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RESUME

Prérequis: La maladie de Willebrand (VWD) est la pathologie
hémorragique constitutionnelle la plus fréquente. Elle est
caractérisée par une trés grande hétérogénéité clinique, biologique
et moléculaire. Dans certains types de la maladie, la caractérisation
précise de 'anomalie peut étre difficile.

But : Nous rapportons les caractéristiques clinico-biologiques de la
VWD et analysons les difficultés diagnostiques.

Méthodes : 33 cas de VWD sont diagnostiqués entre février et mai
2011. Un bilan d’hémostase standard avec une étude du complexe
Willebrand (FVIII:C, VWF : Ag et VWF : RCo), un groupage sanguin
et une NFS sont réalisés dans tous les cas.

Résultats : L'age moyen au diagnostic est de 13 ans [10 mois- 43
ans]. Le sex ratio M/F est de 0,5. Les patients sont classés type 3
dans 52% des cas, type 2 dans 30% des cas et type 1 dans18% des
cas. Le diagnostic du type 2B est suspecté devant 'association d'un
rapport VWF:RCo / VWF: Ag< 0,7 a une thrombopénie dans 1cas.
Conclusion : Nous disposons des tests minimums requis pour le
diagnostic positif et l'identification des principaux types. Des
techniques plus spécialisées permettront d’affiner le diagnostic des
variants type 2 pour une meilleure orientation thérapeutique.

Mots-clés
Maladie de von Willebrand, facteur de von Willebrand, diagnostic
biologique, difficultés.
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SUMMARY

Background: Von Willebrand's disease (VWD) is the most commonly
inherited bleeding disorder. It is characterized by clinical, biological
and molecular heterogeneity. In certain types of the disease,
diagnosis can be difficult.

Aim : We report the clinico-biological characteristics of VWD’s
patients and analyze diagnosis difficulties.

Methods :33 cases were diagnosed in the laboratoryfrom February to
May, 2011. Screening hemostasis included the measuring of FVIII: C,
VWF: Ag and VWF: RCo. Blood cell count and blood group were
performed in all cases.

Results : Mean age at diagnosis is 13 years [10 months -43 years].
The sex ratio M/F is 0.5. The patients are classified type 3 VWD in
52% of the cases, type 2 VWD in 30 % of the cases and type 1 VWD
in 18 % of the cases. The diagnosis of type 2B VWD suspected in
combination of the ratio VWF:RCo / VWF:. Ag <0,7 and
thrombocytopenia in one case. Required tests for positive diagnosis
and distinction between the primary categories of VWD are available.
Specialized tests will allow a best characterization variants type 2
VWD for a better therapeutic approach.

Key-words
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Difficulties.



La maladie de Willebrand (VWD) est la plus fréquente des maladies
hémorragiques constitutionnelles. Elle est liée & une anomalie
qualitative ou quantitative du facteur Willebrand (VWF). Elle est
caractérisée par une grande hétérogénéité clinique et biologique. Il
existe 3 principaux types qui correspondent a des mécanismes
physiopathologiques différents, entrainant des caractéristiques clinico-
biologiques distinctes et des difficultés diagnostiques [1]. L'objectif de
notre travail est de rapporter les caractéristiques clinico-biologiques de
patients atteints de VWD et d’analyser les difficultés diagnostiques.

METHODES

+ Patients : Il s'agit d'une étude de cas consécutifs ayant concerné
33cas de VWD diagnostiqués au laboratoire d’hématologie de I'hdpital
Aziza Othmana entre février et mai 2011.Les données cliniques
relevées sont principalement: 'age, la consanguinité, les antécédents
familiaux, les circonstances de découverte et les manifestations
hémorragiques.

+ Conditions préanalytiques : Les conditions préanalytiques en
hémostase respectent les recommandations de I'International Society
Thrombosis Hemostasis. Le prélevement est fait sur citrate de sodium
0,109 M (9 vol de sang:1 vol d’anticoagulant) et acheminé au
laboratoire dans les plus brefs délais. Le plasma pauvre en plaquettes
est obtenu aprés une double centrifugation de 3000 tours par minute
pendant 15 minutes chacune, et distribué dans des micro-tubes en
plastique puis congelés a — 20°C. La décongélation est faite au bain-
marie a 37°C pendant 10 415 minutes.

