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GLOSSAIRE 

Transfert linéique d’énergie : quantité d’énergie transmise par une particule chargée 

dans le milieu environnant durant son parcours. Elle est exprimée en kEv.µm-1. 
 

Vecteur : molécule, cellule, acide aminé, acide nucléique… conférant au traceur ses 

caractéristiques biologiques qui permettront l’exploration spécifique des différents 

tissus, organes, selon le but de l’examen. 
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1 GENERALITÉS ET CONTEXTE 

1.1 Notions de physique nucléaire 

1.1.1 Historique 

La radioactivité est un phénomène physique naturel découvert à la fin du XIXe siècle1. 

En 1864, James Clerk Maxwell rédige la théorie de l’électromagnétisme qui explique 

l’existence d’ondes électromagnétiques (ondes radio, infra-rouge, lumière, ultra-violet, 

rayons X, gamma)2. 

Wilhelm Conrad Röntgen (1845-1923) découvre fortuitement en 1895 des rayons 

induisant une fluorescence qu’il nomme rayons X. Un an plus tard, Henri Becquerel 

met en évidence que l’Uranium émet des rayons pénétrants similaires aux rayons X 

qu’il appelle « Rayons Uraniques »1.  

Dans la continuité de ces recherches, Marie Curie observe d’autres éléments 

émetteurs de rayonnements comme le Thorium et nomme ces rayonnements 

« radioactivité » (du latin radius, rayon). Plus tard, avec son époux Pierre Curie, ils 

découvriront deux nouveaux éléments : le Polonium et le Radium1 et mettront en 

évidence que les éléments radioactifs émettent des rayonnements lors de leur 

désintégration qu’Ernest Rutherford identifiera comme les rayons bêta (β) et alpha (α).  

Paul Villard identifiera les rayons gamma (γ). La « vallée de stabilité » (Figure 13) 

représente le type de rayonnement émis par un atome radioactif pour revenir à l’état 

stable. 

 

Figure 1 :  Vallée de stabilité. 

Limite de stabilité neutrons 

Limite de stabilité protons 
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1.1.2 Notion de grandeurs 

Il existe des notions de grandeurs spécifiques pour définir l’activité d’une source 

radioactive et pour en mesurer l’exposition. 

 

1.1.2.1 Mesure d’activité d’une source radioactive 

Toute source radioactive possède une activité actuellement mesurable par deux 

grandeurs. Historiquement, le Curie (symbole Ci) est l’ancienne unité de mesure de 

l’activité. Un Curie correspond à l’activité de 1g de Radium 226 (226Ra).  

Le Becquerel, de sigle Bq, éponyme du Physicien français Henri Becquerel, est l’unité 

de mesure internationale la plus couramment utilisée. Elle correspond à une quantité 

de noyaux radioactifs se désintégrant en une seconde. Par exemple, des sources 

naturelles ont une faible activité comme un litre de lait de l’ordre du Bq ou le corps 

humain proche du kilobecquerel (kBq). Des sources de radioactivité d’activité plus 

élevée telles que les radiopharmaceutiques peuvent aller jusqu’au gigabecquerel 

(GBq). 1 Ci correspond à 37 GBq.  

 

1.1.2.2 Mesure de l’exposition à une source radioactive 

La mesure d’une exposition à une source radioactive dépend de quatre facteurs 

majeurs qui sont : la durée d’exposition, la distance nous séparant de la source 

radioactive, l’écran de protection et l’activité de la source.  

Le Gray, de sigle Gy, permet de mesurer la quantité d’énergie délivrée par un 

rayonnement à 1 kg de tissu traversé. On parle de dose absorbée4.  

Cette mesure ne tient pas compte du type de rayonnement émis par le radionucléide 

ni du type de tissu traversé.  

