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Introduction

Parmi les grands syndromes de |’hématologie, I’anémie est I’ un des problemes de santé
publique les plus répandus ou prés d’'un tiers de la population mondiale souffre d’ anémie
Ferriprive (Umbreit, 2005 et Clark, 2008). Elle comporte de graves conségquences pour la
santé et le bienétre ainsi que des répercussions sociales et économiques. Elle est notamment
cause d’'un retard du développement cognitif, d’ une capacité diminuée au travail physique, et
dans des cas graves, €lle augmente le risque de mortalité surtout pendant |a période périnatale
(INACG, 2005).

Le but visé par ce travail est |’ étude des anémies carencielles liées en pratique a une
carence en fer. La carence en fer est largement sous-estimée dans sa fréguence et |I'importance
de ses conséguences sur la santé. Dans les pays riches ou la nourriture abondante, ou I’on ne
meurt plus de faim, on a pris |’habitude de penser que les carences aimentaires sont
meédicalement négligeables car facilement comblées par une aimentation accessible et
diversifiée. Ainsi qu'il est bon de penser qu’ une bonne hygiéne de vie basée sur de I’ exercice,
une alimentation saine et un bon ressort psychologique, nous met al’abri de tous problémes
de santé (Drezet et Fernandez, 2007).

Cette forme d’ anémie la plus commune est causée par un manque en fer dans le sang.
L’ anémie ferriprive peut étre causée par un mangue en fer dans le régime aimentaire ou la
perte de sang. Les femmes enceintes peuvent étre atteintes de cette forme d’ anémie, parce que
le bébé utilise le fer de la mere pour fabriquer des globules rouges et croitre. Les femmes
perdent du sang lorsgu’ elles ont leurs menstruations et lors de grossesses a répétition. Une
hémorragie provenant de I’ estomac (par ex., en raison d’ulceres) ou de I'intestin (par ex., en
raison d’'un cancer du cdlon) ou des maladies infectieuses peut étre une autre cause de perte
sanguine (Phillis et al., 2010).

La carence en fer est aujourd hui la maladie nutritionnelle la plus répandue dans le
monde, tout spécialement en milieu tropical ou elle touche surtout les femmes, en particulier
lors de la grossesse, et les jeunes enfants. Elle est principalement liée au fait que, dans ces
régions, I’alimentation locale contient des facteurs inhibiteurs de I’ absorption intestinale du
fer, de sorte que les quantités de fer absorbées disponibles pour les besoins métaboliques sont
insuffisantes (Dilon, 2000).



Introduction

Si le choix du theme de ce travail a été porté sur |I’anémie carence en fer c’'est pour sa
fréguence et surtout le terrain sur lequel elle se développe. On a traité en premier lieu un

chapitre théorique et en second lieu une partie pratique portant essentiellement sur la
mani pul ation.
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Partie théorique
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Chapitre I:

Rappel anatomique et histologique

au sang.
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Chapitre| Anatomie et Histologie du sang

|- Rappel anatomique et histologique du sang :

Le sang est un liquide visgueux de couleur rouge qui circule dans les arteres et les veines
(Chehab, 2010). C'est aussi |’organe le plus volumineux (5Kg), il est composé d'un liquide
jaune: le plasma dans lequel les érythrocytes, les leucocytes et les plaquettes sont en
suspension (Karrouah, 2002).

Sa volémie représente 7 a 8 7 du poids corporel soit 75 ml /Kg chez I'homme et 66
ml/Kg chez lafemme.

Le sang est propulsé dans le réseau artériel jusqu’ aux capillaires par la force de

contraction du ceeur, et retourne au ceeur par le réseau veineux (Leblanc, 2011)

e plasma:

v' Le plasma est le liquide, dans lequel baignent toutes les cellules sanguines, il est
de couleur jaunétre et il représente 557 du volume sanguin (il y a 907 d'eau
dedans).

v' Le plasma est composé d'eau, de substances organiques, de déchets, d'ééments
minéraux, de gaz dissous, d’'hormone et d'anticorps (Belhatri, 2010)

v Il assure le transport des autres composants du sang et livre aux cellules les
nutriments essentiels.

v Il est obtenu aprés la centrifugation du sang sur un anticoagulant celui-ci

contenant le fibrinogeéne a I’inverse du sérum. (Figure Nel)

Plasma

Cellules
Sanguines

Figure 1l : Lesang centrifugé
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2- Elémentsfigurésdu sang
2-1- Origine des éléments figur és du sang
2-1-1- Hématopoiese:

Se définit comme un ensemble de mécanismes aboutissant a la production continue et
régulée des cellules sanguines ayant pour but d assurer |’ équilibre du tissu hématopoiétique
(homéostasie). Bien qu'il existe une cellule souche commune aux cellules myéloides et
lymphoides (Vid et Praloran, 2006).

L’ hématopoiése débute a partir d'une cellule souche multipotente ou CFU-S (Coloning-
Formique-Unit Spieen).
2-1-1-1- Facteursqui stimulent I'érythropoiése:

» interleukines: facteurs de croissance, qui vont structurer I'ensemble des lignés
Myél oides.

» fer est utile, on le retrouve dans les aliments, et peut-étre recyclé plusieurs fois.
est transporté gréace ala Transferrine, est capté au niveau intestina et est transporté
jusqu'aux zones d'hématopoiése. Le fer sera recapté par la transferrine quand le
globule rouge meurt. Le fer est visible en Coloration de Perls en Bleu, le fer des
cellules est assemblé en Ferritine. Saccumule dans le phagocyte, ferritine en
polymére: hémosidérine.

» EPO: érythropoiétine, produit au niveau du rein, sous |’ effet de la pression en
oxygene. stimulant le CFU-E, prolifération des GR, baisse les temps de transition
entre les différents types cellulaires: Polyglobulie.

» Vitamine B12 et folate: uniquement apporté dans |'alimentation, retrouve dans les
viandes. Nécessite le facteur intrinseque de l'estomac pour étre protégé de
I'acidité. La vitamine B12 agit sur la synthese d'/ADN, assure la maturation
nucléaire, la baisse de taille et |a perte du noyau des érythrocytes. En cas d'absence,
les cellules auront un retard de maturation nucléaire et deviendront des cellules
géantes.

» hormones androgenes stimulent I'hématopoiese et activent les hormones
hypophysaires ainsi que les hormones de croissance.

2-1-2- Myéopoiése: qui alieu dans la moelle osseuse et assure la production et la mise en
circulation des globules rouges, des polynucléaires, des monocytes et des plaquettes a partir
d’ une cellule souche multipotente (Karrouah, 2002).

2-1-3- Lymphoiese: qui a lieu dans les organes lymphoides a partir d’une cellule souche

lymphoide issue delamoelle osseuse et assure la mise en circulation des lymphocytes T et B.
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Toutes les cellules sanguines sont issues d’une méme cellule souche multipotente capable
d’ auto renouvellement et de différenciation vers les différentes lignées en donnant naissance a
plus de 1000.000 de cellules matures et spécialisées (Bachir et a., 1989).

2-2- Trois catégories des démentsfigurésdu sang :

2-2-1- Globulesblancs ou leucocytes::

Le globule blanc est une cellule jouant un rdle dans la défense de |'organisme contre les
corps étrangers, les agents pathogenes et les processus inflammatoires. Leur durée de vie est
tres courte (2 a3 jours) (Belhatri, 2010)

Ce sont des cellules qui possédent un noyau non pigmente. 1ls sont moins nombreux
gue les globules rouges (environ 4000 a10.000/mm?) (Karrouah, 2002).

e Lesleucocytes sedivisent en 2 groupes :
Les polynucléaires : granulocytes qui sont dans le tissu myéloide :
Polynucléaires neutrophiles (60 a 70 %).
Polynucléaires basophiles (0,25 a 0,5 %).
Polynucléaires éosinophiles (1 a 3 %).

e Lesmononucléaires : agranulocytes : le noyau n’ est pas segmentée, on distingue :
Les monocytes (2 a6 %).
Les lymphocytes (25 a 33 %) : Lymphocyte T, Lymphocyte B.

2-2-2- Plaquettes:

On les appelées aussi les thrombocytes. Elles ont un réle fondamental dans I'hémostase:
meécanisme d'arrét des hémorragies. Ce sont de petites lamelles en circulation dans le sang.
Elles sont dépourvues du noyau, leur taille est de 3,5 microns, les plaguettes appartiennent au
tissu myéloide thrombopoiese. L'ensemble des mécanismes de fabrication des plaguettes est

régulée par un facteur présent dans le sérum (la thrombopoiétine) (a)

Elles proviennent de la fragmentation du cytoplasme des Mégacaryocytes localisées dans la

moelle osseuse rouge et qui ont des caractéristiques suivantes :
-Ladurée de vie est trés courte entre 5a10 jours.
-Ladestruction se fait principalement au niveau de larate et le foie.

-Leurs nombres varient entre 250.000 et 400.000/micro Litre du sang.