* Bilan d’hémostase : Le bilan d’hémostase initial comprend: un temps
de Quick (TQ), un temps de céphaline avec activateur (TCA) et un
dosage du fibrinogéne réalisés par technique coagulométrique sur
I'automate STA Compact (STAGO®). L'épreuve de mélange (plasma
du témoin avec plasma du malade & volume égal) est réalisée devant
tout allongement du TCA. Une numération formule sanguine (NFS)
avec numération plaquettaire est faite pour chaque patient sur
BECKMAN® : LH 750 ANALYZER.

+ L'étude du complexe Willebrand : Elle comprend:

- Un dosage de lactivité cofacteur de la ristocétine du VWF
(VWF:RCo): effectué par une méthode manuelle semi-quantitative par
technique d’agglutination sur une plaque en verre.

- Un dosage de I'antigéne du VWF plasmatique (VWF: Ag): réalisé par
technique ELFA (Enzyme-Linked Fluorescent Assay) sur mini -
VIDAS®.

- Un dosage du FVIIl coagulant (FVIII:C) par technique
coagulométrique sur STA Compact STAGO®.

L'interprétation des résultats a tenu compte du contexte clinique et des
groupes sanguins ABO. Le ratio VWF : RCo / VWF : Ag est calculé
pour distinguer le type 1 (ratio > 0,7) du type 2. Le type 1 est retenu
devant des taux de VWF : Ag et VWF : RCo inférieurs a 60% pour les
patients de GS non O et des taux de VWF : Ag et VWF : RCo inférieurs
a 40% pour les patients de GS O. Le type 2B est suspecté devant un
ratio <0,7 et une thrombopénie associée. Le type 3 est défini par un
VWEF: Ag et une VWF: RCo < 5%. Le diagnostic est confirmé devant
au moins deux déterminations réalisées sur deux prélevements
différents associées a un contexte clinique évocateur (bleeding score

positif).
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RESULTATS

Caractéristiques épidémiologiques et cliniques:

L'age moyen au diagnostic est de 13 ans [10 mois- 43 ans]. Le sex
ratio M/F est de 0,5. Une consanguinité parentale est notée dans 38%
des cas. Un antécédent familial hémorragique est retrouvé dans 55%
des cas. Les principales circonstances de découverte sont les
épistaxis (30% des cas), les méno-métrorragies (27% des cas), les
ecchymoses (18% des cas), les gingivorragies (21% des cas) et les
hémorragies digestives (12 % des cas). Une découverte fortuite lors
d'un bilan systématique est faite dans 12 % des cas. Les
manifestations hémorragiques sont essentiellement de type cutanéo-
muqueuses. Elles sont résumées dans la figure N°1.

Figure 1: Répartition des manifestations hémorragiques
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Bilan biologique :

Une anémie hypochrome microcytaire et une thrombopénie sont
retrouvées respectivement dans 45% et 3 % des cas. Le groupe
sanguin O est retrouvé dans 4 cas de type 1 et type 3 de VWD
respectivement et dans 3 cas de type 2 de VWD.

Bilan d’hémostase :

Le bilan d’hémostase initial révéle un TCA allongé isolé et corrigé a
I'épreuve du mélange dans 69,69% des cas. L'étude du complexe
Willebrand note une activité VWF: RCo abaissée dans tous les cas
avec une moyenne de 15,77% [0% - 55%]. Le taux de VWF : Ag est
abaissé dans 81,81% des cas [0% - 120%)]. Le taux de FVIII: C est
abaissé dans 81,81% des cas [0%-81%]. La classification de nos
patients est représentée dans la figure N°2.

Le bilan biologique des patients en fonction du type de la VWD est
résumé dans le tableau N°1.
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Figure 2 : Classification des patients
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Tableau 1: bilan biologique en fonction du type de la VWD

Tests Type 1 Type 2 Type 3
(n=6) (n=10) (n=17)
Moyenne Moyenne Moyenne
[extrémes] [extrémes] [extrémes]
Hémoglobine (g dI-1) 10,6 12 10,3
[5,1-13,8] [7,4-16,6] [2,1-13,6]
Plaquettes (10%/mm?) 2426 221 278,647
[148 - 321] [56 - 367] [156 - 389]
TCA(s) 35,5 37,2 58,6
[31-41] [30,1- 56] [38 - 74]
TQ (s) 13 13,1 13,1
[12-13,7] [12 - 154] [12-14,5]
FVII:C(% activité) 47 56 3
[30 - 60] [30 - 81] [0-20]
VWF :Ag (% activité) 39,7 74 1,4
[15,7 - 57] [46,1 - 120] [0-5]
VWF :RCo (%activité) 39,5 27 0,68
[12 - 55] [12 - 50] [0-5]
VWF : RCo / VWF : Ag 0,97 0,36 -
[0,76 - 1,37] [0,2-0,6]
Fibrinogéne (g L-1) 3,6 31 33
[2-42] [2-52] [1,6-4,8]
DISCUSSION