Le Sievert, de sigle Sv, permet de mesurer, le plus souvent en milliSievert (mSv), la 

dose absorbée en tenant compte du type de rayonnement émis par le radionucléide, 

de la quantité de rayonnement émis ainsi que de la sensibilité du tissu traversé par ce 

dernier5. 
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1.1.3 Les rayonnements ionisants 

1.1.3.1 Le rayonnement alpha (α) 

Le rayonnement α correspond à l’émission de particules alpha. L'énergie transférée 

par la particule traversant la matière par unité de distance est importante : on parle de 

transfert linéique d’énergie (TLE) élevé. La particule émise est issue d’un noyau père 

trop chargé en protons et en neutrons. Les noyaux d’hélium émis étant lourds, une 

feuille de papier suffit à les arrêter (figure 26). 

 

1.1.3.2 Le rayonnement bêta (β) 

Le rayonnement β se divise en deux sous-types de rayonnements :  

- Le rayon β+ est émis par un atome dont le noyau possède un excès de protons. 

Un de ces derniers se transforme spontanément en neutron et positon qui sera 

éjecté du noyau. 

- Le rayon β- est émis par un atome dont le noyau possède un excès de neutrons. 

Un de ces derniers se transforme spontanément en proton et électron qui sera 

éjecté du noyau. 

Le TLE du rayonnement β est plus faible que celle de la particule alpha. Un écran en 

plexiglas d’un centimètre d’épaisseur ou un écran d’aluminium de quelques millimètres 

d’épaisseur permet de stopper les rayonnements β. (Figure 2). 
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1.1.3.3 Le rayonnement gamma (γ) 

Le rayon γ est une onde électromagnétique composée de photons. Il est souvent émis 

après une désintégration de noyau β ou α. Le noyau fils à l’état excité se libère 

rapidement du trop-plein d’énergie résiduelle en émettant un rayon γ pour revenir à 

son état fondamental. L’épaisseur d’un écran de plomb ou d’une matière de forte 

densité est nécessaire pour atténuer une certaine quantité de photons (~ 60%) (figure 

2). Cette atténuation dépend de l’énergie de ces derniers. 

 

 

Figure 2 : Le pouvoir de pénétration des rayonnements. 

 

1.2 Médecine nucléaire 

1.2.1 Activités de la médecine nucléaire  

Depuis les débuts de la médecine nucléaire dans les années 1950, il est possible de 

diagnostiquer des pathologies d’ordre métaboliques, morphologiques ou infectieuses. 

La médecine nucléaire permet également de traiter d’autres pathologies. Le but étant 

d’utiliser les rayonnements émis lors de la désintégration des radioéléments, non plus 

pour visualiser les cellules ciblées comme en diagnostic, mais pour les léser. Des 

rayonnements à TLE élevé sont donc utilisés (α ou β-). 
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1.2.1.1 Principe de l’imagerie en médecine nucléaire  

L’imagerie nucléaire permet d’apporter des informations fonctionnelles sur un tissu ou 

organe dans le but de déceler précocement certaines anomalies (infection,  

inflammation, nodule, cancer…) ou, par exemple, pour suivre l’efficacité d’un 

traitement.  

Une imagerie métabolique est ainsi réalisée. Pour cela, un radionucléide est associé 

à un vecteur. L’ensemble, appelé traceur, va se fixer spécifiquement sur une cible 

(Figure 37). 

Cette méthode nécessite une faible activité de ce traceur, irradiant peu le patient8. 

 

Figure 3 : Image TEMP montrant une hyperfixation du 99mTc-HMDP sur des zones de 
remodelages osseux importants. 
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1.2.1.1.1 Spécificités de la gamma-caméra  

Les premiers essais de gamma-caméra font leur apparition dans les années 1940 avec 

un fonctionnement très lent et une image rudimentaire. 

C’est en 1956, que Hal Anger (Figure 49) met au point la caméra scintigraphique dont 

le principe de capture des rayonnements est le même que les caméras actuelles. 

 

Figure 4 : Hal Anger a créé les bases des systèmes d'imagerie sophistiqués utilisés 

aujourd'hui. 