-Elles jouent un réle important dans I’ ensemble des processus de |I” hémostase au niveau

delaparoi vasculaire (b)
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2-2-3- Globulesrouges:

Sont appelées encore Erythrocytes, ou Hématies ou encore Normocytes. C'est une
cellule anucléée transportant le dioxygene et le dioxyde de carbone gréce a la molécule
d'hémoglobine. Celle-ci est composée de 4 molécules de globine et de 4 molécules d’'héme.
Les globines sont des protéines de forme globulaire. Les molécules dhéme possedent un
atome de fer et peuvent accueillir en leur centre le dioxygeéne (Tescari, 2010).

Les érythrocytes ne quittent en aucun cas le sang durant leurs durées de vie (120 jours), ils
seront détruits au niveau de la MO, de la rate, le foie (cellule de Kupfer) et les vaisseaux
quelquefois.

Figure 2: Molécule de I’hémoglobine (Djamel AICHE, 2010).

0 L’érythropoiese est I'ensemble des mécanismes qui concourent a la formation
d’ érythrocytes au niveau de la moelle osseuse. |Is sont formés gréce a des cellules souches
totipotentes. Ces cellules subissent des différenciations et passent par différents stades
comme les proérythroblastes, |es érythroblastes et |es réticul ocytes.

o L’érythropoiétine est le facteur de la différenciation terminale pour la lignée érythroide
(Lévy et al., 2008).
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Métabolisme du fer.
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Chapitre Il Métabolisme du fer

Du fait de sa capacité a accepter ou donner des électrons en fonction de son degré
d’oxydation, le fer est un métal d'importance vitale pour I'hnomme (oligoélément essentiel).
Ses fonctions sont la conséquence de sa liaison a de nombreuses protéines : on en distingue 2
catégories :

Protéines héminiques ou le fer est li¢ a une molécule de porphyrine (héme) comprenant:

. L’hémoglobine (65 % du fer total) servant au transport d'O2 vers les cellules

. La myoglobine (4 % du fer total) servant a la respiration musculaire
. Des enzymes (0,3 % du fer total) servant a des réactions d'oxydoréduction
Protéines non héminiques comprenant :

. Des enzymes servant a des réactions d'oxydoréduction.

. La transferrine (0,1 % du fer total) servant au transport extracellulaire du fer.

. La ferritine (30 % du fer total) servant a stocker le fer de réserve.
Dans l'organisme, le fer n'est normalement pas présent a I'état libre ionisé€ car il induit la
formation de radicaux libres toxiques (Koehl, 2006)
Au cours des quinze dernicres années, des avancées considérables se sont produites dans la
connaissance du métabolisme du fer grace a I’é¢tude d’une part, de modeles animaux allant de
la levure a la souris et d’autre part, de maladies génétiques humaines (Grandchamp, 2011).
1- Répartition du fer dans ’organisme humain :
Un organisme adulte renferme environ 4 a 5 g de fer sous différentes formes qui sont
présentées dans le tableau suivant:

Tableau I : répartition du fer dans I’organisme

Fonction Pourcentage
Compartiment fonctionnel : 70 %
-fer hémoglobinique 65 %
-fer myoglobinique 4,5 %
-autres protéines 0,5 %

Compartiment de transport (transferrine) 0,1 %

Compartiment de réserve (ferritine) 30 %
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2- Besoin en fer :
IIs doivent couvrir les pertes ; on distingue :
» les pertes obligatoires (1 mg/j chez I'adulte, femme cyclée : 2 mg/j) liées a :
e La desquamation des cellules de la peau, du tractus digestif (2/3 des pertes), du
tractus urinaire (100 ug)
e La sueur (négligeable)
e .Le sang des régles chez la femme cyclée (1 mg/j en moyenne)
Les besoins couvrant les pertes obligatoires peuvent augmenter dans certaines
circonstances physiologiques (2,5 - 3 mg/j au total)
e Enfance
e (Grossesse
e Lactation
» les pertes pathologiques (hémorragies)

Le tableau (II) indique les besoins moyens en fer disponible pour 1’organisme aux différents

ages.
Tableau II : besoins moyen en fer (FAO/ OMS, 1989).
Age Besoins moyens (mg/j)

Nourrissons 0,8
Enfants d’age scolaire 0,6
Femmes non enceintes 1,5
Femmes enceintes 4,5
Hommes adultes 1,0

3- Fer dans ’organisme :
3-1- Fer de réserve :

Le fer intracellulaire est stocké sous forme de molécules de ferritine ou d’hémosidérine,
un complexe anorganique. La ferritine se décele dans le foie, la rate, la moelle osseuse et, en
faibles quantités, dans le sang (ferritine sérique). Elle dispose d’une capacité de stockage du
fer d’environ 4500 ions Fe3+ par molécule et représente la principale forme du stockage du
fer (Chiancone et al., 2004).

L’apoferritine, macromolécule de 440kDa, formée de 24 sous-unités de 2 types différents
(H et L) constitue la forme de mise en réserve du fer qu’on appelle la ferritine.

L’augmentation du fer intracellulaire stimule d’ailleurs sa production.
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3-2- Fer de transport :

Le fer est principalement transporté dans le plasma sous forme de fer li¢ a la transferrine.
Le complexe fer-transferrine est ensuite capté par le récepteur 1 de la transferrine (RTf1)
présent au niveau de différents organes, en particulier le foie et les cellules érythropoiétiques
(Andrews, 1999). Au cours des surcharges en fer, une forme biochimique particuliére du fer
apparait. Il s’agit du fer non lié a la transferrine dont la particularité, contrairement au fer li¢ a

la transferrine, est d’étre captée de fagon préférentielle par le foie (Invest, 1985).

v

Apotransferrine .
P Transferrine

Molécule de la transferrine (Cornillet, 2010).

3-2-1- Récepteur soluble de la transferrine :

Toutes les cellules de 1’organisme ont la capacité d’exprimer a leur surface des
récepteurs a la transferrine (TfR). En fait ce sont les cellules qui ont le plus besoin de fer pour
leur survie qui expriment majoritairement ces récepteurs, car 80 % des récepteurs sont
présents au niveau des cellules médullaires de la lignée rouge (Br J ; 1992). Les TFR lient la
transferrine plasmatique, avec une affinité particuliere pour la transferrine diferrique. Le
complexe TfR-transferrine est internalis€ dans la cellule sous forme d’endosome, ou la
transferrine libéré son fer dans le cytosol. Le complexe TfR-transferrine débarrasse de ses
molécules de fer est recyclé a la surface de la cellule, et I"apotransferrine se dissocie du
récepteur permettant a un autre complexe TfR-transferrine diferrique de venir se lier au
récepteur pour un nouveau cycle (Baynes, 1996). Ainsi la capacité d’une cellule a capter du
fer dépend de deux choses : d’une part, de la concentration et du pourcentage de saturation de
la transferrine et, d’autre part, du nombre de récépteurs a la transferrine présents a la surface
cellulaire.

3-3- Absorption du fer dans les intestins :

L’absorption du fer alimentaire dans D’intestin gréle est assurée par des entérocytes
matures situés a la surface des microvillosités absorbantes situées a la transition
gastroduodénale. Le fer divalent (Fe2+) traverse deux membranes cellulaires: la membrane
apicale a la surface luminale et la membrane basolatérale a la surface séreuse. Le fer non

héminique dans les aliments se présentant principalement sous la forme trivalente (Fe3+), il
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doit étre réduit par une ferriréductase dans la bordure en brosse en fer divalent (Fe2+) (McKie
et al., 2002). Le DMT1 est le principal transporteur du fer divalent (Fe2+) non héminique
dans la membrane apicale. Aprés 1’absorption dans les entérocytes, une partie du fer est
transportée a travers la membrane basolatérale dans le plasma, probablement par la
ferroportine (avec la participation de 1’héphaestine) (Donovan et al., 2000 ; Chen et al., 2004).
Le fer non libéré dans le plasma reste dans les entérocytes pour étre transféré sur la ferritine,
qui est finalement évacuée par le tube digestif. Aprés le transport a travers la membrane
basolatérale, le fer divalent (Fe2+) est réoxydé¢ en fer trivalent (Fe3+) et se lie a la

transferrine.

Héame (Fe®*)
o5t o 2 L

\/ DMT1

Pale apical

‘ Héme oxygénase

Ferritine

_ t Pole basal
Ferroportine + /\ Héphaestine

@’ Apo Transferrine

Fe '\ *
u Fe, Transferrine

Figure 3 : Absorption du fer dans I’intestin (Cadet et al., 2006).
4- Régulation du fer dans I’organisme :

Selon I’opinion générale, trois mécanismes de régulation influencent I’absorption du fer et
participent au maintien de son équilibre (Andrew, 1999 ; Finch, 1994).
4-1- Régulateur de stockage :

La régulation s’exerce de fagon coordonnée des ARNm. Deux composants de ce systeéme
régulateur, sont identifiés: un élément ARNm régulateur, appelé IRE et des protéines
cytoplasmiques spécifiques, sensibles aux taux de fer intracellulaire, IRP. En cas de carence
en fer, les IRP interagissent avec les IRE contenu dans les ARNm codant pour le TfR, la

ferritine. Cette interaction inhibe la synthése de ferritine, tandis que la synthése des TfR est
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augmentée. En cas d’augmentation du fer cellulaire, les IRP se dissocient de IRE, augmente la

synthese de ferritine et inhibe celle de TfR (Sebahoum et Lejeune, 2007).

