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RESUME

Objectif : L'objectif principal de ce travail était de
procéder a I'évaluation du test bactériologique dans
le diagnostic de la drépanocytose en utilisant des
souches d’entérobactéries.

Matériel et méthodes: il s’agit de I'évaluation d’un
test de diagnostic qualitatif par rapport a un test de
référence qui s’est déroulé au laboratoire de diagnos-
tic de biologie médicale du Centre Hospitalier Régio-
nal de Ziguinchor du 1er au 31 Juillet 2015. Tous les
patients agés d’au moins 6 mois a qui un test d’Em-
mel a été prescrit, ont été retenus pour I'étude. Sur
chaque prélevement, un test de falciformation par la
méthode au métabisulfite de sodium a 2% et par la
meéthode bactériologique ont été réalisés.

Résultats : Cinquante (50) prélevements ont été re-
tenus pour I'étude et trois souches d’entérobactéries
ont été testées. Il s’agit de Citrobacter sp, Escheri-
chia coli et Klebsiella pneumoniae Les résultats de
I'évaluation du test bactériologique ont donné 100%
pour la spécificité et 100% pour la sensibilité. De ces
parametres, on déduit un taux de faux négatifs égal a
0, un taux de faux positifs égal a 0, une valeur prédic-
tive positive du test égale a 1 et une valeur prédictive
négatif aussi égale a 1.

Conclusions : Ces résultats montrent que ce test
bactériologique de falciformation peut étre utilisé
comme alternative ou test de substitution a la métho-
de au métabisulfite de sodium dans le diagnostic de
la drépanocytose dans les laboratoires polyvalents
qui font la culture des bactéries et isolent réguliere-
ment les entérobactéries.

Mots-clés : Drépanocytose, Test d’Emmel, Falcifor-
mation bactériologique des hématies
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE BACTERIOLOGICAL
METHOD IN SICKLE CELL ANEMIA DIAGNO-
SIS

Objective: The main objective of the present study is
fo evaluate the bacteriological test in the diagnosis of
sickle cell disease using enterobacteria strains.
Materials and methods: the objective of this study
is to evaluate a qualitative diagnostic test compared
to a reference test which was conducted in the dia-
gnostic laboratory of medical biology of the Regional
Hospital Center of Ziguinchor from 1 to 31 July 2015.
All patients aged at least 6 months to whom an Em-
mel test was prescribed were retained for the study.
On each sample, a sickling test was performed using
the 2% sodium metabisulphite method and the bac-
teriological method.

Results : Fifty (60) samples were retained for the
study and three enterobacteriaceae strains were tes-
ted. These include Citrobacter sp, Escherichia coli et
Klebsiella pneumoniae. The results of the bacteriolo-
gical test gave 100% for specificity and 100% for sen-
sitivity. From these parameters, a false negative rate
equal to 0, a false positive rate equal to 0, a positive
predictive value of the test equal to 1 and a negative
predictive value also equal to 1 are deduced.
Conclusion : These results show that this bacterio-
logical sickling test can be used as an alternative or
substitution test to the sodium metabisulphite method
in the diagnosis of sickle cell disease in multi-purpose
laboratories that culture bacteria and regularly isolate
enterobacteriaceae.

Keywords: Sickle cell anemia, Emmel test, Bacterio-
logical sickling erythrocytes
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INTRODUCTION

L’hémoglobine S est couramment recherchée au la-
boratoire pour le diagnostic de la drépanocytose. La
technique utilisée en routine et en premiére intention
pour mettre en évidence cette hémoglobine S sans
tenir compte du caractére homozygote (HbS/HbS) ou
hétérozygote (HbA/HbS) est le test Emmel au mé-
tabisulfite de sodium a 2 % [1,2] qui est indiqué pour
des sujets agés d’au moins 6 mois. Avant cet age, le
fort taux d’hémoglobine feetal (HbF) inhibe la falci-
formation et conduit a de faux résultats négatifs. La
différenciation entre homozygote et hétérozygote se
fait par électrophorése de I’'hémoglobine ou par iso-
focalisation [1,3] le plus souvent. L’alternative au test
d’Emmel au métabisulfite de sodium qui est un test
rapide donnant des résultats au bout de trente mi-
nutes, est jusque-la la méthode des 24 heures sans
métabisulfite de sodium.