La majorité des radionucléides émet des rayons γ d’énergie comprise entre 100 et 250 

keV. 

Pour obtenir une image, le rayon γ émis depuis le patient parcourt les collimateurs qui 

sélectionnent uniquement les rayons émis perpendiculairement à la tête de détection. 

Puis, un cristal scintillant composé de NaI convertit l’énergie de ces rayons en photons 

visibles ou UV. Le guide de lumière facilite l’arrivée des photons dans les 

photomultiplicateurs pour amplifier le signal qui pourra enfin être traité 

électroniquement (Figure 510). 

 

Figure 5 : Principe d’acquisition d’une image à l’aide d’une γ-caméra. 
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1.2.1.1.2 Spécificité de la caméra TEP 

Le patient reçoit une injection d’un médicament radiopharmaceutique émetteur de 

rayonnements β+ ou positons. Lorsqu’un positon émis rencontre un électron, ils 

s’annihilent pour donner une émission à 180° de photons γ d’énergie égale à 511 keV 

(Figure 611). Ces photons sont captés par la couronne de détection et un système 

informatique traite ensuite les données reçues afin de reconstituer une image en trois 

dimensions. Aujourd’hui, la caméra TEP est couplée avec un tomodensitomètre 

permettant d’associer l’image fonctionnelle de la caméra TEP à l’image de localisation 

du tomodensitomètre. 

 

Figure 6 : Principe de la Tomographie par Emission de Positons. 

 

1.2.1.2 Exemple d’examen de diagnostic : la scintigraphie 
aux leucocytes marqués  

La scintigraphie aux leucocytes marqués est un examen de médecine nucléaire 

indiquée en cas de suspicion d’infection ostéoarticulaire sur matériel ainsi qu’en cas 

de suspicion d’infection sur les prothèses cardiaques et vasculaires.  

En cas de recherche d’infection ostéoarticulaire, une scintigraphie osseuse12 aux 

dérivés des biphosphonates (hydroxyméthylène diphosphonate de sodium, HDP) 

marqués au technétium 99 métastable (99mTc) possédant une excellente sensibilité de 

90 à 100 % dans la recherche d’infections ostéoarticulaires, doit être réalisée au 
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préalable. Elle permet d’éliminer une ostéite, ou une arthrite septique par exemple. Si 

cette dernière est positive, la scintigraphie par marquage des leucocytes qui a 

démontré son intérêt pour identifier les infections ostéoarticulaires avec une spécificité 

de l’ordre de 80%12 peut être réalisée.   

Il s’agit d’un examen de diagnostic visant à observer la migration de leucocytes 

marqués vers un site inflammatoire et/ou infectieux. 

Après séparation des autres lignées cellulaires, les leucocytes sont marqués ex-vivo 

au 99mTc-HMPAO (CERETEC®), puis réinjectés au patient.  

En général, le protocole comporte une acquisition précoce à 1h puis 4h après l’injection 

et une acquisition tardive à 24h post-injection.  

La persistance de la fixation au niveau de la région d’intérêt à 24 heures permet 

d’orienter sur le caractère infectieux du foyer. 

 

1.2.1.3 Activités de thérapie  

Historiquement, l’activité en médecine nucléaire est essentiellement tournée vers le 

diagnostic avec l’utilisation de la γ-caméra puis de la caméra TEP à partir des années 

2000.  

En parallèle, l’irathérapie ou radiothérapie interne vectorisée (RIV) par l’iode 131 est 

indiquée depuis plusieurs décennies dans l’élimination du tissu thyroïdien après 

thyroïdectomie totale en cas de forte suspicion de tumeur résiduelle13 ou encore pour 

traiter certaines formes d’hyperthyroïdies (Annexe I). 

Récemment, des MRP marqués avec d’autres émetteur β- ont vu le jour comme 

l’Yttrium 90 (90Y) ou le Lutétium 177 (177Lu) (Annexe I).  

