure 8 - Frottis sanguin d’un patient atteint d’elliptocytose héréditaire (4) 
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La forme sévère d’elliptocytose est la pyropoïkilocytose héréditaire. Celle-ci se traduit par 

une anémie hémolytique sévère associée à un ictère, une splénomégalie et des complications 

biliaires. Il peut exister des cellules hyperdenses et des microsphérocytes provoqués par 

fragmentation. Cette sous population est visible par un petit épaulement sur l’histogramme de 

distribution des volumes. De plus, la courbe d’ektacytométrie montre un profil anormale 

caractéristique en trapèze (33). En outre, le test à l’EMA (détaillé dans la partie suivante) 

indique une réduction de fluorescence plus basse que celles observées dans la sphérocytose 

héréditaire.  

7.3. La stomatocytose héréditaire 

La stomatocytose héréditaire est liée à des anomalies de perméabilité passive aux 

cations monovalents (Na
+
, K

+
) de la membrane des globules rouges. Celles-ci sont 

responsables soit d’une hyperhydratation des cellules (hydrocytose), soit d’une déshydratation 

(xérocytose). Elle est caractérisée par la présence de stomatocytes au frottis (globule rouge en 

forme de bouche) (figure 9) (4). Ces stomatocytes sont parfois en très faible nombre voire 

conjoints aux sphérocytes ce qui rend le diagnostic difficile. La présentation clinique est 

semblable à celle de la sphérocytose héréditaire.  

 

Figure 9 - Frottis sanguin d’un patient atteint de stomatocytose (4) 

 

Le diagnostic repose sur le déplacement franc vers la droite de la courbe d'ektacytométrie en 

gradient d'osmolarité, rendant compte de globules rouges macrocytaires hyperhydratés et 

d'une résistance osmotique réduite pour la forme hyperhydratée. Pour la forme de xérocytose 

où il existe des cellules hyperdenses, la courbe sera déplacée vers la gauche (46). 
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7.4. L’ovalocytose du sud-est asiatique  

Cette affection à transmission autosomique dominante s'étend de la Thaïlande à la 

Mélanésie. Elle se caractérise par la présence de stomato-ovalocytes sur le frottis dont certains 

sont particuliers avec une « double bouche » qui est quasi spécifique de l’ovalocytose du sud-

est asiatique (figure 10) (4). Une perte totale de déformabilité à l'ektacytométrie (délétion de 

la protéine bande 3) est à noter. Le test EMA est perturbé avec une perte significative de 

fluorescence de la protéine bande 3.  

 

Figure 10 - Frottis sanguin d'un patient atteint d'ovalocytose héréditaire avec présence de 

stomato-ovalocytes en « double bouche » (flèches noires) (4) 

 

7.5. La dysérythropoïèse congénitale de type II  

La dysérythropoïèse congénitale de type II est une maladie constitutionnelle très rare 

de transmission autosomique récessive liée à une mutation d’un gène régulant la prolifération, 

la division et la maturation des érythroblastes. Les manifestations cliniques sont très proches 

de la sphérocytose héréditaire : anémie hémolytique chronique, splénomégalie, fragilité 

osmotique augmentée et présence de microsphérocytes. Cette pathologie est mise en évidence 

par la présence au frottis sanguin et au myélogramme d’érythroblastes binucléés (figure 11) 

(47). L’électrophorèse des protéines de la membrane érythrocytaire montre un aspect pincé de 

la protéine bande 3 et la présence de protéines du réticulum endoplasmique.  
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Figure 11 - Bi nucléation des érythroblastes au myélogramme d'un patient atteint de 

dysérythropoïèse congénitale de type II (47) 
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PARTIE 2 : ETAT DES LIEUX DES STRATEGIES DIAGNOSTIQUES 

DE LA SPHEROCYTOSE HEREDITAIRE ET RECOMMANDANTIONS 

ACTUELLES 

1. Diagnostic biologique de la sphérocytose héréditaire  

1.1. Hémogramme  

Le diagnostic de sphérocytose héréditaire repose sur un faisceau d’arguments à savoir :   

 Les antécédents familiaux 

 Les signes cliniques inconstants dus à l’anémie : ictère, splénomégalie, pâleur, 

asthénie 

 Une anémie microcytaire hyperdense et hémolytique régénérative  

 La présence de sphérocytes sur le frottis sanguin et la diminution de la résistance 

osmotique.  

 Test de Coombs érythrocytaire direct négatif 

L’anémie est absente dans 40 % des cas car elle est compensée par la régénération 

médullaire sinon elle est le plus souvent modérée (9 à 12 g/dL). Cinq à dix pourcents des 

patients présentent une anémie sévère nécessitant une thérapeutique active (transfusions, 

recours plus fréquent à la splénectomie). La lignée plaquettaire peut être augmentée en cas 

d’hyper hémolyse mais dans la plupart des cas elle est normale tout comme la lignée 

leucocytaire. Concernant les indices érythrocytaires, le volume globulaire moyen (VGM) est 

normal ou parfois augmenté (dans les crises avec forte réticulocytose) ou parfois diminué par 

excès de microcytes. La concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH) est 

élevée dans plus de la moitié des cas, qui traduit la présence de globules rouges hyperdenses 

et déshydratés. Les réticulocytes sont augmentés mais reviennent à une valeur normale après 

splénectomie. La fraction immature des réticulocytes est faible sur les analyseurs Sysmex. 

Une hypocholestérolémie liée à l'augmentation de l'utilisation du cholestérol pour la 

composition des membranes peut être observée. Les stigmates biologiques classiques 

d’hémolyse sont retrouvés : augmentation de la bilirubine non conjuguée associée à un 

effondrement de l’haptoglobine et une augmentation des lacticodeshydrogénases.  

Avant de poser le diagnostic de sphérocytose héréditaire, les autres causes d’anémie 

hémolytique doivent être éliminées, en particulier les anémies hémolytiques auto-immunes à 

auto-anticorps chauds (IgG) ou froids (IgM). Un test de Coombs direct est donc 

indispensable.  
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La figure 12 (23) suivante récapitule les données moléculaires et biologiques de la 

sphérocytose héréditaire :  

 

Figure 12 - Données moléculaires et biologiques de la sphérocytose héréditaire (23) 

 

1.2. Frottis sanguin 

La morphologie des globules rouges sur frottis sanguin coloré au May Grünwald 

Giemsa est caractérisée par une déformation sphérique des globules rouges. Il s’agit de 

sphérocytes (figure 13) (4). Ils sont occasionnels ou seulement présents pendant la crise 

hémolytique. Néanmoins, cette anomalie morphologique n’est pas pathognomonique de la 

sphérocytose héréditaire. Les sphérocytes sont retrouvés dans les anémies hémolytiques auto-

immunes à anticorps chauds, parfois à anticorps froids et dans les anémies allo-immunes 

comme la maladie hémolytique du nouveau-né. Ils sont donc retrouvés dans toutes les 

situations hémolytiques.  

Ce sont des hématies de petit diamètre, rondes, très denses et ayant perdu leur halo clair 

central. Les sphérocytes représentent 5 à 10 % du total des globules rouges.  

Une polychromatophilie est possible en raison d’un nombre élevé de réticulocytes. Dans les 

déficits en ankyrine, il n’y a que des sphérocytes. Alors que dans les déficits en bande 3 avant 

splénectomie, des sphérocytes dits « en champignon » ou globules rouges « pincés » (figure 

13) (23) sont mis en évidence. Il s’agit d’un bourgeonnement, avec étranglement à un pôle de 

la cellule évoquant cette variété de sphérocytose héréditaire.  
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 Des sphéroacantocytes sont visibles dans les déficits en spectrine β, et leur nombre augmente 

après splénectomie (figure 13) (23). Dans les formes avec spectrine β tronquée, on peut 

observer des elliptocytes sphérocytaires. Parfois, dans le déficit en protéine 4.2, des 

sphérostomatocytes (un peu ovalaires) sont retrouvés. On ne retrouve pas de corps de Howell 

Jolly au diagnostic, Ceux-ci sont en effet présents que secondairement, quelques mois après 

splénectomie totale (dans les splénectomies subtotales ils peuvent être absents). Enfin, les 

érythroblastes circulants sont absents sauf dans les formes sévères (où la stimulation 

médullaire est importante).  

Le diagnostic est très difficile en période néo-natale car des sphérocytes sont retrouvés de 

manière physiologique chez tous les nouveau-nés.  

 

Figure 13 - Frottis sanguin chez des patients atteints de sphérocytose héréditaire dus à des 

déficits de la membrane différent (23) 

 

(A) : Deux frottis sanguins de sphérocytose modérément sévère typique avec une carence 

légère en spectrine et en ankyrine-1. Bien que de nombreuses cellules aient une forme 

sphéroïdale, certaines conservent une concavité centrale. 

(B) : Sphérocytose héréditaire avec des globules rouges « en champignon » dû au déficit en 

protéine bande 3.  

(C) : Sphérocytose héréditaire atypique sévère dû à une déficience combinée grave de 

spectrine et d’ankyrine-1. En plus des sphérocytes, de nombreuses cellules ont des contours 

irréguliers. 

(D) : Sphérocytose héréditaire avec une déficience en spectrine isolée due à une mutation de 

la β-spectrine. Certains sphérocytes ont des projections de surface proéminentes ressemblant à 

des sphéroacanthocytes.  