Aprés des faux résultats négatifs observés chez des
patients drépanocytaires connus suite a une mau-
vaise préparation de la solution de métabisulfite de
sodium ou suite a une détérioration de la poudre uti-
lisée pour la préparation de la solution, notre labora-
toire était obligé aprés quelques temps sans faire le
test d’Emmel de recourir a la méthode de détermina-
tion de 'hémoglobine S sans métabisulfite de sodium
sur 24 heures [2] .

La détermination de 'hémoglobine S pouvant étre
une urgence dans la prise en charge thérapeutique
des douleurs dans les crises de la drépanocytose en
plus de 'anémie chez les sujets homozygotes [4-6],
il est alors nécessaire de trouver un moyen alterna-
tif de diagnostic rapide dans le cas ou la méthode
au métabisulfite de sodium serait indisponible. La
méthode bactériologique pourrait-elle ainsi étre une
alternative a la méthode biochimique au métabisul-
fite de sodium a 2% ? C’est pour répondre a cette
question que nous avons décidé d’évaluer la métho-
de bactériologique de falciformation évoquée par le
Laboratoire Biologie Tropicale (Bioltrop) sur son site
en la date du 20 Janvier 2015 [2] en vue de l'utiliser
en routine

L'évaluation de cette méthode avec des résultats
concluants permettra de contourner les problémes
de réactif mal préparé ou détérioré qui entrainent des
résultats faussement négatifs. Elle permettra égale-
ment de palier aux problémes de rupture éventuelle
et de colt de réactif. Enfin, elle permettra d’avoir une
alternative au test au métabisulfite de sodium a 2%
pour le diagnostic rapide et en routine de 'hémoglo-
bine S.

L'objectif principal de ce travail est de procéder a
I'évaluation de la méthode bactériologique dans le
diagnostic de la drépanocytose en utilisant des sou-
ches d’entérobactéries isolées aprés culture. L'objec-
tif secondaire de ce travail est de valider le mode
opératoire utilisé au cours de I'évaluation en vue de
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son utilisation en routine.

Afin atteindre les objectifs, nous allons procéder a la
détermination de la sensibilité et de la spécificité du
test bactériologique par rapport au test biochimique
au métabisulfite de sodium a 2%. La méthode au mé-
tabisulfite de sodium a 2% est choisie comme étant
la méthode de référence. De la sensibilité et de la
spécificité du test bactériologique, on pourra déduire
le taux de faux positifs, le taux de faux négatifs, la
valeurs prédictive positive et la valeur prédictive né-
gative de ce test bactériologique.

1. MATERIEL ET METHODES
1.1. Matériel

L’étude s’est déroulée a I'hépital Régional de Ziguin-

chor et a duré un mois (1er au 31Juillet 2015).11 s’agit

de 'évaluation d’'une méthode de diagnostic qualitatif

par rapport a une méthode de référence. La méthode

a évaluer est la méthode bactériologique pour le dia-

gnostic de la drépanocytose (mise en évidence de

'HbS) et la méthode de référence est la méthode au

métabisulfite de sodium a 2%.

Les patients &gés d’au moins six mois sans distinc-

tion de sexes, sont des malades hospitalisés ou

suivis a titre externes et a qui un test dEmmel est

prescrit. Les enfants de moins de six mois qui ont en-

core un taux d’hémoglobine fcetale élevé inhibant la

falciformation pour donner des résultats faussement

négatifs sont exclus de I'étude.

Comme type d’échantillons, nous avons utilisé du

sang total prélevé sur EDTA (anticoagulant).

Plusieurs souches d’entérobactéries en fonction de

celles qui seront isolées dans le laboratoire vont étre

utilisées au cours de cette évaluation. Une fois iso-

Iées, ces souches vont étre entretenues par repiqua-

ge tous les deux jours sur milieu Muller-Hinton.

Matériel de laboratoire utilisé comprend :

* Microscope avec objectif X 40

* Lames et lamelles

« Solution de métabisulfite de Na a 2%

+ Eau distillée

* Souches bactériennes

+ Densitométre

« Eau physiologique

* Tubes a essai

+ Etuvea 37°c

* Pipette de 1000 pl, de 10 a 100 pl

* Tube de prélévement contenant 'lEDTA comme
anticoagulant

+ Gants

*  Mouchoirs en papier
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1.2. Méthodes
1.2.1. La méthode de référence au métabisulfite
de sodium a 2% [1,2]

1.2.1.1. Principe

Ce principe exploite le pouvoir réducteur du méta-
bisulfite sur les hématies contenant 'hémoglobine
S. Il consiste a provoquer entre lame et lamelle de
microscope la désoxygénation (réduction) totale de
'échantillon de sang a examiner : 'hémoglobine S
se polymérise alors sous forme de cristaux insolu-
bles allongés qui déforment des hématies. Cette dé-
formation est facilement observable au microscope,
grossissement x 40.