Le vecteur utilisé est identique mais les radionucléides diffèrent : un pour le diagnostic 

d’une pathologie spécifique, l’autre pour traiter cette même maladie permet à la fois 

de sélectionner des patients potentiellement répondeurs à la thérapie, mais aussi de 

prédire la réponse au traitement. Il s’agit du théranostic, néologisme dérivé des termes 

« thérapeutique » et « diagnostic ». 
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D’autres médicaments radiopharmaceutiques marqués aux émetteurs α voient 

récemment le jour comme l’actinium-225 (225Ac) ainsi que le radium-223 (223Rd). 

L’intérêt de ces derniers repose sur leur fort potentiel cytotoxique avec une grande 

quantité d’énergie déposée sur une très petite distance (Annexe I). 

 

1.2.1.4 Choix des radionucléides et des activités 

administrées  

Le 99mTc est un radionucléide émetteur de rayons γ pur, c’est-à-dire que 99% des 

rayonnements émis de l’état métastable de l’isotope pour retourner à son état 

fondamental, sont des rayons γ. Cette spécificité de rayonnement, son énergie ainsi 

que sa période d’environ 6 heures en font un élément pratique d’utilisation pour les 

examens à visée diagnostique tels que la scintigraphie osseuse. Le 99mTc est 

actuellement le radioélément le plus utilisé en imagerie nucléaire (Annexe I). 

 

1.3 Radiopharmacie et médicaments radiopharmaceutiques 

Suite à la loi 92-1279 du 8 décembre 1992 du Code de la Santé Publique (CSP) issue 

de la directive européenne 89/343/CEE, le médicament radiopharmaceutique (MRP) 

appartient au monopole pharmaceutique14. L’article R5104-15 du décret n° 2000-1316 

du 26 décembre 2000 indique que les PUI peuvent être autorisées à la préparation de 

MRP, sous réserve de disposer des moyens en locaux, personnel, équipements et 

systèmes d'information nécessaires15. Par conséquent, la Radiopharmacie doit se 

situer sur le même lieu géographique que la pharmacie à usage intérieur (PUI).  

 

1.3.1 Réglementation de la Radiopharmacie  

L’activité de la Radiopharmacie fait partie des activités optionnelles de la PUI décrites 

dans l’article L5126-9 du CSP. Cet article définit d’autres missions de la PUI disposant 

de moyens en locaux, équipements et personnels :   

- La réalisation des préparations hospitalières à partir de matières premières ou 

de spécialités pharmaceutiques ». 
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- La réalisation des préparations rendues nécessaires par les recherches 

biomédicales. 

- La délivrance des aliments diététiques destinés à des fins médicales spéciales. 

- La stérilisation des dispositifs médicaux. 

- La préparation des médicaments radiopharmaceutiques. 

- L'importation de médicaments expérimentaux. 

- La vente de médicaments au public. 

- La réalisation de préparations magistrales ou hospitalières, la reconstitution de 

spécialités pharmaceutiques ainsi que la stérilisation de dispositifs médicaux 

pour le compte d'autres établissements ou de professionnels de santé libéraux.  

 

1.3.2 Responsabilités 

L’arrêté du 1er décembre 2003 relatif aux qualifications et à la formation des 

pharmaciens utilisant des médicaments radiopharmaceutiques dans les 

établissements de santé prévoit que le pharmacien exerçant dans une unité de 

Radiopharmacie soit titulaire du diplôme d’études spécialisées complémentaires 

(DESC) de Radiopharmacie. Ce diplôme débute au cours de l’internat en Pharmacie 

Hospitalière.  