Le myélogramme n’est réalisé qu’en cas de suspicion de crise d’érythroblastopénie aiguë (cf 

partie 1 : 6.3).  
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1.3. Tests utilisés pour le diagnostic de sphérocytose héréditaire 

Les examens biologiques utilisés pour le diagnostic de sphérocytose héréditaire sont les 

suivants :  

 L’ektacytométrie en gradient osmolaire  

 Les tests d’hémolyse ou étude de la fragilité osmotique des hématies 

 La cytométrie en flux  

 L’électrophorèse des protéines membranaires 

 La recherche de mutation  

1.3.1. Ektacytométrie en gradient osmolaire 

Le gold standard pour le diagnostic de sphérocytose héréditaire est l’ektacytométrie. 

Cette technique très performante et très sensible ne se fait néanmoins que dans deux 

laboratoires français de l’assistance publique des hôpitaux de Paris (hôpitaux Bicêtre et 

Robert Debré) qui dispose de l’ektacytomètre.  

Il s’agit de la technique la plus fiable qui étudie la déformabilité des globules rouges en 

fonction de l’osmolarité du milieu (33). Cet examen de référence utilise un ektacytomètre, 

appareil qui mesure l’indice de déformabilité des globules rouges soumis à des forces de 

cisaillement constantes générées par un viscosimètre de Couette. Parallèlement, l’osmolarité 

du milieu varie en continu. Les érythrocytes passent devant un rayon laser et vont diffracter la 

lumière. Ce signal lumineux traduit en index de déformabilité quantifie l’étirement du globule 

rouge (48). Nous obtenons un graphique avec en ordonnée l’index de déformabilité et en 

abscisse l’osmolarité du milieu de suspension. La courbe comporte trois paramètres 

informatifs : 

 Le point « hypo » ou « O min » qui correspond à l’osmolarité en milieu 

hypoosmolaire. Les hématies prennent alors une forme sphérique et la déformabilité 

est nulle. Ce point traduit le rapport surface/volume. 

 L’index de déformabilité maximale (ID max) qui est dépendant de la surface 

cellulaire. 

 Le point « hyper » ou « O’ » correspond à l’osmolarité en milieu hyperosmolaire. La 

déformabilité des hématies est égale à la moitié de l’ID max. Ce point est corrélé à 

l’état de déshydratation cellulaire et donc à la CCMH. 

La figure 14 ci-dessous compare un patient atteint de sphérocytose avec un sujet sain. Une 

diminution de l’ID max et un point O min dévié vers la droite sont visibles le plus souvent. En 

effet, ce point qui correspond à l’osmolarité pour laquelle 50 % des hématies sont hémolysées 

dans le test de fragilité osmotique, témoigne de la diminution du rapport surface/volume. Un 

point hypo-osmolaire dans les valeurs normales n’exclut pas une sphérocytose héréditaire. Le 

point « hyper » ou « O’ » est déporté vers la gauche le plus souvent traduisant ainsi la 

déshydratation cellulaire.  
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Figure 14 - Ektacytométrie en gradient osmolaire chez un sujet atteint de sphérocytose et 

chez un sujet sain 

 

Chez 4 patients atteints de sphérocytose (figure 15) (49), on constate que l’ID max est plus 

bas que la normale. O min est normal chez les patients 1 et 2 et augmenté chez les patients 3 

et 4. O’ est diminué chez trois patients (1, 2 et 4), traduisant une déshydratation cellulaire 

dans ces 3 échantillons. Le patient 2 présente une déshydratation très importante (O’ décalé 

vers la gauche) ce qui compense la perte de surface et se traduit par un O min normal.  

 

 

Figure 15 - Ektacytométrie en gradient osmolaire chez 4 patients atteints de sphérocytose 

héréditaire (49) 
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Cette technique permet de faire le diagnostic de sphérocytose héréditaire dans la majorité des 

cas mais peut être mis en défaut dans les formes frustres ou peu expressives. Elle permet de 

distinguer la sphérocytose héréditaire des autres anomalies constitutionnelles de membrane 

(elliptocytose héréditaire, pyropoïkylocytose héréditaire et les deux formes de stomatocytose 

héréditaire).  

1.3.2. Test de fragilité osmotique des hématies 

La fragilité osmotique du globule rouge est augmentée en raison d’une diminution de 

la surface membranaire par rapport à son volume. La fragilité osmotique est évaluable par 

plusieurs tests. Tous ces tests d’hémolyse peuvent être positifs dans d’autres anomalies 

membranaires : les anémies hémolytiques auto-immunes, les formes sévères d’elliptocytose 

héréditaire (pyropoïkilocytoses héréditaires), dans certaines dysérythropoïèses congénitales de 

type II (CDA II) mais cela uniquement pour les tests dépendant du rapport surface/volume. 

Les tests sont les suivants :  

a) Résistance globulaire osmotique 

Ce test est appelé test de Dacie, improprement, puisqu’il a été développé par Parpart en 

1947 et plus tard amélioré par Dacie. Il est le reflet de la capacité du globule rouge à se gorger 

d’eau dans un milieu hypotonique avant rupture membranaire et libération d’hémoglobine 

dans le milieu. Le paramètre étudié par ce test est le rapport surface/volume. Lorsque ce 

rapport est diminué comme dans la sphérocytose héréditaire, les hématies lysent à des 

osmolarités moins basses que des hématies saines : la résistance aux solutions hypotoniques 

est diminuée (ou leur fragilité osmotique est augmentée).  

Cette technique fastidieuse à mettre en œuvre utilise plusieurs tubes formant une gamme de 

différentes concentrations en chlorure de sodium (NaCl). Après ajout d’un volume 

d’échantillon sanguin identique dans chaque tube et par mesure spectrophotométrique, 

l’hémoglobine libérée dans le surnageant après centrifugation est déterminée. L’hémoglobine 

libérée sera proportionnelle à la lyse. On réalise une mesure avant et une mesure après 

incubation à 37°C pendant 24 heures. Pendant l’incubation, les globules rouges continuent à 

métaboliser du glucose afin de produire l’énergie nécessaire au maintien de leur forme et 

taille. Ces conditions augmentent la fragilité osmotique des sphérocytes. Durant la période 

d’incubation, les hématies pathologiques meurent ainsi plus rapidement que les cellules 

normales. De plus, leur volume augmente en raison d’une hydratation cellulaire. Ces deux 

phénomènes associés expliquent la susceptibilité des sphérocytes à la lyse osmotique en 

comparaison aux cellules normales (49). 

Cette mesure du pourcentage d’hémolyse en fonction de la concentration en NaCl sera 

comparée à un échantillon contrôle (figure 16) (50). 
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Figure 16 - Graphique représentant le pourcentage d'hémolyse en fonction de l'osmolarité du 

milieu (50) 

 Si la courbe est déplacée vers la gauche, les hématies sont plus résistantes à 

l’hypotonie comme dans la thalassémie ou la drépanocytose. 

 Si la courbe est déplacée vers la droite, les hématies sont plus fragiles et lysent à des 

concentrations plus proches de l’isotonicité comme dans la sphérocytose héréditaire. 

Ce test a longtemps été le test de première intention pour le diagnostic de sphérocytose 

héréditaire, alors que sa sensibilité (70 %) et sa spécificité (71 %) sont faibles. Il ne permet 

donc pas d’éliminer une sphérocytose. En effet, la résistance globulaire osmotique donne des 

faux positifs dans les anémies hémolytiques d’origine immune et chez les patients atteints 

d’elliptocytose héréditaire. La fragilité osmotique repose sur 2 paramètres : la surface 

cellulaire et son volume. Une perte de surface membranaire peut être contrebalancée par une 

diminution du volume : le rapport surface/volume restera normal et n’induira donc pas de 

fragilité osmotique supplémentaire (49).  

b) Test d’auto hémolyse 48h à 37°C 

Il est très sensible mais peu spécifique. Il est donc très peu utilisé en routine. Il consiste à 

laisser 48h du sang défibriné à 37°C. L’hémolyse spontanée pour un patient sain est inférieure 

à respectivement 5 % et 1 % sans et avec glucose. Dans la sphérocytose héréditaire, elle est 

très augmentée (5 à 20 %) et partiellement corrigée par l’addition de glucose ou d'ATP 

nécessaire pour le besoin énergétique accru des globules rouges pathologiques (alors que dans 

les anémies hémolytiques auto-immunes, il n’y a pas de correction). Un résultat dans les 

valeurs normales n’exclut cependant pas le diagnostic de sphérocytose héréditaire (51). 
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c) Test de cryohémolyse 

Ce test consiste à placer dans un milieu hypertonique les globules rouges en réalisant un 

changement brutal de température. Ces derniers vont ainsi subir un choc thermique (de 37°C à 

0°C) pour induire une puissante hémolyse. Les sphérocytes (quel que soit le déficit 

membranaire) sont plus susceptibles à la cryohémolyse que les érythrocytes sains. Cette 

technique dépend de la propriété de la membrane érythrocytaire et non pas du rapport 

surface/volume comme la plupart des autres tests (52). La densité optique à 540 nm après dix 

minutes d’incubation à 0°C et la densité optique qui correspond à 100 % d’hémolyse sont 

mesurées. Ce ratio de cryohémolyse est compris entre 3 et 15 % pour un sujet sain. Tandis 

qu’il est supérieur à 20 % pour un sujet atteint de sphérocytose héréditaire. Ce test a une 

sensibilité de 100 % et une spécificité de 90 % (53). Il est peu coûteux et simple à réaliser. Un 

faible volume sanguin est nécessaire (200 à 500 μL) ce qui le rend accessible aux nouveau-

nés. Contrairement à la résistance osmotique qui est diminuée chez les nouveau-nés, il n’y a 

aucune influence de l’âge sur la cryohémolyse. L’étude de Romero et coll. (54) montre des 

pourcentages de cryohémolyse normaux en cas d’hémolyse mécanique (prothèses cardiaques 

valvulaires mécaniques). 

d) Test de lyse au glycérol acidifié ou acidified glycerol lysis test (AGLT) 

Ce test utilise un milieu hypotonique contenant du glycérol qui ralentit l’entrée d’eau dans 

la cellule et donc le gonflement des hématies. Le temps de lyse glycérolé est raccourci pour 

les patients atteints de sphérocytose héréditaire car le ratio surface/volume est diminué. Le 

principe du test est basé sur la mesure de l’absorbance à 625 nm. Le temps nécessaire pour 

obtenir 50 % de l’hémolyse initiale (AGLT50) est mesuré. Chez un sujet normal, AGLT50 est 

obtenu après plus de 30 minutes. Tandis que dans la sphérocytose héréditaire, l’hémolyse est 

plus rapide : AGLT50 est obtenu en 50 à 100 secondes. Cette technique est simple, rapide et 

peu coûteuse. La sensibilité de test de lyse au glycérol acidifié est de 81,6 % et la spécificité 

est de 100 %. Elle peut être réalisée jusqu’à 24 heures après le prélèvement sanguin (55). 

