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Dépistage de la sphérocytose héréditaire :
quel est le meilleur algorithme utilisant
les parametres érythrocytaires et
réticulocytaires ?
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Sphérocytose Héréditaire (1) )
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e 1871: 1¢ description de la SH par 2 médecins belges, Vanlair et Masius
(« microcythémie »)

* SH: Anémie hémolytique congénitale
e Liée a la présence de GR de forme sphérique sur le frottis sanguin (sphérocytes)
e Secondaire a une anomalie génétique d’une des protéines de la membrane du GR

* Prévalence:
e 1:2000 a 1:5000 en Europe du Nord
* Probablement sous-estimée (formes bénignes non diagnostiquées)

_— a2



Sphérocytose Héréditaire (2) N

LHUB-ULB
e Pathologie tres hétérogene:
e Sévérité clinique
e Age au moment du diagnostic
* Mode de transmission

zZ . . s . Mutations of band 3 in
» Etiologies moléculaires 15-20% of HS — mostly
dominant

Mutations of ankyrin in 50-
67% of HS — both dominant
and recessive

Mutations of protein 4.2
in recessive HS (<5% of
HS)

Mutations of a-spectrin in
1| recessive HS (<5% of HS)

Mutations of B-spectrin in
dominant HS (15-20% of HS)
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Dépistage de la SH <)
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IDENTIFTCATION, DONNEES CLINIQUES ET BIOLOGIOUES

* Histoire familiale: positive dans 75% des cas o e e
Frenom
Diate de naizszance ! Date de prelévement

. . . . N . , Onzme geographugue o Caueamenns Drare de bislogie
* Histoire clinique: Ictere persistant (néonatal), il
anémie, splénomégalie, calculs biliaires . R

Suspicion 3 =Elhptocytose cAutre ...
Saxe oM oF Bilrubme totale mg'dl
Histoire familiale Couwi opon  Hilimbine mom conj. mg'dl

e Tests de laboratoires RR— S S 09
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* Morphologie du GR Disbete com coem  GR 10
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e Parametres biologiques d’hémolyse

MCHC gdl
Tramsfusien 7 O /2 (date de la dermiére
transfuson : | MCH PE
Trastement - ROW

* Tests de 2" |igne
* Tests de cryohémolyse Commentsive — Lien de parenté Morphologie GR

e Test a I'éosine-5-maléimide (EMA)

Réticulocyies mm"
(vai absale)




Indices érythrocytaires/réticulocytaires et SH &
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e Développement récent de nombreux parametres érythrocytaires et
réticulocytaires sur les nouveaux automates d’hématologie
 Nombreuses publications quant a leur efficacité comme outil de dépistage de la SH
e Haut potentiel de ces algorithmes comme test de 1°" ligne




Automates Parameétre Définition Intérét dans la SH Explication
intéressant
Siemens Perte membranaire associée a une T de la perméabilité aux
(Advia 2120) % Hyper cations monovalents
Hvoerd % d/iGR h % Hyper/HPR 1 L Hyperactivité de la pompe a Na'
Vperdenses/hyperchiomes % Hyper  Perte de Na' > Entrée de K’
Abbot Diagnostics % HPR > Déshydratation
(CELL-DYN Sapphire) L 1 du MCHC
Volume moyen des cellules MSCV < MCV Déformabilité l’ des sphérocytes ' '
MSCV sphérisées > Incapables d’T leur volume en solution hypo-osmotique
Beckman-Coulter P
(DxH800, LH755,
LH780)
MRV Volume moyen réticulocytaire MRV | Perte membranaire débutant dés I'érythropoiése
Fraction réticulocvtaire Taux de réticulocytes élevé sans élévation proportionnelle de
IRF o ure ¥ Rét/IRF 1 I'IRF
> Hypothése: coloration anormale/diminuée des réticulocytes
Sysmex
' o . .
(XNs, XT-4000i, MicroR % de GR m|croc2/ta|res Sphérocytes = cellules hyperdenses de petite taille
XE-5000) (MCV <60 fL) MicroR 1 > 1 du % de GR microcytaires
et > 1 du % de GR hyperdenses et donc v du % de GR hypo-
% de GR hypo-hémoglobinisés MicroR/Hypo-He 1 hémoglobinisés
Hypo-He

(MCH< 17 pg)




OBJECTIFS DE UETUDE

—_— A



Objectifs de I'étude )
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1) Evaluer et comparer l'efficacité de 6 algorithmes de dépistage de la SH publiés
dans la littérature

» Déterminer l'algorithme de dépistage le plus approprié pour notre pratique
clinigue

2) Etablir nos propres valeurs cut-offs sur le XN-9000 (Sysmex) et création de
notre nouvel algorithme de dépistage de la SH
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PARTIE EXPERIMENTALE
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PREMIERE PARTIE: EVALUATION/COMPARAISON DES
ALGORITHMES PUBLIES




Contexte )
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e Jusqu’en juin 2018: utilisation d’un algorithme de dépistage de la SH basé sur les
parametres spécifiques au DxH800 de Beckman Coulter

» Algorithme publié en 2014 par Lazarova et al.