 

1.3.3 Législation sur le médicament radiopharmaceutique 

L’article L4211-1 du CSP octroie au radiopharmacien l’utilisation des générateurs, 

trousses, précurseurs et médicaments radiopharmaceutiques définis dans l’article 

L5121-1 du CSP16. Ces derniers sont également soumis à la réglementation du 

médicament, selon les conditions de l’article L5121-8 du CSP. 
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1.3.4 Missions radiopharmaceutiques  

Le radiopharmacien assure la gestion et la sécurisation du circuit des médicaments 

radiopharmaceutiques (livraison, stockage…), la prise en charge des préparations, 

contrôle qualité, dispensation et traçabilité de ces dernières.  

Il garantit, avec la personne responsable de la radioprotection, la conformité du 

stockage puis l’élimination des déchets radioactifs17.  

L’activité de la Radiopharmacie est soumise à autorisation et à la réglementation de 

deux organismes :  

- L’Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de santé 

(ANSM) pour les MRP qui sont de concert des médicaments. 

- L’Agence de Sureté Nucléaire (ASN) pour la radioprotection du personnel et 

des patients. 

Détaillons ici quelques points concernant la préparation des médicaments 

radiopharmaceutiques. 

 

1.3.4.1 Préparation des MRP 

On distingue les MRP prêts à l’emploi, qui ne nécessite qu’un reconditionnement 

unitaire, de ceux nécessitant une préparation qui consiste à marquer un vecteur (ou 

trousse) à partir d’un radionucléide. Dans le but de garantir la qualité d’une préparation 

pharmaceutique, le radiopharmacien peut s’appuyer sur différents guides techniques : 

- Le guide des bonnes pratiques de préparations (BPP) de septembre 2022, qui 

s’applique à l’ensemble des préparations pharmaceutiques qu’elles soient 

officinales, magistrales et hospitalières. Il concerne les préparations en petites 

séries limitées au traitement de 250 patients par lot sur une durée de 28 jours18. 

Les lignes directrices 4 (LD4) portant sur la préparation des médicaments 

radiopharmaceutiques sont toujours en cours de révision. Nous devons donc 

nous référer au chapitre 9 des BPP de 2007. 

- RCP (Résumé des caractéristiques du produit). 

- Pharmacopée européenne. 
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1.3.4.2 Préparations en système clos 

La ligne directrice 1 des BPP19 définit les préparations en système clos comme un 

« procédé de répartition aseptique permettant le prélèvement et le transfert d’un 

produit stérile vers un autre contenant stérile dans lequel les systèmes de fermeture 

des contenants et le matériel de transfert restent en place pendant toute la durée du 

processus de transfert, uniquement assuré par une aiguille stérile, une tubulure stérile 

ou tout autre dispositif de transfert stérile. Le transfert du produit stérile est réalisé de 

telle manière qu’il ne soit jamais en contact avec l’environnement ». Toujours d’après 

la ligne directrice 1 des BPP, le transfert immédiat d’une solution stérile dans un 

environnement de classe A peut être considéré comme étant un système clos19. Le 

matériel utilisé pour réaliser les préparations doit également être stérile. 

Il s’agit de la méthode de choix pour la préparation aseptique19.  

La préparation de la grande majorité des MRP est réalisée en système clos.  Toutes 

ces dispositions permettent d’obtenir un risque de contamination microbiologique 

« faible ». 

Les dernières exigences de la ligne directrice 4 des BPP en cours de validation, 

révèlent que les MRP préparés en système clos soient fabriqués dans une enceinte 

blindée de classe A elle-même placée dans une ZAC à minima de classe D20 (Figure 

7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Enceinte à haute énergie, Medisystem®. 
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1.3.4.3 Préparation en système ouvert 

D’après la ligne directrice 1 des BPP de 2022, « la préparation aseptique est 

considérée en système ouvert dès lors qu’une des étapes de préparation n’est pas 

réalisée en système clos selon la définition explicitée ci-dessus21. 

Une attention particulière est portée sur les contenants intermédiaires, concernant leur 

qualité microbiologique et la présence éventuelle d’endotoxines bactériennes. 

La préparation aseptique en système ouvert est associée à une filtration stérilisante 

(filtre stérilisant à 0,22μm) »21. 