Néanmoins, la reproductibilité de ce test n’est pas très bonne en raison de l’instabilité du pH 

de la solution isotonique. 

e) Pink test 

Le pink test est un test de lyse au glycérol acidifié modifié. Il mesure l’hémolyse via 

l’absorbance d’un échantillon sanguin de faible volume (1 tube EDTA de 5mL) incubé dans 

une solution contenant du glycérol, de NaCl, du NaN3 et du HCl. L’osmolarité est fixée à 290 

+/- 5 mOsm et la solution est tamponnée à un pH de 6,66. Il s’agit d’incuber les globules 

rouges du témoin et les globules rouges du patient en présence de la solution avant de réaliser 

une centrifugation. La densité optique du surnageant est mesurée à 540 nm (1
ère

 absorbance). 

Une 2
ème

 mesure de l’absorbance est réalisée lorsque tous les globules rouges ont été lysés 

grâce au triton. Un rapport entre les deux valeurs d’absorbance est ensuite réalisé. Chez le 

sujet sain ce rapport est inférieur à 20 %.  
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Les résultats sont indépendants du pH de la solution (contrairement au test de lyse au glycérol 

acidifié) ce qui améliore la reproductibilité. La sensibilité du pink test est de 91 %. Ce test 

ainsi que son application au laboratoire du CHRU de Nancy sera détaillé dans la partie 3 ci-

dessous.  

1.3.3. Cytométrie en flux : test à l’EMA 

La méthode de cytométrie en flux utilise un marquage des globules rouges avec l’éosine 

5’maléimide (EMA) qui est un intercalent membranaire. L’EMA est une molécule 

fluorescente qui se lie à la protéine bande 3 du globule rouge. Cette liaison est responsable 

d’environ 80 % de la fluorescence (56) (57). Le reste de la fluorescence est due à la liaison de 

l’EMA avec de groupements sulfhydriles du complexe Rh (CD47, RhAG3 et le polypeptide 

Rhésus). Une diminution de ces molécules a été montrée dans la sphérocytose héréditaire. 

Même si l’EMA n’interagit pas directement avec la spectrine, l’ankyrine et la protéine 4.2, 

trois molécules aussi en cause dans la sphérocytose, la liaison de l’EMA au CD47, au 

polypeptide Rh et à la Rh AG est un reflet indirect mais fiable de la composition du 

cytosquelette (58). La capacité de fixation du colorant à des molécule spécifiques de la 

membrane cellulaire donne à ce test une grande spécificité. Ce test mesure l’intensité de la 

fluorescence des érythrocytes lavés et incubés avec l’EMA. Cette intensité de fluorescence est 

proportionnelle à la quantité de molécules fixées et est comparée à celle des globules rouges 

témoins. Elle est exprimée en unités IMF (Intensité moyenne de fluorescence). La réduction 

de l’intensité de la fluorescence est calculée en pourcentage selon la formule suivante (IMF 

chez les témoins - IMF patient) /IMF des témoins x 100. Les cymomètres en flux étant 

différents d’un laboratoire à l’autre, il est important que chaque laboratoire établisse ses 

propres valeurs de référence.  

 

L’interprétation des résultats se fait comme suit au CHRU de Nancy (59) :  

 Baisse de la fluorescence de 0 % à 16 % (variation interindividuelle normale) : profil 

normal 

 Baisse de la fluorescence de 16 % à 20 % (variation interindividuelle légèrement 

augmentée) : profil en « zone grise », diagnostic de sphérocytose héréditaire non 

exclue.  

 Baisse de la fluorescence de plus de 20 % (variation interindividuelle anormalement 

augmentée) : profil anormal en faveur du diagnostic de sphérocytose héréditaire 

(figure 17) (60). 
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Figure 17 - Représentation graphique du test EMA (60) 

A : Les globules rouges sont fenêtrés dans le champ « RBC » (le champ « E » contient des 

doublets d'érythrocytes). Nuages de points qui représentent l’image de la structure des cellules 

à 90° (SS) en fonction de l’image de la taille des cellules dans l’axe (FS) basé sur une échelle 

logarithmique. B : La fluorescence des cellules liées à l'EMA est mesurée dans le premier 

canal de fluorescence à une longueur d'onde d'excitation de 488 nm et présentée sous forme 

d'intensité de fluorescence moyenne. C : Histogramme de fluorescence des globules rouges 

colorés à l'EMA du sujet atteint de sphérocytose héréditaire (premier pic inférieur rouge) et 

d'un contrôle sain (deuxième pic bleu). Les pics diffèrent par l'intensité moyenne de 

fluorescence. 

 

L’analyse requiert un échantillon de sang de 5mL (EDTA ou héparinate de sodium) du patient 

et un témoin négatif (sujet sain du même sexe et d’âge proche, de VGM proche, non 

apparenté, prélevé sur le même anticoagulant).  

Le test EMA est simple et assez rapide. Il demande une faible quantité de sang. Sa sensibilité 

est de 93 % et sa spécificité est de 98 % (61). Ce test a également l’avantage de pouvoir être 

différé sur plusieurs jours sans que les résultats ne soient impactés.  
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L’EMA peut être suivi d'une analyse d'image sur le logiciel IDEAS pour étudier des 

fonctionnalités telles que la circularité et le rapport de forme. Il s’agit de la cytométrie en flux 

d'imagerie à haut débit qui combine la vitesse, la sensibilité et les capacités de phénotypage de 

la cytométrie en flux avec des détails d’imagerie (62). 

Elle permet d’examiner la morphologie et l'intensité du signal de fluorescence dans les 

membranopathies. 

 Les avantages de cette imagerie à haut débit par rapport à la cytométrie en flux standard est 

sa capacité à fournir une analyse d'image à haut contenu et mesurer des paramètres tels que la 

circularité et le rapport de forme permettent de distinguer les membranopathies 

érythrocytaires. La liaison au colorant EMA n'affecte pas la morphologie cellulaire des 

globules rouges. En outre, cette technique a la capacité de localiser les cellules dans lesquelles 

la liaison de l’EMA a eu lieu. 

Le contraste caractéristique (présence ou l’absence de pâleur centrale) entre les cellules 

permet d’affirmer une sphérocytose héréditaire. 

Dans les laboratoires d'hématologie équipés, ce test rapide et efficace permet la 

différenciation des pathologies de la membrane des globules rouges.   

 

Figure 18 - Différents globules rouges capturés sur le logiciel IDEAS (62) 

(a) globule rouge sain ; (b) sphérocyte ; (c) codocyte ou hématie cible ; (d) elliptocyte ; (e) 

stomatocyte ; (f) degmacyte ou « hématie mordue » ; (g) dacryocyte ; (h) sphéroéchinocyte. 
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Le tableau 6 suivant récapitule les examens biologiques à réaliser en première intention.   

 

Tableau 6 - Récapitulatif des examens biologiques pour le dépistage de sphérocytose 

héréditaire 

Tests Principe Volume et échantillon Délai 

d’exécution 

du test 

Performances : 

sensibilité/spécificité 

Ektacytométrie en 

gradient osmolaire 

Déformabilité 

des hématies  

1 tube EDTA 5 mL 72 h Gold standard : 2 

laboratoires en France 

Résistance 

osmotique 

Test d’hémolyse 1 tube Hépariné 5 mL 24 - 48 h 66 % / 71 % 

AGLT Test d’hémolyse 1 tube EDTA 5 mL > 3 h 81 % / > 95 % 

Pink Test Test d’hémolyse 1 tube EDTA 5 mL < 3h 91 % / 79 à 94 % 

Cytométrie en 

flux  

Marquage des 

hématies à 

l’EMA 

1 tube EDTA 5 mL 24 - 48 h 93 % / 98 % 

 

1.3.4. Electrophorèse des protéines membranaires 

Bien que les tests de dépistage de la sphérocytose héréditaire soient caractérisés par 

une sensibilité et une spécificité satisfaisante, ils n'indiquent pas quelle protéine de la 

membrane plasmique est déficiente ni quelle mutation génétique est responsable des 

symptômes observés. Le diagnostic final nécessite des méthodes plus spécifiques pour 

identifier le trouble réel. Pour détecter une déficience de la membrane plasmique, une 

électrophorèse des protéines de la membrane des globules rouges est effectuée. 

L'électrophorèse sur gel de dodécyl sulfate de sodium et de polyacrylamide (SDS-PAGE) 

permet de détecter une anomalie quantitative ou qualitative en protéines de la membrane 

plasmique (22).  