 Juillet 2018: Harmonisation des laboratoires d’hématologie du LHUB-ULB et
remplacement du DxH800 par le XN-9000 de Sysmex
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Matériel et Méthode (1) )
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e Population:
* 96 patients:

e 12 patients SH (dont 1 patient splénectomisé)
* 84 patients non-SH

e Diagnostic: Histoires clinique et familiale + Tests de laboratoire (cryohémolyse, test a
I’'EMA, ektacytométrie et SDS-PAGE)

e Pour chaque échantillon de patient: en parallele sur les 2 automates
e Hémogramme complet

 Comptage réticulocytaire
e Parameétres érythrocytaires/réticulocytaires spécifiques a chaque automate
* DxH800: MSCV, MRV

e XN-9000: IRF, MicroR, Hypo-He ﬂ



Matériel et Méthode (2) <)
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e Algorithmes évalués:
e 3 algorithmes utilisant les parametres spécifigues aux automates Beckman Coulter

e 3 algorithmes utilisant les parametres spécifiques aux automates Sysmex




Résultats et Discussion (1) )
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Algorithme Analyseur N de patients SH Sensibilité (%) Spécificité (%) PPV (%) NPV (%)
(original) (original) (original) (original) (original) (original)
Bobée et al. 2018 XN-9000 12 83,3 89,3 52,6 97,4
(XE-5000) (47) (100) (92,1)
Persijn et al. 2012 XN-9000 12 58,3 @ 96,4 70,0 94,2
(XE-5000) (25) (84) (43,8)
Mullier et al. 2011 XN-9000 12 50,0 96,4 66,7 93,1
(XE-2100, XE-5000) (45) (100) (99,3) (75) (100)
PN
Liaoetal. 2018 DxH800 12 0 7,1 13,3 100
(LH780) (67) (95.5) (94,9)
Nair et al. 2015 DxH800 12 100 73,8 {535,3 {f 100
(LH755) (57) (84.2) (94,7)
Lazarova et al. 2014 DxH800 12 100.0 25,0 16,0 100
(DxH800) (48) (100) (90) é
b

*original: automate utilisé, nombre de patients SH inclus et performances de l'algorit publié

[ 1 Algorithmes basés sur les parametres spécifiques aux automates Sysmex
[_1Algorithmes basés sur les paramétres spécifiques aux automates Beckman Coulter




Résultats et Discussion (2) <)
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e Limitations:
* Algorithmes basés sur les analyseurs Sysmex évalués sur des modeles différents du notre
* Méthodes de diagnostic des patients SH pas toujours comparables
* Nombre de patients SH inclus différent entre les études (n=12 a n=67)




SECONDE PARTIE: ETABLISSEMENT D’UN NOUVEL ALGORITHME




Contexte )
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e Performances non satisfaisantes des algorithmes de dépistage de la SH publiés
dans la littérature et utilisant les automates Sysmex

e Nécessité d’établir de nouvelles valeurs cut-off sur le XN-9000 afin de créer
notre nouvel algorithme de dépistage de la SH




Matériels et Méthode (1) )
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e Patients:
e 22 patients SH

e 100 patients non-SH = patients dont I'absence de SH a été confirmée par les tests de
laboratoire et les histoires clinique/familiale

e 139 patients atteints de désordres hématologiques divers

N Confirmation du diagnostic
SH 22
Non-SH 100 Cryohémolyse, test a 'EMA, ektacytométrie, SDS-PAGE
Déficit en G6PD 24 Dosage enzymatique
Drépanocytose 30 Etude de I'hémoglobine par électrophorese capillaire en milieu alcalin et acide,
Trait drépanocytaire 28 HPLC et IEF
B-thalassémie mineure 27 Etude de I’'hémoglobine par électrophorese capillaire en milieu alcalin
Carence en fer 30 Dosage de la ferritine
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Matériels et Méthode (2) <)
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* Pour chaque échantillon de patient: récolte des parametres hématologiques et
réticulocytaires d’intérét sur le XN-9000

e Réticulocytes (103/uL

Y (10°/ut) Rét/IRF
« IRF (%)
e MicroR (%)

e Hypo-He (%)} MicroR/Hypo-He
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Résultats et Discussion (1) )
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e Patients SH:

SH Sévere/Modérée (n=14) SH Bénigne (n=8)