1.2.1.2. Mode opératoire

* Mettre une trés petite goutte de sang (environ 5
ul) sur une lame

» Juste a c6té ou dessus, mettre une goutte envi-
ron 4 fois plus grosse (environ 20 ul) de réactif

* Meélanger rapidement mais soigneusement

* Aspirer environ la moitié du liquide

»  Couvrir rapidement d’'une lamelle sans faire de
bulles d’air

» Laisser reposer 30 minutes

* Rechercher la falciformation au microscope, ob-
jectif X 40.

NB : il faut préparer la solution de métabisulfite de

sodium extemporanément et manipuler par série.

1.2.2. Méthode bactériologique [1,7]

1.2.2.1. Principe

Ce principe exploite le pouvoir réducteur des entéro-
bactéries sur les hématies contenant 'hémoglobine
S. Il consiste a provoquer entre lame et lamelle de
microscope la désoxygénation (réduction) totale de
I'échantillon de sang a examiner : ’hémoglobine S se
polymérise alors sous forme de cristaux insolubles
allongés qui déforment les hématies. Cette déforma-
tion est facilement observable au microscope, gros-
sissement X 40.

1.2.2.2. Mode opératoire

* Avec une pipette prélever et déposer dans un
tube a essai propre et sec 120ul de I'émulsion
bactérienne

* Avec une pipette, prélever et déposer sur les
120ul d’émulsion bactérienne 20ul de sang total
bien homogénéisé prélevé sur EDTA (dilution au
1/7éme)

» Agiter soigneusement le mélange

* Prélever et déposer 20ul du mélange sur une
lame

* Recouvrir de lamelle sans faire de bulle d’air (trés
important)

» Aspirer le surplus de liquide débordant avec un
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mouchoir en papier (type Cleanex®)

» Laisser reposer la préparation sur une surface
plane au moins 30 mn

» Lire au microscope au grossissement X 40 a la
recherche des hématies falciformes (lire en plu-
sieurs endroits : au centre, sur les bords !)

NB : commencer la manipulation par la préparation
de I'’émulsion bactérienne.

L’émulsion bactérienne est préparée extemporané-
ment de la maniére suivante : dans un tube a es-
sai, préparer dans de 'eau physiologique une émul-
sion dense de souche d’entérobactérie isolée apres
culture (densité comprise entre 5 et 15McF). A dé-
faut du densitométre, il faut s’assurer visuellement
du caractére dense (lactescent) de I'émulsion. Aprées
usage, les solutions bactériennes doivent étre élimi-
nées. Réaliser comme dans le test au métabisulfite
de sodium des analyses par séries. Les bactéries
présentes dans I'émulsion peuvent mourir aprés un
certain temps passé sur la paillasse. Ces bactéries
perdent ainsi leurs propriétés réductrices conduisant
a de faux résultats négatifs. Il en est de méme pour
les souches bactériennes non repiquées depuis plus
de 48 heures. Il faut utiliser un sang témoin positif
(sang d’'un malade drépanocytaire connu testé au
méme moment que les prélévements).

1.2.3. Détermination de la sensibilité et de la
spécificité [8]

La sensibilité est définie comme étant le rapport du
nombre de malades positifs au test bactériologique
sur le nombre de malades positifs au test biochimi-
que au métabisulfite de sodium a 2%.

La spécificité est définie comme étant le rapport du
nombre de patients négatifs au test bactériologique
sur le nombre de patients négatifs au test biochimi-
que au métabisulfite de sodium a 2%.

Valeur prédictive positive est donnée par le rapport
des vrais positifs (donnés par test référence) sur
'ensemble des tests positifs (donnés par le test a
évaluer).

Valeur prédictive négative est donnée par le rapport
des vrais négatifs (donnés par test référence) sur
'ensemble des tests négatifs (donnés par le test a
évaluer).