4-2- Régulateur alimentaire :

Les fortes concentrations en fer nouvellement absorbé par 1’alimentation conduisent a une
suppression de I’expression de DMT].
4-3- Régulateur d’érythropoiétine :

Il ne réagit pas au taux de fer dans I’organisme, mais ajuste I’absorption martiale aux

besoins de 1’érythropoiese.
Le régulateur «érythropoiétine», est suspecté pour I’hepcidine, une hormone peptidique
nouvellement découverte (Ganz, 2003). Ce peptide comprenant 20 a 25 acides aminés est
produit dans le foie sous forme d’un grand précurseur protéique. Apres transformation, il
passe dans le sérum pour étre ¢liminé dans les urines. Il est supposé que 1’hepcidine exerce
une régulation négative sur 1’absorption intestinale et la libération par les macrophages
(Park et al., 2001 ; Ganz, 2004). Son expression augmente en cas de surcharge martiale ou
d’inflammation et diminue lors des carences en fer, ce qui indique une participation de la
formation de I’hepcidine aux mécanismes de compensation destinés a la limitation de
I’absorption de cet élément (Pigeon et al., 2001).
En outre, I’hémolyse conduit & une suppression de 1’expression de 1’hepcidine, en raison de
’érythropoicse ¢élevée et inefficace, I’absorption du fer augmente de maniere disproportionnée

et cet apport renforce la surcharge déja générée par les transfusions de sang répétées.

5- Recyclage du fer dans I’organisme :

Ce processus, appelé érythrophagocytose, permet de recycler efficacement le fer
héminique et contribue largement aux apports en fer nécessaires a 1’érythropoiese.
L’accumulation de modifications biochimiques a la membrane du globule rouge au cours du
vieillissement, (externalisation de la phosphatidyl-sérine, peroxydation des lipoprotéines
membranaires, perte de résidus d’acide sialique et formation de  néo-antigénes de
sénescence), sont autant de signaux qui permettent au macrophage d’identifier les globules
rouges a ¢liminer, par interaction avec des récepteurs spécifiques (Beaumont et Canonne,
2005). Apres cette étape de reconnaissance, le globule rouge est internalisé par phagocytose et
la maturation du phagosome va permettre la dégradation des constituants du globule rouge. Le
catabolisme intracellulaire de I’héme libére du CO, du fer et de la bilirubine, sous 1’action
d’un complexe enzymatique ancré dans la membrane du réticulum endoplasmique et constitué

d’une NADPH-cytochrome ¢ réductase, de ’héme oxygénase 1 et de la biliverdine réductase.

11
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Le fer libéré par le catabolisme des globules rouges sénescents va étre soit recyclé vers le
plasma, soit mis en réserve dans le macrophage associé a la molécule de ferritine. La sortie du

fer des macrophages est assurée par la transferrine (beaumont, 2009).

Ferritin

Figure 4 : La molécule de ferritine (Ruivard, 2011)
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Chapitre Il Carence en fer et anémie ferriprive

L'anémie par carence martiale est la plus fréquente des états anémiques. L'absence de
disponibilité du fer conduit a un défaut de synthése de I'hémoglobine reconnu par le caractére
microcytaire (VGM diminué, TCHM diminué), parfois hypochrome (CCHM diminuée), de
['anémie. L'étiologie est presque toujours une hémorragie chronique ancienne aboutissant a un
épuisement des réserves en fer et a un retentissement secondaire sur I'hémoglobine en
formation. Les étiologies gynécologiques et digestives (hémorragies occultes) sont a
rechercher en priorité. Le traitement comportera outre celui de I'étiologie une substitution par
lefer, a une dose quotidienne de fer métal pendant plusieurs mois (Soto, 2005).

1- Définition :
1-1- Anémie:

L’ anémie est définie lorsgue la concentration d’ hémoglobine est inférieure au seuil limite
établi (tableau 111), tel qu'il est défini par I'OMS, celle-ci varie selon |'ége, sexe et les
circonstances de la vie. Ce seuil se situe dans une fourchette allant de 110 g/L pour les
femmes enceintes et pour les enfants de 6 mois a 5 ans, a 120 g/L pour les femmes non
enceintes et a 130 g/L pour les hommes (OMS ; UNICEF. 2001).

Tableau |11 : le taux I hémoglobine chez des personnes anémique suivant les différentes
tranches d’ &ges (Tikarrouah, 2002).

Age Taux d”hémoglobine
Nouveau né <1359/l

01 406 mois <95 ¢/l

06 212 mois <1159/l

Femme adulte <1209/l

Grossesse 3emetrimestre | <110 g/l

Homme adulte <1309/l

Homme > 70 ans <125 ¢/l

Femme > 70 ans <1159/

1-2- Carences:
Les carences sont une absence ou une insuffisance d’'un ou plusieurs nutriments
indispensables au métabolisme ou au développement de |I’organisme. Dans le cadre des

anémies, les carences essentielles sont les carences en fer, en vitamine B9 et en vitamine B12.
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1-3- Carence martiale:

L’une des carences les plus fréguentes est la carence en fer appelée également carence
martiale. La carence martiale signifie que la quantité totale de fer dans |’organisme est
diminuée (Tescari, 2006).

La carence en fer survient en trois étapes consécutives (INACG, 2003):

e Lapremiere étape: Desréserves de fer épuisées. Cet épuisement des réserves est di
au fait que le corps ne dispose plus de fer emmagasiné, mais le taux d hémoglobine
reste supérieur au seuil établi. Des réserves de fer épuisées sont définies par un faible
taux sérique de ferritine (<12ug/L). La ferritine étant un réactif de phase aigué, son
taux sanguin augmente en présence de maadies inflammatoires/infectieuses
subcliniques et cliniques.

e La deuxieme étape: érythropoiese causée par une carence en fer. Ce sont surtout
les globules rouges en train de se développer qui ont besoin de fer et, a ce stade,
I” apport diminué de fer est associé au développement de I’ érythropoiese. Toutefais, le
taux d’hémoglobine reste supérieur aux valeurs limites établies. Cet état est caractérisé
par une augmentation de la concentration de récepteur de transferrine.

e Latroisieme étape: L’ anémieferriprive et c’'est la plus grave. Cette anémie provient
de réserves insuffisantes de fer pour la synthése de I’'hémoglobine, d’ou des taux
d hémoglobine en dessous des valeurs limites fixées. Le diagnostic de I'anémie
ferriprive est établi al’ aide de mesures de la carence en fer et des taux d’ hémoglobine.

1-4- Causes chroniquesdela carence en fer :

Les pertes de fer, auss minimes soient-elles, peuvent, quand elles deviennent chroniques,

constituer une étiologie d’ anémie par carence en fer. Deux branches ont é&é développées dans
le modéle : |es pertes physiologiques et |es pertes pathol ogiques en fer.
En effet, les menstruations abondantes et les grossesses tres rapprochées sont des situations
physiologiques ou le capital en fer de I’ organisme n’a pas le temps de se renouveler, aors que
de nouvelles pertes ou de nouveaux besoins ont lieu (Chapple, 1998; Jansen et a., 1998 ;
Kaunitz et al., 1998 ; Ramirez-Mateos et al., 1998) (b). Ce déséquilibre peut faire basculer
tres rapidement la balance du fer de I’ organisme vers la carence. Dans la deuxiéme branche
concernant les pertes pathol ogiques de fer, trois groupes de facteurs sont jugés intéressants :

s Les parasitoses : dans ce cas, il sagit de parasites intestinaux responsables de

gpoliation du capital de fer tels que les ankylostomes, ou bien de parasites

responsables d’anémies hémolytiques tels que les plasmodiums et les trypanosomes,
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ou encore de certains schistosomes provoquant des pertes urinaires de sang (Fernandez
et Priulig, 1998).

Il est évident que I'hygiene de I'eau et des aliments, la nature des installations
sanitaires, de méme gu’ un dépistage systématique et un traitement adéquat sont autant
de facteurs pouvant conditionner la survenue de ces infections parasitaires (Szarfarc et
de Souza, 1997).

Les saignements chroniques qui peuvent étre de deux ordres : gynécologiques
(métrorragies) ou digestifs (ulcéres gastroduodénaux, hémorroides, cancers
colorectaux), peuvent ére a |’ origine d anémie chez la femme en age de procréer ou
chez le sujet &gé, mais dépassent souvent le cadre nutritionnel (Sadahiro et al, 1998 ;
Peach et al, 1998 ; Milman et al, 1998 ; Bini et al, 1998).