 

1.3.5 Matériels et locaux  

Les marquages cellulaires et notamment de leucocytes sont des préparations dont 

plusieurs étapes sont réalisées en système ouvert sans possibilité de filtration 

terminale. 

Le risque de contamination microbiologique est donc considéré comme élevé et 

nécessite des conditions de préparation adaptées. Selon les BPP en cours de 

validation, ces MRP préparés en système ouvert, doivent être fabriqués dans une 

enceinte blindée de classe A elle-même placée dans une ZAC à minima de classe C20 

(Annexe II). 

Afin de réaliser la préparation dans des conditions aseptiques, l’utilisation de hotte à 

flux laminaire vertical, appelée poste de sécurité microbiologique (PSM)22 (Figure 8) 

est nécessaire. Selon le type de PSM (de type I à III, le type III correspondant à 

l’enceinte blindée), l’air est filtré ou non à l’entrée de celui-ci et est filtré à la sortie. Les 

PSM utilisés sont généralement de type II car ils permettent de filtrer l’air à l’entrée et 

à la sortie de l’enceinte à l’aide de filtres HEPA, ce qui empêche la contamination 

microbiologique des produits manipulés (Figure 8). 

Ils font l’objet d’une qualification avant leur première utilisation puis une fois par an 

pour les critères suivants21 :  

- Intégrité des filtres HEPA. 

- Laminarité du flux. 
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- Absence de fuites hors du poste de travail. 

- Contrôle particulaire. 

- Contrôle microbiologique. 

Le marquage doit également être réalisé à l’aide de dispositifs médicaux stériles 

(contenants plastiques, seringues, aiguilles…). 

Il existe des kits pour marquage de leucocytes en système clos23,24, afin de répondre  

au chapitre 3 des BPP25. L’avantage est de pouvoir manipuler en s’affranchissant de 

PSM, tout en protégeant le sang à marquer et le manipulateur d’une contamination 

microbiologique. Cependant leur coût et l’absence de flexibilité dans la préparation en 

font des dispositifs controversés, et finalement peu répandus dans les unités de 

Radiopharmacie. 

 

Figure 8 : PSM utilisé pour le marquage isotopique cellulaire au CH de Montluçon. 
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1.3.6 Règlementation sur les marquages cellulaires  

Actuellement, dans la loi française, aucune réglementation concernant le marquage 

cellulaire n’est réellement en vigueur. En effet, les cellules marquées ne répondent 

pas à la définition du médicament, ni à celle des thérapies innovantes26. Le marquage 

doit cependant être réalisé dans des conditions aseptiques et des contrôles qualité 

doivent être réalisés. 

 

1.3.7 Statut et qualification juridique des marquages cellulaires 

D’après l’article L5121-1, les marquages cellulaires peuvent être considérés comme 

des préparations magistrales non spécifiques d’une Radiopharmacie et donc d’une 

PUI27. 

Selon l’avis de l’ANSM en 2015, les préparations de cellules sanguines marquées 

n’ont pas le statut de médicament et aucun texte opposable ne définit les 

responsabilités de la réalisation des marquages et les modalités pratiques de 

préparation. L'activité de marquage cellulaire n'appartient pas au monopole 

pharmaceutique. 

Dans sa recherche d’établir un statut juridique au marquage cellulaire des éléments 

figurés du sang, l’étude menée par J. Poitou26 propose « la création d’une nouvelle 

catégorie de médicaments à usage humain répondant à la définition de la préparation 

radiopharmaceutique d’éléments figurés du sang à visée diagnostique »26. Ceci pour 

l’intégration du marquage des cellules sanguines dans le monopole pharmaceutique 

et rentrerait ainsi dans le champ de compétence du radiopharmacien. Il est toutefois 

détaillé dans les nouvelles BPP en cours de révisions, dans la ligne directrice relative 