L’inconvénient du SDS-PAGE est le volume d'échantillon nécessaire à l'analyse. Cette 

méthode laborieuse et chronophage nécessite une préparation des hématies notamment 

l'élimination de l'hémoglobine des membranes plasmiques (63). De plus, cette technique n'est 

disponible uniquement dans les centres de diagnostic hautement spécialisés contrairement au 

test EMA ou à l'évaluation de la fragilité osmotique qui est beaucoup plus répandue (64). 

En cas de mutation au sein du gène de l'ankyrine, l'interprétation de SDS-PAGE pourrait être 

difficile car elle se présente comme une bande mince située directement sous la bande de 

spectrine (65). En outre, l’électrophorèse doit être interprétée en fonction du taux de 

réticulocytes car ces derniers sont riches en ankyrine dont le déficit est le plus retrouvé dans lz 

sphérocytose(33). Le SDS-PAGE classique est une méthode unidimensionnelle qui, dans 10 à 

20 % des cas, ne permet pas de détecter la protéine de la membrane plasmique déficiente. Une 

méthode améliorée, l'électrophorèse bidimensionnelle (2D) des protéines de la membrane 
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plasmique des globules rouges, a été introduite pour augmenter la sensibilité de la méthode 

appliquée. Dans cette technique 2D, les protéines sont séparées non seulement en fonction de 

leur poids moléculaire, mais aussi en fonction de la charge (60). Les protéines membranaires 

sont étudiées selon les techniques de Fairbanks (séparant mieux les protéines de plus haut 

poids moléculaire) ou de Laemmli (séparant mieux les protéines légères) (figure 19) (12). 

 

Figure 19 - Représentation schématique d'électrophorèses SDS-PAGE (12) 

A. Technique de Laemmli  

B. Technique de Fairbanks  

 

1.3.5. Recherche des mutations  

Le diagnostic moléculaire permet d'identifier la mutation génétique au sein des gènes 

codant pour les protéines de la membrane plasmique. Les défauts génétiques confirmés à 

l'origine de la maladie incluent le gène SPTA1 codant pour la spectrine α, le gène SPTB 

codant pour la β -spectrine, le gène ANK1 codant pour l'ankyrine, le gène SLC4A1 codant 

pour la protéine de bande 3 et / ou le gène EPB42 codant pour la protéine 4.2. Le diagnostic 

moléculaire est la méthode la plus avancée et la plus coûteuse, et est généralement la dernière 

option, en particulier chez les sujets qui présentent des symptômes (ou si forme sévère avec 

transfusions très régulières empêchant l’interprétation des tests précédents), lorsque les 

méthodes mentionnées précédemment n’aboutissent pas à un diagnostic direct. La présence 

d'une mutation génétique ne déterminant pas la gravité de la maladie ni son évolution, il n'est 

pas nécessaire d'obtenir des informations précises concernant la mutation génétique 
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spécifique. Le diagnostic moléculaire est utilisé pour faire la distinction entre un 

polymorphisme et une mutation génétique. De plus, cela peut aider à prédire l'évolution de la 

maladie si des polymorphismes préjudiciables sont présents (22). Pendant de nombreuses 

années, des mutations géniques ont été détectées par réaction en chaîne par polymérase. 

Actuellement, les méthodes appliquées sont plus avancées, permettant le dépistage des 

mutations génétiques sur des quantités illimitées d'ADN. Le séquençage du génome entier 

permet l'identification de nouvelles mutations qui causent la sphérocytose héréditaire. Les 

progrès du diagnostic moléculaire, du séquençage de Sanger au séquençage de nouvelle 

génération (NGS) et au séquençage de l'exome entier, permettent la découverte de nouvelles 

mutations et permettent un diagnostic final de sphérocytose héréditaire dans les cas non 

résolus avec la coexistence de deux maladies différentes (60). L’indication d’une étude 

moléculaire est exceptionnelle et réservée au conseil génétique dans des cas de sphérocytose 

héréditaire très sévère. 
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2. Recommandations actuelles pour le diagnostic de sphérocytose 

héréditaire 

Selon les recommandations de 2012 de la société allemande, pour le diagnostic et le 

traitement des maladies hématologiques et oncologiques, il n'existe pas de test unique qui 

détecte toutes les formes de sphérocytose héréditaire, c'est pourquoi il est recommandé 

d’utiliser au moins deux méthodes différentes, de préférence le test EMA et un test de lyse au 

glycérol. Ces recommandations non gradées se basent sur l’unique étude de Bianchi et al. 

(61).  

D’autres recommandations pour le diagnostic de sphérocytose héréditaire sont celles du 

British Society of Haematology de 2011 (66) :  

  

1. Les patients récemment diagnostiqués avec une histoire familiale de sphérocytose 

héréditaire, des signes cliniques évidents ainsi que des signes biologiques en faveur d’une 

sphérocytose (sphérocytes au frottis sanguin, CCMH et réticulocytes augmentés) ne 

nécessitent pas d’examens supplémentaires (recommandation de grade 1, niveau de preuve A) 

 

2. Si le diagnostic est ambigu (quelques sphérocytes sur le frottis sanguin, absence 

d’antécédent familial et absence des signes cliniques et biologiques) un test de dépistage à 

haute valeur prédictive est utile. Les tests de dépistage recommandés sont : le test de 

cryohémolyse ou l’EMA (recommandation de grade 1, niveau de preuve A). La valeur 

prédictive des deux techniques peut être améliorée lorsque les résultats sont examinés 

parallèlement avec l’information clinique, l’histoire familiale et les indices érythrocytaires. Si 

l’interprétation des résultats est encore équivoque, une étude familiale devra être effectuée 

afin de déterminer la tendance. 

 

3. Le diagnostic de confirmation pourra être nécessaire si les résultats des tests de dépistage 

sont limités ou douteux. L'électrophorèse des protéines membranaires est la méthode de choix 

(recommandation de grade 1, niveau de preuve B). Le principal inconvénient de ce test est le 

manque de la sensibilité pour les formes minimes ou asymptomatiques. L’électrophorèse est 

recommandée lorsque :  

a) Le phénotype clinique est plus sévère que celui prédit par la morphologie des hématies 

au frottis.  

b) La morphologie des hématies est plus sévère que celle prédite par le frottis des parents 

lorsque l’un des parents est connu atteint de la maladie.  

c) Le diagnostic n’est pas clair avant la splénectomie ou quand un patient a une anomalie 

de la perméabilité de la pompe Na
+
/K

+
 (trouvée également dans la stomacytose 

héréditaire). Cet examen est indiqué dans les formes atypiques de sphérocytose avec 

anémie macrocytaire, ou avec des formes associées à une autre pathologie 

érythrocytaire pouvant cacher certains signes biologiques (33).  
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4. L’étude moléculaire n’est pas requise pour le diagnostic.  

Les grades et qualités des recommandations sont présentés en annexe 1. 

 

Le guide britannique recommande le test de cryohémolyse et l’EMA pour confirmer 

un cas de sphérocytose héréditaire lorsque le diagnostic clinique n’est pas concluant. 

Toutefois, une étude publiée en 2013 de Park et al., met en doute la performance de la 

cryohémolyse et conclut que, malgré la recommandation de ce guide, les meilleurs tests de 

diagnostic sont l’EMA et les tests de fragilité osmotique (67).  

Dans des cas exceptionnels, après ces deux tests, les auteurs recommandent le recours à 

l’ektacytométrie, à l’analyse protéinique ou génétique.  

Les recommandations disponibles sont unanimes sur le fait qu’au moins deux différents tests 

de laboratoire doivent être utilisés lorsque le diagnostic clinique de la sphérocytose héréditaire 

(antécédents familiaux, symptomatologie typique) et les tests de laboratoire habituels ne sont 

pas concluants. L’EMA est une méthode fiable. Le choix des autres méthodes qui pourraient 

être utilisées en association avec l’EMA n’est pas établi et les opinions divergent. En effet, la 

combinaison de tests augmente les performances diagnostiques (sensibilité et spécificité) et 

optimise le diagnostic.  

Les tests d’hémolyse (test de résistance globulaire osmotique, pink test, AGLT) sont peu 

coûteux et permettent de faire le diagnostic dans la majorité des cas. Le pink test, a une 

sensibilité de 95 % et une spécificité de 91 % dans le diagnostic de la sphérocytose héréditaire 

(61). 

Ainsi chez les patients pour lesquels le diagnostic de sphérocytose héréditaire peut être établi 

à partir de l’histoire clinique et familiale, de l’examen clinique, des indices érythrocytaires, de 

la présence de sphérocytes sur le frottis sanguin et de l’étude de la résistance globulaire 

osmotique avant et après incubation, il n’est pas nécessaire d’effectuer une exploration par 

ektacytométrie. Cynober et coll. (49) proposent la stratégie suivante si la résistance globulaire 

osmotique est normale en cas de suspicion de sphérocytose héréditaire :  

 Une CCMH normale associée à une résistance globulaire osmotique normale permet 

d’exclure le diagnostic de sphérocytose héréditaire. 

 Une CCMH augmentée et/ou un pourcentage de cellules hyperdenses augmenté doit 

faire évoquer le diagnostic de sphérocytose héréditaire : l’ektacytométrie doit alors 

être réalisée.  

L’association de deux tests tels que l’EMA et un test d’hémolyse en milieu glycérolé (pink 

test) permettent, ensemble, de se passer de l’ektacytométrie dans la majorité des cas comme 

l’indique le tableau 7 suivant avec une sensibilité de 99 % (61) d’où l’intérêt de ce travail. 
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De plus, l’EMA seul ne suffit pas toujours à conclure à un diagnostic : un test EMA normal ne 

peut exclure complétement une sphérocytose héréditaire (68).  