La VWD est la plus fréquente des maladies hémorragiques
constitutionnelles. Sa prévalence est estimée entre 0,6 et 3 % de la
population générale selon les séries rapportées [2]. Sa prévalence en
Tunisie n'est pas encore connue vu 'absence d’un registre national.
L'age moyen au diagnostic est de 13 ans [10 mois- 43 ans] dans notre
série. Cependant, il était plus tardif dans une série mexicaine [3] avec
une moyenne de 18,5 ans [3-63 ans]. Cette différence pourrait étre liée
a des criteres différents de choix de la population étudiée.

La VWD touche les deux sexes avec un sex ratio (M /F) de l'ordre de
0,8 a 1[4]. Dans notre étude, il est de 0,5. Ce résultat est comparable
a celui d’A. Majluf-Cruz et al [3] qui notent un sex ratio a 0,55. Cette
prédominance féminine pourrait &tre liée a un biais de sélection de nos
patients. Notre institution est en effet, un centre hospitalier de 2éme
ligne englobant un service de gynéco-obstétrique et un service
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d’hématologie.

Le tableau clinico-biologique est hétérogéne. Dans la population
générale, la dispersion des taux de VWF est trés grande, de nombreux
facteurs environnementaux ou génétiques pouvant modifier
I'expression du géne impliqué. Le groupe sanguin ABO est 'un des
déterminants génétiques majeurs du taux de VWF. Ainsi, les sujets de
GS O ont des taux de VWF:. Ag, VWF : RCo et FVII:C
significativement plus bas de 25 a 35% que ceux des personnes
d'autres groupes [1,5]. Dans notre série, l'interprétation des résultats
a tenu compte des groupes sanguins ABO et du contexte clinique du
patient. Les taux de VWF des patients avec un déficit trés modéré
peuvent chevaucher ceux d’une population normale. Le diagnostic du
type 1 est retenu devant une forte suspicion clinique de VWD associée
a des taux de VWF : Ag et VWF : RCo inférieurs a 60% pour les
patients de GS non O et des taux de VWF : Ag et VWF : RCo inférieurs
a40% pour les patients de GS O. En effet, le seuil en dessous duquel
le diagnostic de VWD est certain est extrémement discuté, en
particulier pour les déficits quantitatifs partiels [6]. Le consensus
britannique [7] retient que le diagnostic de VWD de type 1 est possible
pour des taux de VWF : Ag et VWF : RCo inférieurs a 50 Ul/dl a deux
reprises (sans considération d'age ou de groupe ABO). Le consensus
américain [8] recommande un seuil de 30 Ul/dl au-dessous duquel le
diagnostic de VWD de type 1 est certain. Le contexte clinique
évocateur a aussi suscité beaucoup de réflexions de la part des
experts. Depuis quelques années, des outils permettant de quantifier
de fagon objective le syndrome hémorragique ont été développé tel le
score hémorragique élaboré par Tosseto et al [9].

Les manifestations hémorragiques de la VWD varient au sein d'une
méme famille et dans le temps chez un méme sujet. La tendance
hémorragique s'atténue souvent avec I'age [10, 11, 12]. La VWD est
découverte dans notre série & l'occasion essentiellement d'un
syndrome hémorragique cutanéo-muqueux (96% des cas) et lors d'un
bilan systématique (12% des cas). Les hémorragies cutanéo-
muqueuses sont les manifestations cliniques les plus rapportées chez
nos patients comme c'est décrit dans la littérature [13]. Les méno-
métrorragies sont notées chez 39 % de nos patientes versus 3 a 36%
dans la littérature [14]. Les hématomes sont moins décrits [15].
Cependant, dans notre série et dans la série mexicaine [3] ils sont
retrouvés chez 30% et 71,7% des patients respectivement. Ceci
pourrait s’expliquer par le fait que la forme sévere de la maladie est
fréquente dans notre série.