(Hb <12 g/dL) (Hb > 12 g/dL)
Age (année) 6,5 (0 —48) 16 (6 — 40)
GR (10¥puL) 3,4 (2,3-4,1) 4,9 (4,0 - 5,8)
Hb (g/dL) 9,7 (7,4-12) 14,8 (12,4 — 17,8)
MCV (um?3) 86,0 (76 — 107,4) 85,8 (76 — 99,3)
MCH (pg) 29,0 (24,1 — 34,3) 30,1 (26,6 — 31,8)
MCHC (g/dL) 33,3 (27,2 - 38,5) 33,3 (30,2 -37,8)
Réticulocytes (10¥/pL)** 348,3 (210,1 — 681,0) 165,4 (128,9 —329,4) | >128 000/uL
IRF (Sysmex)*** 20,1 (8,9 - 37,6) 8,3(2,7-16,3)
Ret/IRF 17,6 (7,0 —51,6) 21,7 (16,6 —47,7) >7,0
MicroR (%) 9,7(2,1-18,5) | >2,1% 2,4(0,8-9,2)
HYPO-He (%)** 1,4 (0,4 - 5,8) 0,3(0,1-0,6)
MicroR/Hypo-He* 4,6 (1,6 —18,5) 10,1 (4,0 -46,0)| >4,0%

*p<0.05, **p<0.01 et ***p<0.001
Meédiane (range



Résultats et Discussion (2) <)
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e Patients SH vs patients non-SH:

Réticulocyies R&iRF
400 30 [
= £
%.; 3007 E Z 20 {
» =
g 200- g
= = 10
2 1004 - é a
&
4] 1 T T
ﬁ;;-« ‘@:}\ iji;” %@*
& < o <
o FO ® &
v g
Parametre AUC IC95% Cut-off Sensibilité (%) Spécificité (%)
Réticulocytes (10%/uL) 0,95 0,92-0,99 >127,1 100 87,0

Rét/IRF 0,91 0,86-0,97 > 6,95 100 54,5




Résultats et Discussion (3) <)
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e Patients SH vs Patients autres désordres hématologiques:

e Taux de réticulocytes permet de différencier la SH de tous les autres désordres
hématologiques étudiés a I'exception de la drépanocytose (SCD)

* Seul Rét/IRF permet de différencier la SH de tous les autres désordres
hématologiques étudiés

400 NS
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= # .y o
B 3004 E o SH: sphérocytose héréditaire
= o o0 G6PDD: déficience en G6PD
@ = SCD: drépanocytose
= a2 | HbAS: trait drépanocytaire
< i & =
o = BTM: béta-thalassémie mineure
= E 10 IDA: carence en fer
§ 400 - i - — ] » EMA négatif: groupe contréle non-SH
= - a & x ¥ &
?& & x -
0= T T T T T a T T T T T T T
) @a i &‘x S R R T S -
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Résultats et Discussion (4) )
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* Nouvelles valeurs cut-offs proposées:
1. Réticulocytes > 127 100/uL
2. Rét/IRF > 6,95 Sensibilité 100%
3. SiHb <12 g/dL, MicroR 2 2,1% Spécificité 93,3%

3’.Si Hb > 12 g/dL, MicroR/Hypo-He > 4,0

= Algorithme ajouté a nos tests de 1¢" et 2"d¢ lighe

= Proposition d’un nouvel algorithme de dépistage de la SH
dans la population « tout-venant » du LHUB-ULB
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Alerte sur le XN-900 quand:

1. Réticulocytes > 127 100/ut

2. RéL/IRF > 6.95

3. Sitib <12 g/dL, MicroR2 2.1%
3_Sitib > 12 g/dL, MicroR/ilypo-tie 2 4.0

l

Sphérocytose Héréditaire possible

|
: |

Réalisation du frottis sanguin Résultats de laboratoire
Présence de sphérocytes, cellules *  Anémie hémolytique ? Chronigue
champignon, acanthocytes, etc. ? ou récente ? {Infection ?)

* kxclusion des autres causes d’anémies
hémolytiques (enzymopathie, hémoglo-
binopathie, anémie hémaolytigue auto-
immune} ?

» Alerter le clinicien

!

Histoire clinique et familiale ?

= Ictére ¢ {méonatal, intermittent, chronigue ?)
= Calculs biliaires #2

* Hépato-splénomégalie ?

*  Autre ?

¥

Réalisation des tests de dépistage

1. Cryohémolyse 1 fest a I'FMA

2. Ektocylométrie siun de ces 2 tests est positif

3. Siforte suspicion de SH d’aprés les tests
précédents, SDS-PAGE pour confirmer le
diagnostic et mettre en évidence la protéine
déficiente




Résultats et Discussion (5) <)
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e Limitations:
 Efficacité de nos valeurs cut-offs a confirmer sur un panel plus large
e Patients splénectomisés ?