Les saignements iatrogenes peuvent également constituer des facteurs causaux
d’anémie. lls sont liés soit a la prise de médicaments connus comme pouvant
engendrer des saignements tels que I’ aspiring, soit a I’ utilisation de dispositifs intra-
utérins comme moyen de contraception, connus par ailleurs comme étant al’ origine de
regles plus abondantes (Jansen et al, 1998 ; Kaunitz et al, 1998 ; WHO, 1998).

1-5- Conséquences de la sidéropénie

>

Sur I’érythropoiése :
anémies ar égénérative :

L’ augmentation de I’ érythropoiétine, régul ée par I’anémie, stimule I’ érythropoiese.

Celle-ci est limitée par la diminution du fer disponible a I’hémoglobinosynthése. La

concentration cytoplasmique s élevant de facon anormalement lente retarde le signal

physiologique d’ arrét deéfinitif des mitoses de I’ érythroblaste. Ainsi, chaque érythroblaste

subit un nombre excessif de division générant des hématies de petite taille (microcytose)

et peu chargées en hémoglobine (hypochromie) (Ahmed Nacer, 2003).

>

anémierégénératives:

L’hémorragie subaigué et |’hyperhémolyse sont les deux mécanismes d' anémie
par exces de perte. L’anémie est normocytaire voire modérément macrocytaire due a
I’intense régénération érythroblastique et la diminution du nombre des mitoses. Les
réticulocytes sont toujours élevés sauf a la phase toute initidle (<3 jours) de
I’hémorragie ou de |’ hémolyse aigués (Ahmed Nacer, 2003).
Sur lestissus:

Ce sont les tissus a renouvellement rapide qui sont les plus exposes (phanéres,

muqueuse digestive). La responsabilité des enzymes cytochromiques est soulevée.
15
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Seule |la carence en fer sévere et prolongée diminue le taux de myoglobine (protéine
de stockage de I'O, dans les muscles) affectant la force musculaire (Ahmed Nacer,
2003).

2- Diagnostic positif :

2-1- Clinique:

La symptomatologie clinique associe typiquement un syndrome anémique et des signes
évocateurs de carence martiale. Les circonstances de découverte sont : les signes liés a
I’anémie, les signes d’ appel de la maladie sous jacente ou découverte fortuite lors d un bilan
(anémie bien tolérée) (Ahmed Nacer, 2003).

2-1-1- Syndrome anémique:

Sa tolérance dépend de son importance, de la rapidité de constitution, de I’ége et de
I’état vasculaire, notamment cérébral et coronarien. Il se traduit par des signes cardio-
vasculaires: dyspnée d'effort, papitation, souffle systoligue anorganique. Le tableau
d’insuffisance cardiague est rare et ne se voit pratiquement que chez le sujet agé. L’ asthénie
est habituelle; I’examen physique retrouve une paleur cutan€o-muqueuse plus ou moins
marquée (Ahmed Nacer, 2003).

2-1-2- Signes objectifsdela carenceen fer :
Sont multiples et inconstants particulierement chez le nourrisson.
e Troubledesphaneres:
Les ongles striés longitudinalement, mous et minces, cassants, s aplatissent et
deviennent concaves. Les cheveux sont secs, cassants et chutent facilement.
e Troublesdes muqueuses:
Les levres sont seches, fissurées a leur commissures (perleche ou rhagades) ; glossite
atrophique; dysphagie avec syndromes de Plummer Vinson (rétraction de la
mugueuse cesophagienne) (Ahmed Nacer, 2003).
e Troublesdu développement cognitif et psychomoteur :
Chez le nourrisson et |e petit enfant ; anomalie de comportement alimentaire qui va se
traduire par I'ingestion de substances dépourvues de valeur nutritive (le Pica), il peut
s agir de terre (géophagie), de glace (phagophagie), de cheveux (trichophagie) (Ahmed
Nacer, 2003).
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2-1-3- Autressignes:

Une splénomégalie modérée, inconstante (10 7 des cas) particuliérement chez le nourrisson.
On peut observer chez le nourrisson de la fiévre, un retentissement sur la croissance staturo-
pondérale aggravee par les troubles digestifs et I anorexie (Ahmed Nacer, 2003).

2-2- Examensbiologiques:

2-2-1 Hémogramme:

La principale norme observée dans I’ hémogramme est |e taux d’ hémoglobine qui définit
I’anémie. Il existe également d’ autres normes qui caractérisent I’ anémie unefois celle-ci
Diagnostiquée. Tout d’abord, le Volume Globulaire Moyen normal est compris entre 84um?
et
98um?3, I’anémie est dans ce cas normocytaire. En deca de cette norme, ’anémie est
microcytaire et au-dela elle est macrocytaire (ANAES, 1997 ; Dreyfus, 1998). Ensuite, on
observe la Concentration Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine normale est supérieure a
32%, I'anémie est ainsi normochrome. En deca, elle est hypochrome (ANAES, 1997;
Dreyfus, 1998). Enfin, on peut associer al’ hémogramme standard, le taux de réticulocytes. Le
réticulocyte est une cellule précurseur des globules rouges dans I’ érythropoiese. || permet de
définir le caractéere central ou périphérique de I’anémie. Si le taux est inférieur a 150 000
réticulocytessmm3, I'anémie est arégénérative et s'il est supérieur aors I'anémie est
régénérative (ANAES, 1997 ; Dreyfus.1998).

2-2-2- Exploration biologique du fer :

* Fer sérique:
La sidérémie (taux de fer sérique) subit des variations nycthémérales. Son taux varie de 13 &
20umol/l (70 a 110pg/100ml). Une anémie dont la sidérémie est inférieure a ce taux est
hyposidérémique sinon elle est normosidéréemique (Tescari, 2010).

* Ferritine:
Laferritine est une protéine qui permet le stockage du fer dans les organes comme la rate ou
le foie. Elle peut renfermer 4500 atomes de fer. Son taux sérique normal est compris entre 30
et 400ug/l pour un homme et entre 20 et 200ug/1 pour une femme en age de procréer.
En cas de carence martiale, une mobilisation rapide des réserves en fer s effectue aux dépens
delaferritine. C est pour celaque C’est la premiere valeur biologique qui se dégrade en cas de
carence en fer (Tescari, 2010).

* Transferrine:
Le transport du fer dans I’ organisme est assuré par la transferrine. C’ est une glycoproténe du

sang appelée également sidérophiline. Elle peut transporter de un a deux atomes de fer par
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protéine. Son taux normal est compris entre 2 et 4 g/l. Il ne subit pas de variation au cours de
la journée. La diminution des réserves en fer entraine une augmente une augmentation de la
transferrine alors qu’ une surcharge martiale la diminue (Tescari, 2010).

» Capacitétotale defixation en fer :
La capacité totale de fixation en fer du sérum est la mesure de la capacité des protéines
sériques, notamment la transferrine, a fixer le fer. C'est la concentration en fer maximale que
les protéines peuvent lier. Son taux normal est compris entre 250 et 400ug/100ml. On
I’ obtient en multipliant le taux de transferrine par 25 (Tescari, 2010).

* Coefficient de saturation delatransferrine:
Le coefficient de saturation de la transferrine est obtenu en divisant le taux de fer sérique par
la capacité totale de fixation. De ce fait, il subit comme le taux de fer sérique des variations au
cours de lajournée. On obtient une norme d’ environ 30% (Tescari, 2010).

» Récepteur solubledelatransferrine:
On peut également rechercher le taux de récepteur soluble de la transferrine (STfR). C’est un
récepteur présent a la surface de toutes les cellules ayant des besoins en fer. Il varie en
fonction de I’ éiologie de |I’anémie. Son dosage couplé a la mesure des réticulocytes mesure
I efficacité de |’ érythropoiese (Schillinger, 2000).
2-2-3- Frottissanguin :
Le frottis sanguin permet aprés observation microscopique de :
- Voir lamorphologie des globules rouges et de reconnaitre des anomalies de taille, de forme
et de couleur (e).
- de différencier les leucocytes.
- D’ apprécier le nombre de plaquettes

En cas d anémie ferriprive on notera la présence de petits globules rouges avec une
pigmentation |égere.
- Unelégére leucopénie ou leucocytes normaux.
- Thrombocytose modérée fréquente

2-2-4- Taux deréticulocytes:
Les réticulocytes sont des globules rouges fraichement sortis de lamoelle et ayant :
- ARN résiduels.
- des ribosomes.
- Desrécepteurs alatransferrine.
- lIs représentent 0,5 a 1,5% du nombre de globules rouges. Les valeurs normales est de 50+/-

25. 10 réticulocytes/ litre.
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- Anémie ferriprive est une anémie microcytaire VGM < 80 hypochrome CCMH <32%,
arégénérative le nombre de réticulocytes est < 100.000/mme. (Lefrére et Hermine, 1998 ; g ;
h)
3- Diagnostic étiologique::
3-1- Enquéte étiologique :

L’anémie ferriprive n’est gu’un symptdme. Une enquéte étiologique est indispensable

pour traiter I étiologie.