Taux de faux positifs est donné par le rapport du
nombre de malades négatifs au test de référence et
positif au test a évaluer sur le nombre total de pa-
tients négatifs au test de référence.

Taux de faux négatifs est donné par le rapport du
nombre de malades positifs au test de référence et
négatif au test & évaluer sr le nombre total de pa-
tients positifs au test de référence.

ISSN 2424-7243



2. RESULTATS ATTENDUS [1,2]

* Le test est négatif si les hématies conservent leur
forme ronde.

* Le test est positif si les hématies prennent pro-
gressivement une forme de faucille, de feuilles de
houx, de banane aux extrémités pointues, sou-
vent dentelées.

NB : Un sujet sain posséde moins de 1 % de cellules

falciformes.

3. RESULTATS OBTENUS
3.1. Evaluation de la méthode bactériologique
- Nombres de souches bactériennes testées : au
cours de 'étude, trois souches d’entérobactéries ont
été simultanément utilisées. Il s’agit de Citrobacter
sp, Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae.

Tableau | : récapitulatif des résultats obtenus

Nombre Nombre Nombre Nombre Nombre
de préle- | decasde | decasde | de casde | de cas de
vements | TE positif | TB positif | TE négatif | TB négatif
Testés
50 7 7 43 43

TE= test dEmmel ; TB= test bactériologique

NB : Les mémes malades qui sont positifs au test
bactériologique pour chacune des trois souches sont
les mémes qui sont positifs au test avec le métabi-
sulfite de sodium. Aussi, les malades négatifs a la
méthode bactériologique pour chacune des trois sou-
ches utilisées sont les mémes qui sont négatifs a la
méthode au métabisulfite de Na.

Du tableau I, on tire les résultats suivants :

» Sensibilité du test bactériologique par rapport au
test au métabisulfite de sodium : 100%

» Spécificité du test bactériologique par rapport au
test au métabisulfite de sodium : 100%

» Valeur prédictive positive du test bactériologique
par rapport au test au métabisulfite de sodium :
1

» Valeur prédictive négative du test bactériologique
par rapport au test au métabisulfite de sodium :
1

*  Faux positifs : 0

* Faux négatifs : 0

3.2. Commentaires des résultats

Les trois souches d’entérobactéries que nous avons

utilisées pour cette évaluation ont donné des résul-

tats identiques. Le métabolisme des entérobactéries

étant en général réductrice [7], nous pouvons admet-

tre que n'importe quelle souche d’entérobactérie peut
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étre utilisée pour effectuer 'analyse car possédant
toutes le pouvoir réducteur.

Les résultats obtenus ont donné une sensibilité de
100% et une spécificité de 100% quelle que soit la
souche bactérienne testée. De ces valeurs, on peut
déduire un taux de faux négatifs qui est égal a 0, un
taux de faux positifs égal a 0, une valeur prédictive
positive du test égale a 1 et une valeur prédictive né-
gatif aussi égale a 1. Ces résultats montrent que le
test de falciformation bactériologique équivaut bien
le test au métabisulfite de sodium a 2% et peut dans
ce cas lui étre substitué ou étre utilisé comme alter-
native a ce dernier.

Le mode opératoire utilisé au cours de cette évalua-
tion a été validé sur le plan opérationnel. Une secré-
taire du laboratoire qui n’a aucune information, aucu-
ne connaissance théorique sur la méthode a juste
suivi ce mode opératoire et est arrivée aux mémes
résultats qu’une technicienne supérieure qui a suivi
ce mode opératoire. Ces résultats obtenus au cours
de cette validation opérationnelle de la méthode bac-
tériologique sont identiques aux résultats obtenus
par la méthode chimique au métabisulfite de sodium
a 2%.

CONCLUSION

Les résultats obtenus au cours de cette étude mon-
trent que sur le plan de la sensibilité et de la spécifi-
cité, la méthode bactériologique de diagnostic de la
drépanocytose par la mise en évidence de ’lhémoglo-
bine S équivaut la méthode chimique au métabisulfite
de sodium a 2% quelle que soit la souche d’entéro-
bactérie utilisée. Cette méthode bactériologique peut
ainsi étre utilisée aisément en routine au laboratoire
comme méthode alternative ou substitutive a la mé-
thode au métabisulfite de sodium a 2% en respectant
les conditions et le mode opératoire tels que validés
au cours de cette étude.
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