CONCLUSION
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Conclusion )
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e Proposition d’'un nouvel outil de dépistage de la SH
e Rapide
* Peu colteux
 Efficace

e Aide dans la démarche diagnostique pour confirmer la nécessité ou non de
réaliser des tests plus lourds et plus colteux

* Implémentation des valeurs cut-offs dans 'automate d’hématologie a considérer
pour augmenter le diagnostic de cette pathologie probablement sous-estimée

e Prévenir le risque de complication
 Améliorer la prise en charge des patients
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This place used to be
full of red blood cells
until | got here.

©2016 The Awkward Yeti

WHAT'S
HAPPENING
TO THE RED

BLOOD CELLS?

WHERE ARE
THEY?!

I+'s you! You're Killing
us, don't you see?
YOU'RE causing
the anemia!

= ;

f

They accuse me of
hypersplenism...

If | don't stop the
anemia, who will?

WHERE'S
THE
OXYGEN!?

There aren't

enough of us
to supply it
to the organs!

theAwkwardYeti.com

Have | created the
very monster | was
trying to stop?

Quick! Run while it's
inner-monologue-ing!




Automates Parameétre Définition Intérét dans la SH Cut-off proposé dans la Sensibilité - Spécificité Référence
intéressant littérature
Siemens % Hyper % de GR SH: T du % Hyper % Hyper > 6,4% 92% - 91% Farias et al. 2015
(Advia 2120) hyperdenses = Perte membranaire associée a une 1 de la
([Hb] > 41 g/dL) perméabilité aux cations monovalents

= Hyperactivité de la pompe a Na"

= Perte de Na' > a I'entrée de K’

= Déshydratation

= Augmentation du MCHC
Abbot Diagnostics % HPR % de GR SH: T du % HPR % HPR > 4,9% 96% - 99 % Rooney et al. 2015
(CELL-DYN hyperchromes = Perte membranaire associée a une T de la
Sapphire) ([Hb] > 41 g/dL) perméabilité aux cations monovalents

= Hyperactivité de la pompe a Na"
= Perte de Na' > a I'entrée de K’
= Déshydratation

= Augmentation du MCHC




Automates Paramétre Définition Intérét dans la SH Cut-off proposé dans la Sensibilité - Spécificité Référence
intéressant littérature
Sysmex IRF Fraction SH: Rét/IRF 1 Rét(lOa/uL)/IRF > 7,7 (219 dans 100% - 99,3%* Mullier et al. 2011
(XNs, XT-4000i, réticulocytaire = Taux de réticulocytes élevé sans élévation les formes bénignes et trait)
XE-5000) immature proportionnelle de I'IRF ,
= Hypotheése: coloration anormale/diminuée Rét(10 /uL)/IRF>9,1 100% - 92,1%* Bobée et al. 2018
des réticulocytes
MicroR % de GR
e mic:oce taires SH: Micro R T et MicroR/Hypo-He T MicraR 2 3.5% et MicroR/Hypo-
v = , yp . He > 2.5 (formes modérées) ou 100% - 99,3%* Mullier et al. 2011
(MCV<60 fL) = T % de sphérocytes = cellules de plus petite .
. > 2 (formes séveres)
taille que les GR normaux
= Tdu? ddu?
Hypo-He % de GR G:l:] Agﬁéﬁoh}/gsiﬁsgsses donc & du % de MicroR >2.2% ou MicroR/Hypo-
hypohémoglobinisés s & He > 3.5 selon le taux d'Hb 100% - 92,1%* Bobée et al. 2018
(MCH<17 pg)
Beckman-Coulter MSCV Volume moyendes SH: MSCV < MCV (MCV-MSCV) > 9,6 fL 100% - 91%* Broseus et al.
(DxH800, LH755, cellules sphérisées = Déformabilité 1 des sphérocytes (MCV-MSCV) > 10,4 fL 100% - 74%* 2010
LH780) = Incapacité a T leur volume en solution (MSCV-MCV) < 0,6 fL 95% - 95% Lazarova et al.
hypo-osmotique 2014
Liao et al. 2018
MRV Volume moyen SH: MRV | MRV < 96,72 fL 100% - 88%* Lazarova et al.

réticulocytaire

= Perte de membrane débutant des
I'érythropoiese

MRV £ 95.77 fL

(MRV-MSCV) < 25 fL et (MCV-
MSCV) > 10 fL

87% -91%

84% -95% / 83% -
96%

2014
Yuchan et al. 2016

Nair et al. 2015 /
Arora et al. 2018

*performances données pour un algorithme contenant d'autres parametres