 

Tableau 7 - A : Sensibilité des tests chez des patients atteints de sphérocytose héréditaire en 

fonction du déficit biochimique. B : Sensibilité des tests combinés chez des patients atteints de 

sphérocytose héréditaire (61) 

 

 

Les chiffres représentent le ratio de cas positifs sur les cas totaux avec le pourcentage indiqué 

entre parenthèse. 
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OBJECTIF DE L’ETUDE 

Au CHRU de Nancy, le diagnostic biologique de la sphérocytose héréditaire repose 

exclusivement sur l’EMA, en complément de l’hémogramme et du frottis. Le test EMA, bien 

qu’ayant des performances diagnostiques satisfaisantes pose quelques difficultés d’ordre 

technique et logistique (disponibilité du cytomètre, choix des témoins, préparation fastidieuse 

des échantillons). En termes d’interprétation, il existe une zone grise nécessitant le recours à 

l’ektacytométrie et donc un nouveau prélèvement.  

Ainsi, ce travail s’intègre dans une démarche globale d’amélioration de la stratégie de 

réalisation des tests pour le diagnostic de sphérocytose héréditaire, afin de :  

 Lever certaines contraintes techniques liées à l’EMA 

 Suivre les recommandations qui préconisent l’association des 2 tests (EMA et un test 

de fragilité osmotique)  

Notre choix s’est porté sur le pink test au vu des données rapportées dans la littérature sur sa 

rapidité technique, sa fiabilité et la faible quantité nécessaire de sang pour réaliser l’analyse. 

En effet, une majorité des échantillons est issue de la pédiatrie.  
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PARTIE 3 : AMELIORATION DU PROTOCOLE EMA AU CHRU DE 

NANCY 

La fiche technique et la procédure de l’EMA au CHRU de Nancy ont été améliorées 

(annexe 2 avant amélioration et annexe 3 après amélioration du protocole). L’EMA est une 

molécule fluorescente qui se lie à la protéine bande 3 du globule rouge. Après excitation par 

un laser, l’intensité de fluorescence obtenue est proportionnelle à la quantité de molécules 

fixées et est comparé à celle des globules rouges témoins. Le résultat est rendu en pourcentage 

de perte de fluorescence. Ce test est réalisé à l’aide du cytomètre BD FACSLyric
TM

. 

Cette technique nécessite de prévoir un ou plusieurs témoins présentant un hémogramme 

normal en tenant compte en priorité du VGM du patient à plus ou moins 2 fL(69) et 

idéalement également de la catégorie d’âge la plus proche (nouveau-né, enfant, adulte, sujet 

âgé). Si l’analyse est réalisée dans les 24 h suivant le prélèvement, un seul témoin suffit, 

correspondant au jour du prélèvement du patient. Si l’analyse est différée, il faut prévoir deux 

témoins : un du jour du prélèvement et un du jour de l’analyse.  

Le protocole est fastidieux et chronophage (nombreux lavages : 3 lavages pré-marquage et 5 

lavages post-marquage, travail en triplicate pour chaque témoin et chaque patient). La durée 

approximative de la technique est 2h30. Pour l’alléger et pour gagner du temps, nous avons 

identifié 3 points critiques potentiels de la procédure à optimiser (annexe 2) :  

1. Nombre de lavages pré-marquage 

2. Nombre de tubes à réaliser pour le patient et pour le témoin lors de l’incubation avec 

l’EMA 

3. Nombre de lavages post-marquage 

1. Évaluation de la réduction du nombre de lavages pré-marquage  

Nous allons étudier l’impact du nombre de lavage pré-marquage sur la fluorescence finale 

qui traduit la qualité du marquage de l’EMA.  

Nous avons testé 1, 2 ou 3 centrifugations pré-marquage. Nous avons travaillé sur 6 témoins 

et sur 7 patients. La figure 20 suivante montre un exemple de résultats obtenus pour 3 des 

patients et 2 des témoins.  

Le coefficient de variation (CV) moyen obtenu pour les 7 patients est de 1,70 %. Le CV 

moyen pour les 6 témoins est de 0,93 %.  

En conclusion, le CV est très faible quel que soit le niveau d’intensité de fluorescence. Il n’y a 

pas de différence sur la fluorescence finale entre les patients et les témoins donc un seul 

lavage par échantillon suffit (témoin ou patient).  
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Figure 20 - Exemple de résultats représentant la fluorescence en fonction du nombre de 

lavages pour 2 témoins et 3 patients atteints de sphérocytose héréditaire 

 

2. Évaluation de la réduction du nombre de tubes à faire pour le patient 

et pour le témoin lors de l’incubation avec l’EMA  

Nous allons étudier l’impact du nombre de tubes à réaliser par patient et par témoin sur la 

fluorescence finale qui traduit la qualité du marquage de l’EMA.  

Nous avons testé 1, 2 ou 3 tubes par patient et par témoin. Nous avons travaillé sur 20 patients 

et sur 20 témoins. 

Le CV moyen obtenu pour les 20 patients est de 0,61 %. Le CV moyen pour les 20 témoins 

est de 0,58 %. 

En conclusion, le CV est très faible quel que soit le niveau d’intensité de fluorescence. Il n’y a 

pas de différence sur la fluorescence finale entre les patients et les témoins donc un seul tube 

par échantillon suffit (témoin ou patient). 
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3. Évaluation de la réduction du nombre de lavages post-marquage  

Nous allons étudier l’impact du nombre de lavage post-marquage sur la fluorescence 

finale qui traduit la qualité du marquage de l’EMA.  

Nous avons testé 3, 4 ou 5 centrifugations post-marquage. Nous avons travaillé sur 7 témoins 

et sur 7 patients. La figure 21 montre un exemple de résultats obtenus pour 3 des témoins et 2 

des patients.   

Le CV moyen obtenu pour les 7 patients est de 0,69 %. Le CV moyen pour les 7 témoins est 

de 0,51 %. 

En conclusion, le CV est très faible quel que soit le niveau d’intensité de fluorescence. Il n’y a 

pas de différence sur la fluorescence finale entre les patients et les témoins donc trois 

centrifugations finales par échantillon suffisent (témoin ou patient). 

 

Figure 21 - Exemple de résultats représentant la fluorescence en fonction du nombre de 

lavages pour 3 témoins et 2 patients atteints de sphérocytose héréditaire 

 

En conclusion, la baisse du nombre de lavages pré et post-marquage ainsi que le nombre de 

tubes à réaliser par patient et par témoin a permis un gain de temps de 30 minutes environ. 

Soit par patient 2 heures de technique au lieu de 2h30.   
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PARTIE 4 : EVALUATION DU DIAGNOSTIC DE SPHEROCYTOSE 

HEREDITAIRE PAR PINK TEST 

Le pink test est utilisé pour le diagnostic étiologique de la sphérocytose héréditaire en 

complément des autres arguments cliniques et biologiques (sphérocytes au frottis sanguin, test 

de fragilité osmotique positif).  

Pour réaliser cette étude, nous nous sommes appuyés sur le mode opératoire décrit 

anciennement par Vettore et al (70).   

A la différence des autres techniques d’étude de la résistance osmotique, le pink test 

détermine l’hémolyse d’une faible quantité de sang contenue dans une solution de glycérol 

tamponnée à pH = 6,66 par du Bis-Tris et de l’HCl. Le Bis-Tris présente l’avantage d’avoir 

un pK proche du pH optimal de la réaction de lyse et d’avoir un pouvoir tampon plus 

important. Le pH de la solution d’osmolarité est donc stable (70). 

1. Matériels et méthodes  

1.1. Préanalytique   

Le pré-analytique de cette technique consiste en un prélèvement d’un seul tube de sang 

total EDTA de 5 mL car la quantité nécessaire au test est très faible : 10 à 30 μL. 

L’acheminement du tube doit être fait dans les 2 heures à température ambiante. La 

conservation du tube se fait à 4°C et il est recommandé de faire le test dans les 24 heures (71). 

1.2. Analytique  

Matériel :  

 Spectrophotomètre Jouan VP1012  

 Cuves à spectrophotomètre de 2 mL 

 Centrifugeuse  

 Tube à hémolyse de 5 mL 

 Pipette automatique  

 Osmomètre  

 pH mètre 

Réactifs :  

 Solution d’osmolarité 290 +/- 5 mOsmol/L  

o A préparer à l’avance :  

 Bis – Tris : 7,3g 

 Azide de sodium : 0,0505g 

 Glycérol 98 % : 5,517g 
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 NaCl : 1,11g 

 Eau distillé qsp 500 mL 

Commencez par mettre le glycérol dans un bécher avec le Bis-Tris. Rajouter ensuite l’azide 

de sodium, le NaCl et l’eau distillée. 

Ajuster le pH à 6,66 avec HCl à 1M. Laisser une nuit à + 4°C et le lendemain, ajuster 

l’osmolarité à 290 +/- 5 mOsmol/L.  

 Solution de triton X-100 à 2 % (solution de lyse conservé à l’abri de la lumière) 

o A préparer extemporanément : 40 μL de triton X-100 dans 1,96 mL d’eau 

distillée et vortexer pour solubiliser le triton qui est un liquide visqueux. 

Mode opératoire :  

Réaliser le test en double à la fois pour le patient et pour le témoin (taux normal 

d’hémoglobine). 

Si le taux d’hémoglobine du patient est :  

 Supérieur à 10 g/dL : réaliser un essai de 20 μL de sang total  

 Inférieur à 10 g/dL : réaliser deux essais avec 10 μL et 20 μL de sang total 

Dans chacun des tubes, mettre 3 mL de solution d’osmolarité à 290 mOsmol/L et agiter 

doucement les tubes par retournement. 

Laisser 30 minutes à température ambiante. 

Centrifuger 7 minutes à 2000 tours par minute (770g). 