3-1-1- Interrogatoire:

Précise le régime alimentaire (nourrisson) et les habitudes alimentaires, les épisodes
menstruels, contraception mécanique, les antécédents obstétricaux (grossesse), recherche de
notion d hémorragie chronique (essentiellement génitale, digestif) de prise médicamenteuse

(anticoagulants), dons de sang ; I’ existence d’ un trouble de transit.

3-1-2- Examen physique:
Doit étre soigneux et complet.

3-1-3- Examens complémentaires:

Sont orientés par la clinique, pratiquée quand la carence d'apport est écartée. C'est
essentiellement |’ exploration du tube digestif chez I’ adulte (recherche du sang dans les selles,
fibroscopie haute, rectoscopie...). Chez la femme ménopausee, recherche une cause

gynécol ogique (échographie pelvienne, hystérographie, curetage biopsique...).

3-2- Différentes éiologies:
3-2-1- Carences d’apports:
Se sont les plus fréquentes en Algérie, souvent lorsgque les besoins en fer sont accrus alors

gue les apports alimentaires sont insuffisants.

3-2-1-1- Nourrisson :

Sous régime lacto-farineux exclusif prolongé. L’ anémie se manifeste a partit du deuxieme
semestre de la vie. Elle apparait plus précocement chez le prématuré, en cas deligature
précoce du cordon, de grossesse gémellaire, de carence maternelle ou d’ hémorragie prénatale.

3-2-1-2- Grossesses :
La multiparité et le rapprochement des grossesses favorisent la carence en fer. |l s agit le

plus souvent d’ une carence mixte (fer et folate).
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3-2-1-3- Adolescent :

Les besoins sont augmentés au moment de la puberté ; surtout la jeune fille au moment des
regles.
3-2-1-4- Vieillard malnutri :

La carence d'apport ne sera retenue qu’apres avoir éiminé une cause de spoliation
sanguine (néoplasie).

3-2-2- Hémorragies chroniques :

3-2-2-1- Hémorragies utérines :

L’ hypermeénorrhée est le symptébme le plus fréguent, par déreglement hormona ou
favorisée par la pose d'un stérilet, d’ une prise médicamenteuse (anticoagulant, aspirine) ; des
meénorragies liées a un fibromyome ou polype utérins ; des ménomeétrorragies en rapport avec

un cancer utérin ou aun trouble de I’ hémostase (thrombopénie..).

3-2-2-2- Hémorragies digestifs :

Sont a I’origine de la plupart des anémies ferriprives chez I"homme adulte et la femme
meénopausee. Les principales étiologies sont : les ulcéres gastroduodénaux, les hémorroides
avec saignements itératifs, un cancer gastrique ou coligue, une gastrite médicamenteuse, une

recto-colite hémorragique ou une angiodysplasie digestive (Ahmed Nacer, 2003).

3-2-2-3- Autres causes de saignements :
Epistaxis récidivants (maladie de Rendu Osdler), dont de sang, hémosidérose pulmonaire

idiopathique, saignements provoqués (pathomimie), hémoglobinurie paroxystique nocturne.

3-2-3- Carences par malabsor ption :

Rares, la maladie ceeliague se voit souvent chez I’enfant mais aussi chez |’adulte. Le
diagnostic est suspecté sur un tableau évident de carence en fer alors que | e test thérapeutique
par le fer péros est négatif, il sera confirmé par la biopsie j§unale qui montrera une atrophie
villositaire (Ahmed Nacer, 2003).
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Chapitre 1V Traitement

Corriger la carence par I’administration de fer médicamenteux et en traite la cause chaque
fois que C'est possible
1- Différentesformes médicamenteusesdu fer :

1-1- Formeorale:
Comprimeés:

Le Fumarate ferreux (Fumafer*) est le médicament le plus utilisé en Algérie; chague
comprimé contient 66 mg de fer méa. Les inconvénients sont I'intolérance digestive
(nausées, épigastralgies, constipation ou diarrhée), la coloration noire des selles (le malade
doit étre averti) ; I’ assiduité au traitement est indispensable.

La prise médicamenteuse au milieu des repas réduit I'intolérance digestive au prix d’'une
moindre absorption. Le sulfate ferreux (tardyferon*) contient 80 de fer métal par comprimé.
Sirop :

Le plus utilisé est le Férédétate de sodium (ferrostrane*). Une cuillere a mesure de 5 mli
contient 33 mg de fer métal.

1-2- Formeinjectable Intramusculaire (amp. De 100 mg) :

Fer sorbitol (Jectofer*), Fer ferrique polymaltose (Maltofer*). Les inconvénients résident a
une réaction locale ; injection douloureuse et a une pigmentation inesthétique.
2- Indications:

2-1- Traitement dela carenceen fer :
2-1-1- Forme oraleest la plus utilisée:

-Posologie : chez |’adulte et le grand enfant 2 a3 mg / Kg / jour de fer métal, chez le
nourrisson et petit enfant 6 a10 mg/ Kg/ jour, le prématuré 2 mg/ Kg/ jour.

-Durée du traitement : 5 46 mois.

-surveillance et résultats: La moitié du déficit en hémoglobine est récupérée en 3
semaines de traitement, e taux d’ hémoglobine se corrige au bout de 2 mois, enfin les réserves
serestaurent qu’ au 5éme — 6éme mois de traitement.

2-1-2- Forme parentérale:

Est indiquée en cas d’intol érance digestive importante de la forme orale, de syndrome de
mal absorption sevére, en cas de nécessité d une réparation rapide de |I’anémie en vue d’'une
intervention chirurgicale.

Posologie: 1,5 mg Kg/ jour tousles 2 jours, sans dépasser 100 mg /j.

Durée: Elle sera évaluée sur la base de 200 mg augmentent d’un gramme /dl le taux

d hémoglobine ; prévoir 5 a 10 injections supplémentaires pour restaurer les réserves
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Réponse au traitement : I’anémie se répare et les réserves sont restaurées avant le
deuxiéme mois qui suit le début du traitement.
2-2- Traitement étiologique:
Est indispensable lorsqu’il est possible pour éviter les récidives.
2-3- Traitement préventif :
Concernant |es situations suivantes,
Femmes enceintes: 1 mg/ Kg/j désle 4éme mois de grossesse
Nourrisson (lait non enrichi en fer, mere carencée), prématuré: 2a3 mg/ Kg/j

Donneurs de sang reguliers: 1 a2 mg/ Kg/j pendant 1 mois.
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Chapitre | Matériel et méthode

L’objet de ce chapitre est de d'écrire les techniques cytologiques fondamentales
utilisables dans la plupart des laboratoires. Nous omettrons volontairement d' écrire les
méthodes automatiques et de reprendre les méthodes traditionnelles indispensables méme et
surtout a un laboratoire équipé d’ appareils automatiques. En effet, malgré les améliorations

techniques, les méthodes manuelles traditionnelles restent la référence.

|- But de stage:

C’est au niveau du laboratoire d’ analyses hématologiques de Dr Debbiche que notre
stage pratique a été effectué sur une durée de 20 jours du 27-04 au 17-05-2012.
But de ce stage est de manipuler le matériels disponible au niveau de ce laboratoire et de
mettre en évidence les techniques précédemment décrites dans le chapitre |11 (Pages 17-18).

I1- Activités exercées:
1- Préevements:

Les prélevements se font généralement sur des patients ajeun. En fait, I’ hyperleucocytose
digestive est mineure et le prélévement peut se faire aprés un repas léger. L’exercice
physique peut également entrainer une hyperleucocytose transitoire, imposant de prélever le
patient a distance de celui-ci. Les prélévements sont recueillis dans deux tubes différents :

-Un tube sec (sans anticoagul ant) pour le dosage du fer sérique et le ferritine.

-Un autre tube contenant un anticoagulant I'E, D, T, A.

Les anticoagulants doivent pas modifier lataille des globules rouges, ni favoriser I’hémolyse.
Ils doivent prévenir au maximum |’agrégation des plaguettes, I'atération des leucocytes.

Enfin, ils doivent étre facilement solubles dans |le sang (Ciado et Samama, 1986).

2- Analyses:

A-Hémogramme

B-Hématocrite

C-Dosage de I’ hémoglobine

D-Exploration du métabolisme du fer :
-lefer circulant : détermination de la sidérémie (dosage du fer sérique, transferrine).
-le fer de réserve : dosage de laferritine sérique.

E-Frottis sanguin

F-Numeération des réticul ocytes.
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A- Hémogramme:

L’hémogramme constitue I’ exploration hématologique de base. 1l comprend analyse

guantitative et qualitative des é éments figurés du sang (Anne, Christiane Joffni, 2006).

- Examen quantitatif :
-la numération des éléments figurés du sang concerne les hématies, leucocytes,
thrombocytes, réticulocytes (seulement en cas d’ anémie).
-la détermination de I’ hématocrite.
-le dosage de I’ hémoglobine.
-|” établissement de la formule leucocytaire.
- Examen qualitatif :
Cet examen correspond a |’ é&tude morphol ogigque des é éments figurés du sang.
- Caleul :
A partir des données de I’examen quantitatif, on procede au calcul des indices

érythrocytaires.