à la préparation des médicaments radiopharmaceutiques, les techniques et 

l’environnement requis pour la mise en œuvre des marquages cellulaires. 
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1.3.8 Principe des différents marquages  

 

Type de cellules Médicament 
radiopharmaceutique 

ou précurseur utilisé 

Indications cliniques 

Leucocytes 

99mTc-HMPAO 
(CERETEC®) ou 

oxinate 111In 

Détection de foyers infectieux 
ostéo-articulaires en particulier 
sur prothèse. Diagnostic et 
suivi inflammatoire de l’intestin 

(rectocolite hémorragique, 
maladie de Crohn)28,29.  

Diagnostic et localisation 
d’infections de tissus mous 

(abcès abdominaux, fièvre 
d’origine inconnue).  

Érythrocytes 

Pertechnétate 99mTc 

de sodium 

Suivi de la cinétique des 
globules rouges Scintigraphie 
splénique. Ventriculographie 

isotopique. Détermination du 
volume sanguin : mesure d’un 
volume par dilution isotopique.  

Chromate de sodium 
51Cr (Plus 
commercialisé en 
France)  

Diagnostic de la polyglobulie 
vraie (maladie de Vaquez)  
Suivi de la cinétique des 

globules rouges Mesure de la 
durée de vie des hématies.  

Oxinate111In 

Séquestration cellulaire dans le 
foie et la rate. Diagnostic et 
localisation d’une hémorragie 

digestive occulte. 

Thrombocytes Oxinate111In 

Détection de foyers infectieux 
ostéo-articulaires en particulier 
sur prothèse Mesure de la 
durée de vie des plaquettes 

Localisation des sites de 
destruction. 

Tableau I : Les cellules marquées : indications cliniques26. 
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1.3.8.1 Différentes étapes du marquage des leucocytes 

Le marquage isotopique des leucocytes se résume à ces étapes :  

 

 

 

Figure 9 : Principales étapes du marquage des leucocytes. 

  

Afin d’éviter tout risque de contamination croisée et d’identitovigilance, il est 

déconseillé de réaliser plusieurs marquages isotopiques des leucocytes 

simultanément30.  

L’EANM et L’AIEA ont rédigés chacun des guidelines sur les techniques de marquages 

cellulaires, qui servent aujourd’hui de référence pour les différents centres qui réalisent 

l’examen. 

 

 

 

 

Prélèvement du 
patient

Isolation de la 
lignée sanguine 

d'intérêt
Radiomarquage

Contrôle qualitéLavage
Mise en 
seringue

Réinjection au 
patient

Interprétation 
de l'image
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1.3.8.1.1 Prélèvement 

Le patient se fait prélever au minimum 50 mL de sang total environ à l’aide d’une 

seringue contenant au préalable une solution anticoagulante acide citrate dextrose 

(ACD).  

L’aiguille servant au prélèvement doit avoir un diamètre intérieur d’un minimum de 20 

gauges30 afin de ne pas endommager les cellules d’intérêt, les leucocytes.  

Le prélèvement doit être lent et régulier pour prévenir la formation de mousse dans la 

seringue.  
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1.3.8.1.2 Sédimentation  

Il s’agit d’une étape importante du marquage cellulaire des leucocytes31. Elle permet 

de recueillir les cellules à marquer et de s’affranchir du culot globulaire. Afin 

d’augmenter la vitesse de sédimentation, l’EANM et l’AIEA recommandent d’utiliser 

des agents de sédimentations du type HEA30,22. Pour que les cellules sédimentent 

dans les conditions les plus physiologiques possibles, la sédimentation a lieu dans une 

étuve à 37°C32. Une sédimentation à des températures supérieures n'a pas d’impact 

sur la technique mais peut conduire à une image de mauvaise qualité33. Il est 

également possible de remplacer l’étape de sédimentation par une centrifugation à 

basse vitesse, mais cette technique est très peu utilisée en routine32. 