Lire au spectrophotomètre à 540 nm la densité optique DO1 du surnageant (le blanc 

correspond à la solution d’osmolarité seule). 

Le tableau 8 ci-dessous résume la technique : 

 

Tableau 8 - Mode opératoire du pink test 

 Blanc Témoin 1 

(hémoglobine 

> 10 g/dL) 

Patient 1 

(hémoglobine 

> 10 g/dL) 

Patient 2 

(hémoglobine 

< 10 g/dL) 

Patient 2 

(hémoglobine 

< 10 g/dL) 

Solution 

d’osmolarité 

(mL) 

3  3  3 3 3 

Sang total (μL) 0 10 10 10 20 
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Ajouter ensuite 75 μL de triton X-100 à 2 % et agiter au vortex pour lyser totalement les 

globules rouges.  

Attendre 5 minutes et lire au spectrophotomètre à 540 nm la densité optique DO2 du 

surnagent.  

Le résultat est un pourcentage d’hémolyse qui se calcul de la façon suivante : si le taux 

d’hémoglobine du patient est :  

 Supérieur à 10 g/dL : (DO1/DO2)*100 

 Inférieur à 10 g/dL : [(DO1(20 μL) - DO1 (10 μL)) /((DO2 (20 μL) - DO2 (10 μL))] * 

100 

1.3. Post analytique  

Si la valeur du pourcentage d’hémolyse est inférieure à 20 % alors le patient est 

considéré négatif à la sphérocytose héréditaire.   

Il a été rapporté des faux positifs (environ 40 % des femmes enceinte dans le 3
ème

 trimestre, 

AHAI, hémodialysés, insuffisance rénale chronique) et des faux négatifs (certains cas de 

sphérocytose après splénectomie, sphérocytose chez l’enfant de moins de 4 mois car 

l’hémoglobine fœtale confère une résistance osmotique plus grande). 

2. Validation de méthode 

L’étude s’est déroulée de février 2018 à octobre 2019. Il s’agit de réaliser l’EMA et le 

pink test chez tous les patients connus ou suspect de sphérocytose héréditaire afin d’évaluer la 

sensibilité et la spécificité de la combinaison de ces deux tests.  

2.1. Répétabilité 

La répétabilité exprime la fidélité de la méthode sous des conditions opératoires 

identiques et sur un court intervalle de temps. Le CV obtenue sera comparé au CV limite 

choisi au préalable. Soit ici un CV de 5 % choisi arbitrairement car il n’existe pas de 

référentiel officiel et que ce seuil est répandu en biologie médicale. Plus la valeur du 

coefficient de variation est faible, plus l'estimation est précise. 

L’étude est réalisée sur des échantillons de sang total et compare les pourcentages 

d’hémolyses obtenues grâce au CV (tableau 9) sur des sujets sains de l’Établissement Français 

du Sang (EFS) et sur des sujets atteints de sphérocytose héréditaire. 
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Tableau 9 - Essai de répétabilité du pink test 

 

 

 

 

 

 

Répétabilité  

(20 valeurs) 

Sujet sain EFS  

 hémoglobine = 13,5 g/dL 

Moyenne (%) 4,96 

Ecart type 0,43 

CV (%) 0,09 

Sujet sans pathologie du GR  

 hémoglobine = 9,6 g/dL 

Moyenne (%) 1,07 

Ecart type 0,62 

CV (%) 0,58 

Sujet atteint de SH  

hémoglobine = 10,3 g/dL 

Moyenne (%) 32,10 

Ecart type 1,38 

CV (%) 0,04 

Sujet atteint de SH 

 hémoglobine = 8,9 g/dL 

Moyenne (%) 84,05 

Ecart type 3,71 

CV (%) 0,04 

 

Les CV obtenus varient entre 0,04 et 0,58 % ce qui est faible.  

En conclusion, le CV obtenu est inférieur au CV retenu par le laboratoire pour chacune des 

répétabilités effectuées. Cette technique est donc répétable. 

2.2. Fidélité intermédiaire  

La fidélité intermédiaire est la reproductibilité intra-laboratoire. Il faut que les résultats 

obtenus à partir d’un même échantillon, restent semblables lorsque l’analyse est réalisée à 

différents jours d’intervalle. Le CV du pourcentage d’hémolyse obtenue sera comparé au CV 

limite choisi au préalable. Soit ici un CV de 5 % choisi arbitrairement car il n’existe pas de 

référentiel officiel et que ce seuil est répandu en biologie médicale. Les essais sont réalisés sur 

5 jours consécutifs. 
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Tableau 10 - Essai de reproductibilité du pink test 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reproductibilité  

(5 valeurs) 

Sujet sain EFS  

hémoglobine = 13,1 g/dL 

Moyenne (%) 4,57 

Ecart type 0,89 

CV (%) 0,20 

Sujet sain EFS  

 hémoglobine = 15,8 g/dL 

Moyenne (%) 2,50 

Ecart type 0,46 

CV (%) 0,18 

Sujet sain EFS  

hémoglobine = 15,6 g/dL 

Moyenne (%) 4,65 

Ecart type 1,38 

CV (%) 0,30 

Sujet sans pathologie du GR  

hémoglobine = 7,8 g/dL 

Moyenne (%) 14,36 

Ecart type 0,46 

CV (%) 3,24 

Sujet atteint de SH  

hémoglobine = 10,1 g/dL 

Moyenne (%) 88,23 

Ecart type 2,58 

CV (%) 2,92 

Sujet atteint de SH  

hémoglobine = 9,8 g/dL 

Moyenne (%) 86,91 

Ecart type 3,89 

CV (%) 4,48 

 

Les CV obtenus varient entre 0,18 et 4,48 % ce qui est faible.  

En conclusion, le CV obtenu est inférieur au CV retenu par le laboratoire pour chacune des 

reproductibilités effectuées. Cette technique est donc très reproductible mais uniquement sur 5 

jours.  

2.3. Évaluations des performances du test  

Cette étude a fait l’objet d’une déclaration à la direction de la recherche clinique et de 

l’innovation au CHRU de Nancy (annexe 4). Elle a été effectuée dans un cadre réglementaire 

imposant un tableau anonyme associé à une table de correspondance.  

La population étudiée contient :  

 29 patients sphérocytaires confirmés  

 4 patients avec suspicion de sphérocytose héréditaire mais le diagnostic final est non 

confirmé en raison de la crise du coronavirus 

 40 patients avec une pathologie des globules rouges (hors sphérocytose héréditaire) 

 64 patients avec une pathologie sans lien avec les globules rouges 

Soit au total, 137 patients testés en pink test (dont 65 patients testés en EMA en parallèle). 
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La population étudiée a une moyenne d’âge de 20 ans avec un ratio homme/femme proche de 

1 (70 femmes pour 67 hommes). Les moyennes et écarts types des paramètres de 

l’hémogramme sont présentés dans les tableaux 11 et 12 :  

 

Tableau 11 - Moyennes et écarts types des paramètres de l’hémogramme de la population 

totale étudiée 

Paramètres Globules 

rouges 

(T/L) 

Hb 

(g/dL) 

Hte (%) VGM (fL) CCMH (g/dL) TCMH (pg) 

Moyennes 3,9 11,1 33,3 85,3 32,9 28,5 

Ecarts types 1,0 3,0 8,0 13,4 3,2 5,2 

 

Tableau 12 - Moyennes et écarts types des paramètres de l'hémogramme chez les patients 

confirmés sphérocytose héréditaire 

Paramètres Globules 

rouges 

(T/L) 

Hb 

(g/dL) 

Hte (%) VGM (fL) CCMH (g/dL) TCMH (pg) 

Moyennes 4,1 11,7 33,2 83,8 35,0 29,3 

Ecarts types 0,7 2,4 5,8 8,5 1,9 3,1 

 

2.3.1. Caractéristiques du test et courbe ROC 

La sensibilité d’un test est la probabilité que le test soit positif si la personne est 

atteinte de la maladie. Plus un test est sensible moins il comporte de faux négatifs (tests 

négatifs chez des personnes atteintes de la maladie) et mieux il permet, s’il est négatif, 

d’exclure la maladie. 

La spécificité d’un test est la probabilité que le test soit négatif si la personne testée est 

indemne de la maladie. Plus un test est spécifique, moins il occasionne de faux positifs (tests 

positifs chez des personnes indemnes de la maladie) et mieux il permet, s’il est positif, 

d’affirmer la maladie. 

La valeur prédictive positive (VPP) d’un test est la probabilité que la personne soit réellement 

malade si son test est positif.  

La valeur prédictive négative (VPN) d’un test est la probabilité que la personne n’ait pas la 

maladie si son test est négatif.  
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Les tableaux 13 et 14 suivants présentent les résultats des tests diagnostiques :  

 

Tableau 13 - Évaluation du pink test 

  

SH  

 

PINK TEST 

  + - Total 

+ 28 10 38 

- 2 97 99 

 

Total 30 107 137 

 

En comparaison avec l’EMA : 

 

Tableau 14 - Évaluation du test EMA 

  

SH  

 

EMA 

  + - Total 

+ 29 0 29 

- 1 35 36 

 

Total 30 35 65 
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Le tableau 15 suivant récapitule les performances diagnostiques des 2 tests :  

 

Tableau 15 - Performances diagnostiques du pink test et de l'EMA 

 Pink test 

(n=137)  

EMA    

(n=65) 

Sensibilité (%) 93,3 96,7 

Spécificité (%) 90,7 100,0 

VPP (%) 73,7 100,0 

VPN (%) 98,0 100,0 

 

Les performances diagnostiques des tests sont évaluées à l’aide de leur sensibilité, spécificité 

et valeurs prédictives positives et négative. 