A-1- Réalisation :

L’hémogramme est effectué a partir d'un échantillon de sang prélevé par ponction
veineuse sur anti coagulant. Actuellement, dans les laboratoires, |’hémogramme est
totalement automatisé (Anne et Joffni, 2006). Il est cependant possible d’ utiliser des méthodes
manuelles (Ciado et Samama, 1986).

A-2- Indices érythrocytaires:

Donnés directement par les compteurs automatiques. Ils peuvent étre calculés, lors de
I’ utilisation de méthodes manuelles, a partir des résultats de la concentration en hématies (N),
de la concentration en hémoglobine (Hb) et de I’hématocrite (Hte). 1ls sont en nombre de

trois:

-Le volume globulaire moyen (VGM) ;
-Lateneur corpusculaire en hémoglobine (TCMH) ;

-La concentration moyenne en hémoglobine (CCMH).

Ces indices concernant les hématies sont indispensables pour orienter le diagnostic d’une
anémie. lls doivent étre complémentés par |’ étude morphologique des hématies sur frottis

coloré.
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A-2-1- Volume globulaire moyen :

Le VGM représente le volume moyen d une hématie.

On I’obtient en divisant le volume occupé par les hématies dans un dm* de sang (hématocrite)
par le nombre d’ hématies dans ce dm * de sang selon laformule suivante :

VGM= hématocrite en dm?.dm™3/concentration en hématies en nombre.dm™?

Il est exprimé en FL (unitéinternationale : Ul)
A-2-2- Teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine:
La TCMH représente la quantité moyenne d’ hémogl obine contenue dans une hématie.
Elle est calculée en divisant la concentration en hémoglobine par la concentration en hématies
selon laformule suivante :
TCMH=concentration en Hb en g.dm™? (mmol.dm ~)/concentration en hématies en

nombre.dm™3

Elle s exprime en Pg (unité usuelle) ou en fmol.
A-2-3- Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine:

La CCMH représente la quantité moyenne d’ Hb contenue dans un dm  d’ hématies.
Elle exprime la saturation de |I” hématie en hémoglobine.
Elle s obtient on divisant la concentration en Hb par I’hématocrite, ce qui revient a diviser la
quantité dHb d’'undm? de sang par le volume occupé par les hématies dans ce dm® de sang.

Laformule utilisée est la suivante :

CCMH=concentration en Hb en g.dm™? (mmol.dm™?) /hématocrite en dm *.dm™

Elle est exprimée en g d'Hb.dm ~? d’hématies (unité usuelle) ou en mmol de chaine de Hb.
dm™? d’hématies (Ul). Il est possible de la trouver encore exprimée en ancienne unité, soit en

g/dl ou en ’: ce mode de résultat montre bien alors que cet indice refléte le 7 de saturation en

Hb d’ une hématie.

B- Hématocrite :

C'est le volume occupé par les hématies dans une quantité de sang total connu. Il
S exprime en pourcentage ou en dm?.dm ~ (ou L.L™%). Cest un examen simple et rapide,
comportant peu de risque d’ erreur qui permit un contréle direct de la numération globulaire.
(Ciado M, M et Samama M, 1986). La détermination manuelle de |I’hématocrite se fait par

centrifugation.
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B-1- Principe:

La détermination se fait en séparant les hématies du plasma, par centrifugation du sang
rendu incoagul able, dans des conditions standardisées de durée et de vitesse (Anne Christiane
Goffni, 2006)

B-2- Matérid :

- Prédévement :

Le préevement se fait dans des tubes capillaires calibrés soit héparines pour les
prélévements au bout de doigts, soit non héparines pour les prél évements par ponction
vineuse sur E.D.T.A.
- Tubeshématocrites:
On utilise des microtubes : ce sont des tubes capillaires de 75 mm de long et de 1 mm
de diamétre ouverts aux deux extréemites.
Une des extrémités est teintée :

-on rouge, si le tube est héparine (utilisé pour le sang capillaire).

-on bleu, s'il nel’est pas (utilisé pour le sang veineux dga sur anticoagulant).
- Centrifugation :

Elle présente un plateau spécial, pouvant tourner & 10 000 tours par minute.

B-3- Technique:
- Préparation du tube:
Utiliser les tubes capillaires de type micro-hématocrite, ils comportent deux reperes
colorés (figure 1). Plonger I'une des extrémités dans le sang rendu incoagulable, le
sang monte par capillarité. Ajuster exactement les niveaux aux reperes colorés et
boucher les extrémités al’ aide de péate a modeler. Mettre le tube dans la centrifugeuse
pendant 10 minutes. Lire le niveau atteint par le culot : utiliser pour celale gabarit de
lecture en faisant coincider |es reperes du tube avec ceux du gabarit.
- Centrifugation :
-Placer le tube sur le plateau, I’ extrémité scell ée vers la périphérie.
-Centrifuger 3 minutes a 10 000 tours/minute.

- Lecture:

Elle se fait directement sur un abague permettant de ramener la hauteur totale du

sang a 100 7 :

-faire coincider, alafois, le fond de culot d' hématies avec laligne inférieure (0), et

la surface du plasma avec laligne supérieure (100) de I’ abaque.

26



Chapitre | Matériel et méthode

-repérer laligne médiate coincidant avec la surface des hématies.
-lirele 7. correspondant (incertitude : 0,5 7).
Notons que les appareils automatiques calculent I’ hématocrite (VGM x Nombre de globules

rouges).

Pate a I
D Repére modeler § B
1 coloré -

Centrifugation

L4

Lecture — ——— —4—

Pate a =
- Goutte de modeler

L sang

Gabarit de lecture

Figure5: Remplissage et préparation des tubes a hématocrite.

C- Dosage del”hémoglobine:

C’ est une épreuve fondamental e de I’ hémogramme. La méthode présentée est |la méthode
international e de référence : méthode ala cyanméthémoglobine.
C-1- Principe:

Le dosage de I’ hémoglobine se fait colorimétriquement, sous forme d’un dérive unique et
stable : la cyanméthémoglobine.
Toutes les formes d hémoglobine sont dosées: oxyhémoglobine, carbhémoglobine,
méthémoglobine. Seule la sulfhémoglobine n’ est pas dosee.

Le principe de la réaction est e suivant : on fait agir sur un échantillon sanguin la solution de

Drabkin hémolysante, contenant de |'hexacyanoferrate 1ll  dons la composition est la
suivante :

Ferricyanure de potassium 100g

cyanure de potassium 259

phosphate mono potassique pur 709

stérox SE 250ml

Eau distillée 101
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L’ hexacyanoferrate 111 oxyde |I"hémoglobine libérée par hémolyse (ou ses dérivés) en
méthémoglobine.

[Fe(CN) 6] 2~  [Fe(CN)6]*" CN-

N

Hb(Fe) ——~="»  Hp(Fe™) > Hb(Fe*) CN -

Méthémoglobine Cyanméthémoglobine

A

La méhémoglobine formée se complexe avec cyanure de potassium pour donner la

cyanmeéthémogl obine dosée col orimétriquement.

C-2- Technique:
C-2-1- Dosage

- Bien homogénéiser le sang veineux.

- Pipeter 20 pl de sang avec une pipette de précision.

- Les introduire dans 5 ml de solution de Drabkin dilué au %,. Reéaliser
simultanément |e dosage sur e sang témoin et sur le sang essai.

- Méanger, attendre au moins 3 minutes lalyse totale.

- Fairelalecture en mesurant la densité optique (DO) a 540 nm.

C-2-2- Calcul :

. BSOS i : L
C essai = e . Concentration de |’ étalon

Absorbance de l'étalon

D- Exploration du métabolisme du fer :

Le diagnostic d’une anémie microcytaire hypochrome arégénérative doit permettre de
différencier une anémie par carence martiale vraie d’ une anémie par défaut d’ utilisation du fer
(Anne et Joffni, 2006)

D-1- Déermination dela sidérémie:

La sidérémie est la concentration sérique en fer qui représente la fraction du fer circulant

liéalatransferrine.

Sa détermination isolée n’a aucun sens et doit étre toujours accompagnée de la détermination

de latransferrinémie.
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La mesure de la sidérémie a éé source de nombreuses difficultés analytiques, mais elle est

actuellement bien maitrisée sur la plupart des automates.

D-1-1- Principe:

Dans le sérum le fer est lié a la transferrine. En présence d’'une faible acidité, le fer se
dissocié de son complexe aors que les protéines sériques restent en solution (Kaplan et al.,
1984). Le fer ferrique est alors réduit par |’ acide ascorbique en fer ferreux. Ce dernier forme

un composé coloré avec le Ferrozine. Doser par spectrophotométrie a 562 nm (Anne et Joffni,

2006).
Acide ascorbique
Transferrine (Fe*), + e 2 Fe?" + Transferrine
Ferrozine
Fe2* » complexe coloré
- Composition deréactifs:
Réactif Composition Function
Acetate buffer pH=4,9 | 100 mmol/I Tampon
Acide ascor bique 99,77. Reducteur
Ferrozine 40 mmol/I couleur
Fer aqueux 100 pg/di Standard

D-1-2- Technique selon la fiche Bio M érieux « Ferentest »:

1-Ajustez le zéro de I’instrument avec de |’ eau distill ée.