L'exploration biologique de la VWD permet le diagnostic positif et
lidentification du type quantitatif ou qualitatif [10, 16]. Le bilan de
départ comprend au minimum une NFS, un TQ, un TCA et un dosage
du fibrinogéne. Cette évaluation initiale ne permet en aucun cas
d'affirmer ou d’exclure le diagnostic de la VWD. Le TCA varie en
fonction du type de la maladie, il peut étre normal notamment en cas
de syndrome inflammatoire associé [6]. Dans notre série, le TCA est
normal dans 30,31% des cas. Certains réalisent aussi un temps de
saignement (TS) ou une mesure du temps d'occlusion plaquettaire
(TOP) sur l'automate PFA100, tests qui permettent une exploration
globale de 'hémostase primaire [6]. Dans la VWD, la sensibilité du TS
est de 50 a 60% alors que celle du TOP est de 90% [6]. Ces deux
derniers tests ne sont pas réalisés dans notre laboratoire. En effet, le
TS manque de sensibilité et de spécificité pour le diagnostic de la
VWD.



Le développement du TOP serait intéressant surtout dans I'urgence.
La confirmation du diagnostic nécessite le recours au dosage
spécifique du complexe FVIII-VWEF :

- Le dosage de VWF: RCo est primordial, permet le
diagnostic de VWD. C'est un test fonctionnel qui mesure la capacité du
VWF a se lier aux plaquettes en présence de ristocétine soit en
technique agrégometrique ou par le test d'agglutination
macroscopique semi-quantitatif sur lame particulierement utile en
urgence. Un taux bas conforte le diagnostic, mais le test
d’'agglutination macroscopique présente quelques inconvénients :
faible sensibilité et mauvaise reproductibilité [17]. Le test d’agrégation
plaquettaire induite par la ristocétine (RIPA) du plasma riche en
plaquettes peut étre normal au cours de la VWD [6]. Il a pour but de
déceler un variant particulier caractérisé par une hyperaffinité du VWF
pour la glycoprotéine plaquettaire Ib (GPIb). Il est recommandé par
certaines équipes comme test de premier niveau afin de ne pas
méconnaitre les cas ou les taux de VWF et de FVIII: C sont normaux
[6]. Le test d'agglutination macroscopique sur lame s’avere plus
sensible et plus fiable que ce dernier [17]. Par ailleurs, une
automatisation des mesures de VWF: RCo est désormais, possible sur
quelques automates récents [11, 18,19].

- Le dosage VWF : Ag : est primordial pour le diagnostic de
VWD en particulier dans les formes modérées et frustes. La technique
de référence étant celle réalisée par ELISA [17]. Elle est, certes,
sensible et spécifique, mais reste de réalisation longue, non
automatisée et non adaptée aux dosages unitaires, ce qui limite son
utilisation aux cas urgents [17]. Ces inconvénients sont palliés par
I'installation de la technique ELFA, rapide et automatisée
(Vidas®vWF) [20] ; technique adoptée dans notre étude.

- Le dosage du FVIII: C qui évalue indirectement la capacité
du VWEF a transporter et a maintenir le FVIII dans la circulation [6]. Un
taux de FVIII: C normal est fréquent dans la VWD et ne permet pas
d'exclure le diagnostic [21]. Cependant dans notre série, le taux de
FVIII: C est souvent abaissé (81,81% des cas) vu la fréquence des
formes séveres.

L'interprétation des résultats nécessite la connaissance du contexte
clinigue (syndrome inflammatoire, grossesse,..). Linfirmation ou
I'affirmation du diagnostic repose sur au moins deux déterminations
réalisées a deux occasions. L'analyse des rapports VWF : RCo /
VWEF: Ag et FVII:C/VWF : Ag doit étre réalisée systématiquement
puisqu'elle permet de s'orienter vers le type de déficit. La pertinence
de ces ratios est limitée par le taux de VWF : Ag qui, S'il est inférieur a
15 Ul/dI, peut mettre leur valeur informative en défaut [6]. Un rapport
VWF : RCo / VWF : Ag abaissé (le seuil discriminatif de 0,6 ou 0,7
reste discuté [6]) est en faveur d'une anomalie qualitative d'interaction
du VWF avec les plaquettes ; un rapport FVIII:C/VWF : Ag abaissé
(inférieur & 0,6) peut étre en relation avec une anomalie d'interaction
du VWF avec le FVIII ou avec une hémophilie modérée ou mineure.
La VWF : RCo peut ne pas détecter des anomalies de liaison du VWF
au collagéne et elle est moins sensible que la mesure de la capacité
de liaison du VWF au collagéne (VWF : CB) [6]. La mesure de VWF :
CB est assurée par un test ELISA qui souffre encore d’'un manque de
standardisation [21]. Le VWF : CB est sensible aux variants
fonctionnels associés a la perte des multimetres de haut poids
moléculaires (MHPM) [21]. En revanche, il comporte I'inconvénient de
ne pas permettre la distinction entre une anomalie quantitative et une
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anomalie qualitative par défaut de liaison du VWF aux plaquettes sans
anomalie du profil des multiméres. Le VWF : CB et la VWF : RCo sont
donc deux tests complémentaires, et la VWF : RCo restant le test de
premiére intention [21].