Dans la littérature, la sensibilité du pink test est de 91 % et la spécificité est de 79 %. L’EMA 

a une sensibilité de 93 % et une spécificité de 98 % (61) (70).  

 

La courbe ROC (Receiver Operating Characteristic) correspond à la représentation de la 

sensibilité (fraction de vrais positifs) en fonction de 1-spécificité (fraction de faux positifs), 

pour toutes les valeurs seuils du test. Cet outil permet d’analyser la sensibilité et spécificité 

d’un test. Pour avoir un index simple et quantitatif de la discrimination du test, on calcule 

l’aire sous la courbe (AUC) : un test parfait aura une AUC égale à 1 (la courbe longeant 

l’angle gauche de la représentation) ; un test sans valeur discriminante, aura une valeur 

d’AUC égale à 0,5. Cependant, la courbe ROC doit être analysée avec précaution : il faut 

toujours se référer au but visé par la réalisation du test (test de dépistage, test de confirmation) 

et à la population choisie pour le test (72). 

 

 

(Se : sensibilité ; Sp : spécificité)  

 

Figure 22 - Différents aspects de courbes ROC et potentiel diagnostique d'un test (72) 
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Nous avons établi une courbe ROC pour le pink test dans la figure suivante à l’aide du 

logiciel Graphpad Prism ® avec p<0,0001. 

 

Figure 23 - Courbe ROC du pink test 

 

L’AUC est égale à 0,95. Elle est significativement différente de 0,5 (p<0,0001). La valeur 

seuil optimale correspond au point le plus proche de l’idéal (1;1) ou au point le plus loin de la 

diagonale. Elle est de 20,4 % pour une sensibilité de 93,3 % et une spécificité de 90,7 %. 

Notre étude retrouve le seuil de 20 % indiqué dans la littérature (70).  

2.3.2. Analyse du coût 

Concernant le coût réactif, l’EMA coûte environ 3 € par patient et le pink test 0,23 € 

par patient. De plus, l’EMA nécessite environ 2 heures de temps technicien contre 1 heure 

pour le pink test. 

La cotation de ces analyses tient compte du B qui est égale à 0,27 €. Le pink test fait partie 

des actes de mesure de la résistance globulaire osmotique dans la nomenclature des actes de 

biologie médicale et coûte 8,1 € (B30, acte III2).  

L’EMA est précisé dans la liste complémentaire des actes de biologie médicale et coûte 10,8 

€ (acte E149).  

L’ektacytométrie est aussi dans la liste complémentaire et coûte 81,0 € (acte E012). 
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3. Discussion 

Le diagnostic de sphérocytose héréditaire et sa différenciation des autres causes 

d’hémolyse sont importants pour la prise en charge du patient. En effet, il s’agit de l’anémie 

hémolytique héréditaire régénérative la plus fréquente dans la population européenne. De 

plus, la clinique est non spécifique.  

Au CHRU de Nancy, le diagnostic de sphérocytose héréditaire repose sur l’hémogramme, 

l’examen du frottis sanguin et le test EMA mais nécessite parfois une recherche par 

ektacytométrie pour confirmation diagnostique.  

Néanmoins, l’ektacytométrie nécessite une analyse externalisée avec un délai de résultat 

d’une dizaine de jours ce qui retarde le diagnostic et nécessite un nouveau prélèvement avec 

des conditions pré-analytiques strictes (envoi à 4°C dans les 24h). 

De plus, les recommandations proposent d’effectuer au moins deux tests différents, de 

préférence le test EMA et un test de fragilité osmotique comme le pink test (61).  

Dans une démarche globale d’amélioration de la stratégie diagnostique au laboratoire, nous 

nous sommes tout d’abord proposés d’améliorer le protocole de l’EMA qui est long et 

fastidieux. Cela a permis de diminuer le temps technique de trente minutes ce qui est non 

négligeable. En effet, les résultats de l’EMA sont parfois retardés en raison de la contrainte 

logistique pour la disponibilité du cytomètre et la technique reste tout de même chronophage 

(2 heures). De plus, l’EMA rend parfois un résultat dit en zone grise ne permettant pas de 

conclure ce qui contraint à envoyer un bilan complémentaire pour réaliser l’ektacytométrie. 

Néanmoins, l’EMA offre d’excellentes performances diagnostiques avec une sensibilité de 

96,7 % et une spécificité de 100 %. Les VPP et VPN sont de 100 % dans notre cohorte. Les 

sensibilités, spécificités, VPP et VPN obtenues sont plus élevées que celles retrouvées dans la 

littérature (61). En effet, nous avions peu de nouveau-nés et d’enfants et peu de patients avec 

un résultat en zone grise dans notre cohorte.  

Ensuite, nous avons testé le pink test pour évaluer sa place dans la stratégie diagnostique de la 

sphérocytose héréditaire au laboratoire. Pour commencer, cette technique est particulièrement 

adaptée aux nouveau-nés et aux enfants en raison de la faible quantité de sang nécessaire. Il 

est peu cher et rapide (1 heure). De plus, la courbe ROC indique qu’il s’agit d’un bon test de 

dépistage au seuil de 20 % comme retrouvé dans la littérature (70). Sa sensibilité de 93,3 % et 

sa VPN de 98 % lui permettent d’être le test de première intention à utiliser en cas de 

suspicion de sphérocytose héréditaire. La sensibilité et la spécificité sont plus élevées que 

celles rapportées dans la littérature. Cependant, il faut rester prudent car notre cohorte est de 

seulement 29 patients confirmés atteints de sphérocytose héréditaire. 

Au vu de ces résultats, une nouvelle stratégie diagnostique pourrait être élaborée en 

combinant ces 2 tests. Le pink test est proposé en première intention comme diagnostic 

d’exclusion de la sphérocytose héréditaire.  

Si le résultat est inférieur à 20 %, le diagnostic de sphérocytose héréditaire est très peu 

probable. Il faudra le confronter à l’hémogramme et au frottis sanguin. 
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Si le résultat est supérieur ou égal à 20 %, la sphérocytose est probable et se doit d’être 

confirmée par l’EMA en deuxième intention (test de confirmation) :  

 Si l’EMA rend un résultat supérieur à 20 %, alors la sphérocytose héréditaire est 

confirmée.  

 Si l’EMA rend un résultat dit en zone grise, alors la sphérocytose héréditaire est 

confirmée également. En effet, l’étude de Bianchi et al. (61) renforce le fait que même 

avec un résultat d’EMA en zone grise (16 à 20 %), on peut considérer le diagnostic de 

sphérocytose comme confirmé avec un résultat de pink test positif car ils utilisent un 

seuil de positivité d’EMA à 11 % soit bien plus bas que le nôtre.  

 

 

S’il s’agit d’un nouveau-né (< 4 mois), il faudra réaliser d’emblée l’EMA car le pink test peut 

rendre des résultats faussement négatifs car l’hémoglobine fœtale possède une résistance 

osmotique plus grande aux hématies. Les recommandations proposent de faire un test de 

fragilité osmotique en plus de l’EMA mais avec cette caractéristique de l’hémoglobine fœtale 

chez les nouveau-nés, tous les tests de fragilités peuvent être touchés.  

Si le résultat est inférieur à 16 %, une recherche par ektacytométrie sera réalisée pour 

conclure.  

 

Ainsi, l’algorithme suivant peut être mis en place : 

 

Figure 24 - Arbre décisionnel pour le diagnostic de sphérocytose héréditaire au CHRU de 

Nancy 
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Cette stratégie est en accord avec les recommandations pour le diagnostic et la prise en charge 

de la sphérocytose héréditaire.  

 

L’intérêt de combiner les 2 tests est de remédier aux interférences que peut subir le pink test. 

En effet, des faux positifs (environ 40 % des femmes enceintes dans le 3
ème

 trimestre, AHAI, 

hémodialysés, insuffisants rénaux chroniques) et des faux négatifs (certains cas de 

sphérocytose après splénectomie, sphérocytoses chez l’enfant de moins de 4 mois) ont parfois 

été rapportés. Le test EMA n’est pas influencé par ces conditions, d’où l’intérêt possible de la 

combinaison de ces deux tests.  
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CONCLUSION GENERALE 

En conclusion, ce travail montre que le pink test peut être un outil efficace pour le 

dépistage de la sphérocytose héréditaire en combinaison avec l’EMA. Il est, en effet, plus 

rapide, moins coûteux et ne nécessite pas de mobiliser un automate de cytométrie en flux. Ce 

test n’exclut évidemment pas la lecture attentive du frottis et l’interprétation de 

l’hémogramme. Sa mise en place nous permettrait également de suivre les recommandations. 

Il apparaît donc comme une technique de choix en première intention et évite de passer par 

des examens plus chronophages dans une majorité des cas.  

Les résultats de l’étude nous ont permis d’obtenir un arbre décisionnel pour la stratégie 

diagnostique. Cet algorithme est à tester en prospectif en étoffant notre population et le 

nombre de nouveau-nés (peu présents dans notre cohorte) au vu des possibles faux négatifs 

que le pink test peut engendrer chez les nouveau-nés principalement.  
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ANNEXES 

Annexe 1 : Grade et qualité des recommandations du British Society of Haematology 

Le grade d'une recommandation est établi à partir du niveau de preuve scientifique et de 

l'accord professionnel sur le sujet. La validité scientifique d'une étude est fonction de la 

qualité de la méthodologie et de sa réalisation, de l'analyse de ses résultats et de la pertinence 

de ses conclusions.  