2-Pipetez dans une cuvette :
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Réactif Blanc | Standard Echantillon Blanc | Echantillon
Standard 200ul 200ul / /
Echantillon / / 200pl 200ul
(Sérum)
R1+R2 1,0 ml 1,0ml 1,0 ml 1,0ml
R3 / 1 drop / 1 drop

Mixer et attendre 5 minutes a 37°C ou 10 minutes a la température ambiante. Mesurer
I" absorbance (abs) du standard et de I’ échantillon versus le blanc de standard / échantillon. La
couleur est stable au moins 30 minutes. (Burtis A et a, 1999)

- Calcul:
Abs. Echant — Abs Blanc Echant

Concentration de |’ échantillon= X 100.

Abs. Standard — Abs Blanc Standard
Facteur de convertion : pg/dl x 0,179 = pumol/I.
D-2- Détermination delaferritinémie:

On appelle ferritinémie la concentration sérique en ferritine. La ferritine est une forme de

stockage du fer la plus répandue dans le corps humain (Aisen, 1980).

La détermination de la concentration en ferritine sérique permet d obtenir des données
guantitatives et d'éviter la biopsie de moelle osseuse, pratique plus invasive (Paris et al.,
1986; Rymer et Vernet, 1990; Vernet, 1989).

La détermination de la ferritine humaine dans le sérum ou le plasma (héparinate de lithium ou
EDTA) par la technique ELFA selon le test VIDAS Ferritin, c'est un test quantitatif
automatisé sur les instruments de lafamille VIDAS.

D-2-1- Principe:

Le principe de dosage associe la méthode immunoenzymatique par sandwich en 1 étape a

une détection finale en fluorescence (ELFA).
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Le cone a usage unique sert a la fois de phase solide et de systéme de pipetage. Les autres

réactifs de la réaction immunol ogique sont préts al’emploi et pré-répartis dans la cartouche.

Toutes les étapes du test sont réalisées automatiquement par I'instrument. Elles sont

constituées d’ une succession de cycle d’ aspiration/refoulement du milieu réactionndl.

Lors de I’ étape finale de révélation, le substrat (4-Méthyle-ombelliferyl phosphate) est aspiré
puis refoulé dans le cone; I’enzyme du conjugué catalyse la réaction d hydrolyse de ce
substrat en un produit (4-Méthyle-ombelliferone) dont la fluorescence émise est mesurée a
450 nm. La valeur de signal de fluorescence est proportionnelle a la concentration de
I’antigene présent dans I'échantillon. A la fin du test, les résultats sont calculés
automatiquement par I’instrument par apport a une courbe de calibration mémorisee, puis
imprimés. La description de la cartouche FER et la composition des réactifs sont présentés
dans |’ annexe.

D-2-2- Technique:

1. Utiliser une cartouche « FER » et un cone « FER » pour chaque échantillon, contréle
ou calibrateur atester.

2. Le test est identifié par le code « FER » sur I'instrument. Le calibrateur identifié
obligatoirement par « S1 », il doit étre utilisé en double. Si le contrdle doit étre testé, il
seraidentifié par « C1 »

3. Homogénéiser a |’aide d’'un agitateur de type vortex le calibrateur, le contrdle et les
échantillons (sérum). La prise d’ essai de ces composants est de 100pl.

Placer dans I’ instrument les cones « FER » et |es cartouches « FER ».
Démarrer |’ analyse.
Les résultats sont obtenus en 30 minutes environ. A la fin de I’analyse, retirer les

cones et les cartouches et les éiminer dans un récipient approprié.
E- Frottissanguin :
E-1- Coloration de May-Grunwald-Giemsa (M GG):

Avant d'étre coloré, le frottis doit étre fixé: dans cette méthode, la fixation se fait, dans le
premier temps de la manipulation, au contacte du méthanol dans lequel est dissous le colorant
May-Grunwald.
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E-1-1- Principe:

Il repose sur I'action complémentaire de deux colorants neutres et sur I'affinité des
éléments cellulaires pour des colorants acides (€léments acidophiles) ou basiques (éléments

basophiles). Ces deux colorants sont :

> le colorant May-Grunwald, neuter, contenant :
- uncolorant acide: I’ éosine,
- un colorant basique : le bleu de méthylene, sous forme d’ éosinate de bleu
de méthylene;
» lecolorant Giemsa, neutre, contenant :
- un colorant acide: I’éosine, un colorant basique : les azurs de méthylene,
sous forme d’ éosinate d’ azur de méthylene.

0 Ces deux colorants sont solubilisés dans le méthanol et sont inactifs dans cette solution :
c'est I’adjonction d'eau qui leurs donne leurs pouvoir colorant; les sels sont aors
dissociés en colorant acide (éosine) et colorant basique (bleu de méthylene ou azurs de
méthyléne).

0 Les éléments cellulaires basophiles, seront colorés éectivement par le colorant basique
(bleu de méthylene) : par exemple le cytoplasme des blastes ou des lymphocytes (chargés
d’ARN), I’ADN des noyaux ...

0 Leséeéments acidophiles, seront colorés éectivement par le colorant acide (I’ €osine) : par
exemple |e cytoplasme des hématies chargés en hémoglobine.

0 Les ééments cellulaires neutrophiles, seront colorés a la fois par le colorant acide et le
colorant basique : par exemple les granulations des granul ocytes neutrophiles.

0 L’eau neutre, indispensable pour préparer les solutions et effectuer les lavages, le pH

jouant un rdle important dans la coloration du frottis.
E-1-2- Techniques:

e Fixation
- Placer lalame sur un support horizontal au-dessus d'un bac de coloration
e Coloration au May-Grunwald
- Plonger lalame du frottis dans un bac contenant le colorant May-Grunwald
pur de fagcon arecouvrir complétement le frottis.
- Laisser agir 3 minutes.

- Rincer dans un bac contenant I’ eau tamponnée pendant une minute.
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e Coloration au Giemsa

Préparer la dilution du Giemsa pendant les 2 minutes précédentes: pour
cela introduire 20cm® d’eau neutre dans une éprouvette graduée, ajouter 30
gouttes de colorant de telle maniére que celui- ci reste ala surface de |’ eau
neutre.

Plonger la lame du frottis dans un bac contenant la solution de Giemsa et
laisser agir pendant 20 minutes.

Rincer rapidement avec del’ eau neutre.

Sécher lalame du frottis al’air, apres avoir essuyé la face inferieure avec
du papier-filtre.

Le frottis est observé al’immersion.

Le frottis sanguin se fait dans le but de chercher les anomalies morphol ogiques des globules

rouges.

F- Numération desréticulocytes:

F-1- Principe:

On utilise une coloration spéciale avec un colorant basique: le bleu de crésyl brillant. Ce

colorant précipite et colore I'AR résiduel en un réseau de petites granulations. C'est une

coloration supra-vitale, sans fixation préalable. Le colorant est en solution dans |'eau

physiologique, additionné d’ un anticoagulant et sa composition est :

Bleu de crésyl brillant 109

Citrate de sodium 49

Solution de NaCl a8,5g.dm™2 Qsp 1 dm?

La numération est indirecte: sur frottis coloré, on numeére les réticulocytes par apport aux

hématies.

F-2- Technique:

Dans un tube a hémolyse, introduire quelques gouttes de solution colorante et on gjoute le

méme volume de sang. On mélange et on fait incuber pendant 15 a 20 minutes a 37°C.

Homogénéiser la suspension et réaliser le frottis régulier et mince. La lecture se fait sous le

microscope avec un objectif aimmersion (* 100).
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Chapitre | Matériel et méthode

F-3- Numération :

Les hématies sont colorées plus au moins intensément en bleu-verdatre.les réticulocytes,
légerement plus gros, se distinguent des hématies matures par leur substance

granulofilamenteuse colorée en bleu foncé, violet.

Compter dans un champ 1000 hématies et compter les réticulocytes dans les quatre champs

adjacents au précédent. Compter au moins 50 réticulocytes et de préférence 100 réticulocytes.

Champ

Figure 6 : Comptage des réticul ocytes.

- r=lenombre de réticulocytes dénombrés ;
- X =lenombretota d’hématies dénombrés;
- nN=r+x

100.r

L e pourcentage de réticul ocytes par apport aux hématiesest: R =
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Chapitrell Résultat et discussion

L’ étude, dont et tiré ce travail, est de type analytique sur un échantillon de 40 patients des deux sexes
agés de 2, a62 ans

- 8 hommes.

- 32 femmes.