Trois grands types de la VWD sont décrits : Le type 1 dd a un déficit
quantitatif partiel en VWF, est rapporté chez 50 a 75% des patients
[21]. Dans notre série, le type 1 est peu représenté (18% des cas) par
rapport a sa prévalence dans la population générale et dans la série
mexicaine (88,7% des cas). En effet, il reste sous-estimé de par la
pauvreté des signes cliniques et le chevauchement du phénotype
biologique a celui de sujets sains dans les formes frustes.

Le type 2, correspondant a un déficit qualitatif en VWF ; s’avere plus
fréquent qu’originellement décrit et pourrait étre presque aussi
fréquent que le type 1 depuis 'avénement de la biologie moléculaire
[21]. Le type 2, décrit chez 15 & 19% des patients, est subdivisé en 4
principaux sous-types (2A, 2B, 2M et 2N) différenciés par des tests
spécifiques. Ce type 2 est plus fréquent chez nos patients (30 % des
cas). Le type 2B probable est retrouvé de fagon comparable a la
littérature (3 a 5% de toutes les VWD et environ 20% des cas de VWD
type 2) [21]. En effet, le diagnostic biologique des différents sous types
nécessite des examens spécialisés dont on ne dispose pas comme
I'étude électrophorétique des MHPM, I'agrégométrie, VWF : CB et
I'étude de la liaison de VWF au FVIII. Le diagnostic du type 2B dans
notre laboratoire a été retenu chez un patient devant seulement un
rapport VWF : RCo / VWF : Ag < 0,7 associé a une thrombopénie et a
une symptomatologie hémorragique évocatrice ; alors que sa
caractérisation nécessite I'étude de la liaison du VWF aux plaquettes
et la RIPA. En effet, la desmopressine est contre-indiquée dans ce
type vu le risque d'aggravation de la thrombopénie. Le type 2N est
retenu devant I'association du rapport FVIII:C/VWF : Ag< 0,7 avec un
TCA allongé corrigé et une clinique évocatrice.

Le type 3, secondaire a un déficit quantitatif total en VWF, est rapporté
chez 1 a 5% des patients [21]. Ce type 3 prédomine chez nos patients
(52% des cas versus 3,8% dans la série mexicaine [3]), ceci s’explique
d'une part par la sévéritt de la symptomatologie hémorragique
amenant les patients a consulter et d’autre part au biais de sélection
de notre centre.

Ainsi, il n'est pas toujours aisé de porter le diagnostic biologique.
Plusieurs difficultés diagnostiques se présentent. La phase pré-
analytique conditionne la qualité des résultats obtenus [22]. Les
explorations de laboratoire utilisées pour le diagnostic de la VWD
présentent aussi des insuffisances et des difficultés d'interprétation. La
non disponibilité¢ de certaines d’entre elles conduit, parfois, a une
sous- estimation de la maladie, en particulier dans les pays en voie de
développement [23].

Des experts internationaux ont proposé que le diagnostic de VWD
repose sur l'association de 3 criteres [24, 25] : I'existence d'une
symptomatologie hémorragique depuis I'enfance, un taux de VWF
diminué (inférieur au taux moyen -2DS d’'une population normale de
GS ABO apparié) et enfin I'existence d’une symptomatologie
hémorragique dans la famille. Ces critéres permettent aisément le
diagnostic des types 3, la majorité des variants type 2 et les déficits
partiels majeurs (VWF<30Ul/dl). Mais il existe clairement un
chevauchement a la fois du phénotype clinique et biologique entre les
formes les plus modérées (sujets ayants un taux de VWF compris
entre 30 et 50 Ul/dI) et les sujets sains [24,26]. Récemment, un
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modeéle statistique s'appuyant sur le théoréme de Bayes [27] et
consistant en une approche probabiliste prenant en compte le score
hémorragique et le taux de VWF du patient et des membres de sa
famille potentiellement atteints permet de calculer une probabilité
finale d'étre atteint de VWD de type 1. Cet outil n'est
malheureusement pas applicable en pratique clinique quotidienne.

CONCLUSION

Il'y a toujours une incertitude quant & la capacité des tests de
laboratoire a refléter la fonction du VWF in vivo. La trés grande
hétérogénéité clinico-biologique de la maladie ainsi que les difficultés
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