Force des recommandations (Grading of Recommendations Assessment, Development and 

Evaluation)  

Grade 1 : grade fort : des recommandations fortes sont émises lorsqu’il y a une forte 

confiance dans le fait que les bénéfices l’emportent sur les risques. Le grade 1 de 

recommandations peut être appliqué uniformément à la plupart des patients. Considérés 

comme « recommandés ».  

Grade 2 : grade faible : quand l’ampleur des bénéfices est incertaine, une recommandation de 

grade faible est émise. Ce grade nécessite une application judicieuse à des patients au cas par 

cas. Considéré comme « suggérés ».  

Qualité des données et définitions : (Quality of evidence and definitions)  

(A) Qualité élevée : des recherches supplémentaires ont peu de chance de modifier la 

confiance dans les bénéfices apportées par le traitement. Ce sont des données dérivées 

d’essais cliniques randomisés sans biais importants.  

(B) Qualité modérée : des recherches supplémentaires pourraient modifier la confiance dans 

les bénéfices apportées par le traitement. Ce sont des données fournies par des essais cliniques 

randomisés avec des biais importants, des séries observationnelles ou par des séries des cas. 

(C) Qualité faible : des recherches supplémentaires pourraient modifier la confiance dans les 

bénéfices apportées par le traitement de façon importante. Ce sont des données issues 

d’études observationnelles, de séries des cas ou juste d’opinions personnelles. 
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Annexe 2 : Protocole EMA du CHRU de Nancy avant amélioration  
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Annexe 3 : Protocole EMA du CHRU de Nancy après amélioration  
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Annexe 4 : Résumé du projet de recherche  

Titre Optimisation du diagnostic de sphérocytose héréditaire (SH) 

au service d’hématologie biologique du CHRU de Nancy 

Promoteur de la recherche CHRU de Nancy 

Personnes contact  Nom et mail du demandeur (étudiant si applicable) : 

HAJJAR Olivia, interne en biologie médicale 

hajjar123@hotmail.fr 

 Nom et coordonnées du responsable de l’étude   

Docteur PERRIN Julien, MCU-PH Service hématologie 

biologique 

julien.perrin@chru-nancy.fr 

 Nom et structure d’appartenance du Méthodologiste: / 

 

Service(s) concerné(s) par la 

recherche 

 Service : Service hématologie biologique, Dr DEVIGNES  

 

Version du résumé Version 01 du 13/11/2018 

Nombre de centres Etude monocentrique : CHRU Nancy 

Justification / contexte/ 

hypothèse  

La sphérocytose héréditaire (ou maladie de Minkowski 

Chauffard) est la plus fréquente des anémies hémolytiques 

corpusculaires par anomalie de la membrane érythrocytaire. 

Plusieurs tests existent pour permettre son diagnostic, mais les 

performances de ceux-ci ne sont pas équivalentes en termes de 

sensibilité/spécificité. Le CHRU, de par son statut de Centre 

de Compétences Syndromes Drépanocytaires Majeurs, 

Thalassémies et autres pathologies rares du Globule Rouge et 

de l’Érythropoïèse, se doit de disposer d’une stratégie 

diagnostique de cette affection aussi performante que possible. 

Sur la base des travaux de Bianchi et al, une stratégie 

diagnostique reposant sur l’association du test EMA (réalisé 

actuellement au CHRU) avec un test de fragilité osmotique tel 

que le Pink test permet d’obtenir des performances très 

satisfaisantes. 

L’objectif de cette étude est donc de mettre en place la 

réalisation du Pink test au service d’hématologie biologique du 

CHRU de Nancy et d’analyser les résultats chez des patients 

suspects de sphérocytose héréditaire. 

mailto:julien.perrin@chru-nancy.fr
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Objectifs principal *  

 

 

Objectifs secondaires * 

Objectif principal : 

Evaluer les performances diagnostiques du Pink Test dans le 

diagnostic de sphérocytose héréditaire 

 

Objectifs secondaires : Réaliser une étude médico-

économique quant à l’utilisation de ce test au laboratoire 

Critères de Jugement 

Principal *Et secondaires * 

Principal : Sensibilité, Spécificité, Répétabilité, 

Reproductibilité 

 

Secondaire : évaluation du temps technicien, coût des réactifs 

utilisés 

 

Schéma Général de l’étude * Il s’agit d’une étude monocentrique prospective réalisée avec 

les échantillons sanguins parvenant au service d’hématologie 

biologique dans le cadre du soin.  

Pour chaque patient chez qui une sphérocytose héréditaire est 

évoquée, le Pink test sera réalisé parallèlement au(x) test(s) 

utilisés dans la stratégie actuelle, test EMA au CHRU de 

Nancy +/- ektacytométrie réalisée au CHRU de Bicêtre. 
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De plus, chez les patients porteurs connus de SH, le Pink test 

sera réalisé parallèlement à l’hémogramme réalisé dans le 

cadre du suivi de la maladie au CHRU de Nancy ; 

 

Cette étude ne nécessite donc aucun suivi des patients. 

Population, échantillonnage * Patients connus ou suspects de sphérocytose héréditaire chez 

qui un examen biologique est prévu ou a été réalisé avant le 

début de l’étude. (Hémogramme, et/ou test EMA et/ou 

ektacytométrie) 

Nombre de sujets PREVUS 

(patients, témoins) 

Justification * 

30 patients atteints de SH  

Nature, origine des données, 

support et circuit des données  

Données recueillies pour la recherche : âge, données de 

l’automate XN 9000 : hémoglobine, hématocrite, VGM, 

CCMH, TCMH et autres paramètres de recherche, résultats 

EMA, résultat Pink test, diagnostic clinique (DX care), 

Résultats des examens biologiques complémentaires 

(hématologie, biochimie)  

 

Données recueillies pour la table de correspondance : date de 

naissance, numéro de dossier, initiales du nom et du prénom 

 

Support de recueil de données électroniques e-CRF 

1. Circuit des données : 

2. Les données, issues des logiciels DX Care et GLIMs 

seront colligées dans un fichier Excel qui sera stocké 

sur le serveur du CHRU de Nancy 

Messagerie et plateforme sécurisées, personnels du laboratoire 

Le responsable sera Docteur Perrin Julien.  

Réalisation d’une table de correspondance (classée dans un 

endroit différent où se trouve le tableur Excel des données 

patients) permettant de faire la correspondance entre les 

données de l’étude et l’identité complète du patient. 
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Analyses statistiques *  

Calcul Sensibilité – spécificité – valeur prédictive positive et 

négative. 

Des personnes spécialement 

protégées, sont-elles 

concernées par votre 

recherche 

 

 Non  Oui, précisez 

dans le cadre ci-contre 

  

 Femmes enceintes, parturientes ou mères qui allaitent 

 Personnes privées de liberté par une décision judiciaire ou 

administrative 

 Personnes faisant l'objet de soins psychiatriques  

 Personnes séjournant dans un établissement sanitaire ou 

social à d’autres fins que celles de la recherche 

 Personnes mineures (non émancipées) : attention modalités 

d’information particulière 

 Personnes majeures faisant l'objet d'une mesure de 

protection légale (tutelle, curatelle, sauvegarde de justice) : 

attention modalités d’information particulière 

 Personnes hors d'état d'exprimer leur consentement et qui 

ne font pas l'objet d'une mesure de protection juridique :   

attention modalités d’information particulière 

Le protocole devra justifier que l’on ne peut pas inclure 

d’autres personnes 

Modalités d’information et de 

recueil du consentement / de 

la non-opposition des sujets  

Livret d’accueil du CHRU de Nancy 

 

Durées Recueil de données de février 2018 à octobre 2019 

Soit 18 mois 

Durée totale (temps d’analyse des données compris) : 2 ans 

Besoins logistiques  NA   

Financement NA 

Résultats/bénéfices 

éventuels attendus 

La validation des performances du Pink test permettra 

l’amélioration de la stratégie diagnostique de la sphérocytose 

héréditaire au CHRU de Nancy 
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RESUME : 
 

       La sphérocytose héréditaire est la maladie constitutionnelle érythrocytaire en Europe du Nord et 

en Amérique du Nord avec une prévalence de 1/5000 naissances. Son diagnostic repose sur la 

clinique, les antécédents familiaux, la présence de sphérocytes sur le frottis sanguin et des tests de 

confirmation réalisés au laboratoire.  

Au CHRU de Nancy, la stratégie diagnostique repose sur le test à l’éosine 5’ maléimide (EMA) en 

complément de l’hémogramme et du frottis. Le test EMA, bien qu’ayant des performances 

diagnostiques satisfaisantes, pose quelques contraintes d’ordre technique et logistique. De plus, en 

termes d’interprétation, il existe une zone grise nécessitant le recours à l’ektacytométrie réalisée au 

centre de référence à Paris. En outre, les recommandations préconisent l’association de 2 tests 

(EMA et un test de fragilité osmotique). La question de mettre en place un test de fragilité 

osmotique au laboratoire s’est donc posée et notre choix s’est porté sur le pink test au vu des 

données rapportées dans la littérature. 

L’objectif de ce travail s’inscrit dans une démarche d’amélioration de réalisation des tests pour le 

diagnostic de sphérocytose héréditaire, afin de lever certaines contraintes techniques liées à l’EMA 

et d’évaluer le pink test et sa place dans la stratégie. 

Cette étude a été réalisée sur une cohorte de 29 patients sphérocytaires et sur 133 patients sains. Ce 

travail a permis d d’alléger le protocole de l’EMA en diminuant le nombre de lavages (pré et post-

marquage) et le nombre de tubes par patient et par témoin avec un gain de temps significatif. 

L’évaluation du pink test a confirmé les bonnes performances rapportées dans la littérature ; 

permettant de proposer un arbre décisionnel de réalisation des tests, plaçant le pink test en 1
ère

 

intention. 
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