Tableau 1V : Représente le nombre de patients selon I 8ge et |e sexe

Moinsde5 ans 1 1
5a14ans 0 2
15a24 ans 9 2
25434 ans 6 1
35444 ans 11 2
45354 ans 4 0
55 a 64 ans 0
Totaux 32 8
40
L’ age

14 -

12 -

10 -

8 - B feminin
6 - B Masculin
4 -

g N

5ans 5-14ans 15-24ans 25-34ans 35-44ans 45-54 ans

Figure 7 : Histogramme représente le nombre de patients selon I’ &ge et |e sexe.
La suspicion de I’anémie touche toutes les tranches d' &ge, elle est fréguenté chez les jeunes
patients, elle est plus élevée chez les femmes avec un nombre de 32 en total sur 40 patients.
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Chapitrell Résultat et discussion

L’enquéte étiologique permet de rappeler les principales causes de I'anémie ferriprive
selon le sexe, qui sont présentées dans le tableau suivant :

Tableau V : principales causes de I’ anémie ferriprive.

Manque d’ apport 5

Meénorragie

Pré-ménopause

Saignements antérieurs

Multiparité

R O L O O O

o A~ N W

Maladie psychiatriques
Total 40

25 1

15 A

10 - L
H féminin

B masculin

Figure 8 : les principales causes de I’ anémie ferriprive selon le sexe

D’ apres I’examen physique (clinique), I’anémie ferriprive est courante chez les femmes
pendent la période de menstruation ou les régles sont abondants (ménorragie) (68,75%), les
grossesses tres rapprochées (multiparité) (12,57%), cela est due aux pertes successifs du sang, et
elle est moins présente chez les hommes, sauf en cas de manque d’ apport en fer (757%),
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Chapitrell Résultat et discussion

Les besoins en fer peuvent augmenter dans certaines circonstances physiologiques, telque la
croissance des enfants qui demande un supplément en fer mais avec la précise de régime
alimentaire, les apports en fer sont réduits.

Hémogramme:

Taux d’hémoglobineil représente le poids d’Hb /dl de sang total.

Tableau VI : letaux de Hb selon le sexe.

taux Hb (g/dl) Masculin Féminin
- 7 3 6
8a10 1 18
+10 4 8
Totaux 8 32
40

20 -

15 A

B Féminin

B Masculin

0 T T T 1
moins 7 g/dl 8a10g/dl plus 10 g/dI

Figure 9: Letaux de Hb (g/dl) selon le sexe.

Lesvaeurs normales de I’ hémoglobine en g/dl selon I’ &ge et |e sexe sont:

Tableau VII : valeurs normales de Hb (WHO, 2001).

Ageou Genre Taux d’hémoglobine
g/di mmol/L

Enfants de 6 — 59 mois 11 6,83
Enfantsde 5 — 11 ans 115 7,13
Enfantsde 12 — 14 ans 12 7,45
Femmes non enceintes (V 15 ans) 12 7,45
Femmes enceintes 12 6,83
Hommes (V 15 ans) 13 8,07
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Chapitrell Résultat et discussion

VGM :
Tableau VIII: valeursde VGM selon le sexeen F.

VGM (FI) Masculin Féminin
- 80 7 26
80 a 100 1 6
Total 40

B Féminin
- B Masculin
T T T [/

moins 80 80 a 100
FI FI

Figure 10 : valeursde VGM selon le sexe.

Tableau VIIII : valeurs normales :
Adulte 86+10 FL
nouveau né 106 FL
Enfant de 3 mois 95 FL
Enfant de 1 an 78+ 8FL
Enfant de3 a6 ans 81+ 8FL
Enfant de 10 412 ans 84+ 7FL

Un VGM norma est compris entre 80 et 100 FL. Les hématies sont en mgjorité des
normocytes, on parle alors de normocytose. S'il est inferieur a 80 FL, la plupart des hématies
sont des microcytes, on parle alors de microcytose qui est physiologique chez I’enfant de 1 a3
ans. S'il est supérieur 2100 FL, la plupart des hématies sont des macrocytes, on parle alors de

macrocytose qui est physiologigue chez le nouveau né.

Microcytose Normocytose Macrocytose

: | | | > VGM en FL
0 80 100

Figure 11 : Valeur de VGM et Interprétation
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Chapitrell

Résultat et discussion

Le compte rendu d'un hémogramme doit comprendre les valeurs de la numération des

leucocytes (globules blancs), la numération des hématies, la numération des plaquettes, le

taux d'’hémoglobine, I'nématocrite et les principales constantes érythrocytaires : le volume

globulaire moyen (VGM), la concentration corpusculaire moyenne (CCMH) et |la teneur

corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH) (TESCARI Jessica, 2010).
Tableau VV : Hémogramme normal (Anne et Joffni, 2006).

Détermination en (Ul) Nourrisson Femme homme
Hématies (10 2.dm™®) | 5a6 45a55
Hématocrite 4345 0,40a0,5
(dm®.dm™) 0,50 a 0,60 85al2
Hémoglobine 0,35a0,47
(mmol.dm?> 10a125
75410
VGM (fl ou pm?) 80a
TCMH (fmol) 100
CCMH (mmol.dm™)
1,7a2
202235
L eucocytes 10030 4a
(10°.dm™) 10
Granulocytes:
-neutrophiles 6a18
-éosinophiles 2a7
-basophiles <0,6
Lymphocytes <0,3
monocytes <0,1
<01
3a9
Plaquette (10°.dm>) | 0,8a4
05a15
Réticulocytes 0lal
200 a 400
10 4 100
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Conclusion

Conclusion :

L’ exploration du statut martial permet de porter les diagnostics de carence en fer. La
connaissance du métabolisme du fer a beaucoup progressé au cours des dernieres années avec
notamment, la mise en évidence du role de I'hepcidine et I'identifié cation de plusieurs
protéines impliguées dans |’ absorption intestinale du fer. Quoi qu’il en soit ces progrés n’ ont
eu qu’'un impact limite sur I’ évolution des marqueurs, biochimiques et hématologiques, mis
en ceuvre. Ains, s le diagnostic de la carence en fer repose toujours sur le dosage de la
ferritine, le dosage du récepteur soluble de la transferrine et la détermination du contenu en
hémogl obine des réticul ocytes peuvent le compl éter.

En définitive, les experts ont recommandé que les études collectives concernant les
anémies carencielles aidées par I'OMS soient effectuées dans tous les pays ou elles

constituent un probleme majeur de santé.
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Annexe

e Matériel utilisé
Microscope

Centrifugeuse

Spectrophotométre

Bain- mari

Pipette Potain

Micro-pipettes (différent volumes)

Régle a hématocrite

e réactif :

Réactif de Drabkin (dosage de I’ hémoglobine)
Liquide Marcano (numération des hématies)
Liquide de Hayem (numération des leucocytes)

E-D-T-A (éthyléne diamine tétracetic acide)

e colorant:
-May-Grunwald Giemsa.
-Bleu de crésyl brillant.

-Ferrozine

e Description dela cartouche FER :

Puit Réactifs

1 Echantillon

2-3-4 Vides

5 Conjugué : immunoglobuline monoclonales
de sourie anti-ferritine marquées ala
phosphatase a caline + azoture de sodium
19/l

6-7 Tampon de lavage

8 Tampon de lavage : diéthanolamine 1,1mol/I
+ azoture de sodium1g/l

9 Vide

10 Cuvette de lecture avec substrat : 4-méthyl-
ombelliferyl phosphate (0,6mmol) +
diéthanolamine (0,-émol/l) +azoture de
dodium 1g/I
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Glossaire

Fibrinogene : facteur de la coagulation la nature protéique.

Hématologie : branche qui étude le sang et ses maladies (hémopathie).

Maladie ceeliaque : syndrome de malabsorption due a une immunoallergie vis-a-vis
du gluten caractérisé par une atteinte de tout ou une partie de la villosité recouvrant
I"intestin gréle.

Souche Multipotente : capable de donner naissance a multiples type cellulaire.

Splénomégalie: ¢'est I'augmentation (mégalie) de larate (spléno).
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Résumé:
L’ anémie peut étre causée par une carence en fer ou par d’ autres problémes de santé ou de

nutrition. Il est important d'établir la distinction entre les causes. Deux raisons viennent

I’ expliquer :

* Les mesures d’ hémoglobine sont importantes pour diagnostiquer I’anémie mais elles
ne sont ni sensibles ni spécifiques en ce qui concerne la carence en fer.,

» Une intervention ne réussira a éviter I’anémie que s elle s attaque aux causes sous-
jacentes. Dans un grand nombre de pays en dével oppement, il N’ est guere probable que
tous les cas d’anémie proviennent d une carence en fer puisque d autres carences
nutritionnelles ainsi que le paludisme, des charges élevées de certains helminthes et
d autres mal adi es inflammatoi res/infectieuses sont également al’ origine de I’ anémie.

La connaissance des causes sous-jacentes de |’anémie permettra aux responsables des
programmes de déterminer le type d'intervention qu’il faut mettre en ceuvre pour réduire la
prévalence éevée et inacceptable de I’ anémie dans un grand nombre de pays. En effet, quand
la majorité des cas d’ anémie n’est pas imputable a la carence en fer, la supplémentassions en
fer ou le fait d’ enrichir les aiments avec du fer n’aura que peu d’ effet en soi pour prévenir et
lutter contre |’ anémie.

Motsclés: carence en fer, anémieferriprive
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