A la fin de la sédimentation, on recueille le surnageant composé du plasma riche en 

cellules (figure 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Obtention des différentes phases du sang après 1 heure de sédimentation 
à 37°C. 

 
 

1.3.8.1.3 Séparation des lymphocytes 

Il s’agit d’une étape facultative. En effet, le marquage cellulaire des leucocytes peut se 

réaliser avec ou sans séparation des lymphocytes en utilisant un milieu de séparation 

des lymphocytes (MSL). A l’aide d’une centrifugation, le sucrose (Ficoll®) de la solution 

Surnageant riche 

en cellules 
Culot globulaire 
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permet une séparation des différents éléments figurés du sang en fonction de leur 

densité. A la fin de la centrifugation, nous observerons de haut en bas : plasma, 

anneau de lymphocytes + plaquettes, sucrose, culot de granulocytes + monocytes, 

érythrocytes34 (Figure 11). Il est donc possible de récupérer spécifiquement les 

granulocytes et monocytes afin de les marquer au 99mTc.  

70-80% de l’activité se fixe aux granulocytes. La non séparation des lymphocytes 

pourrait augmenter l’activité hors de la région d’intérêt et ainsi perturber l’interprétation 

des premières images30. Les monocytes sont également augmentés en cas 

d’inflammation35. 

 

Figure 11 : Eléments figurés du sang à l'issue de l'étape de séparation des 
lymphocytes. 

 

1.3.8.1.4 Marquage cellulaire 

L’HMPAO ou examétazine (CERETEC®) est marqué avec un éluât de TcO4- issu d’une 

élution extemporanée, pour une meilleure stabilité du marquage. Le 99mTc-HMPAO, 

très lipophile, traverse la membrane plasmique du granulocyte et se fixe sur les 

granulations36. Il est transformé en complexe hydrophile par les complexes thiols (SH) 

comme le glutathion, ce qui l’empêche de sortir de la cellule (Figure 12). Le 99mTc-

Surnageant issu de l’étape 
de sédimentation 

Anneau lymphocytaire + 
plaquettes 

Culot de GR 
Culot granulocytes + monocytes 
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HMPAO marquera toutes les cellules sanguines, de manière non spécifique. Il est 

donc important de réaliser une séparation lors des différentes étapes afin de marquer 

les cellules d’intérêt le plus spécifiquement possible. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.8.1.5 Réinjection des leucocytes au patient 

Les leucocytes marqués sont réinjectés au patient. L’aiguille doit toujours avoir un 

diamètre intérieur d’au moins 20 gauges et la seringue doit être identifiée au nom du 

patient30. 

 

1.3.8.1.6 Imageries 

Trois imageries seront réalisées pour déterminer le caractère infectieux du site 

inflammatoire :  

- Une acquisition précoce de 30 min après la réinjection : une image statique est 

acquise au niveau de la zone suspecte. L’acquisition dure environ 3 minutes. 

- Une acquisition retardée 4h après la réinjection : une image corps entier est 

acquise. L’acquisition de l’image dure environ 5 minutes. 

99mTc-HMPAO 
lipophile 

Granulocyte 

99mTc-HMPAO 

hydrophile 

Granulation 

Membrane plasmique 

Radiomarquage 
 

Figure 12 : Mécanisme d'action du 99mTc-HMPAO sur un granulocyte. 
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- Une acquisition tardive 24h après la réinjection : une image statique est acquise 

au niveau de la zone à examiner via le couplage de la tomographie et du 

scanner. L’acquisition de l’image dure environ 40 minutes37. 

 

1.3.8.2 Contrôles qualités  

La validation d’une nouvelle procédure de marquage cellulaire de leucocytes 

nécessite selon les guidelines de l’EANM30 les contrôles suivants :  

- Un test de viabilité au bleu trypan : une numération cellulaire en microscopie 

optique est effectuée sur un échantillon marqué qui est comparé à un 

échantillon non marqué. Une population de leucocytes morts > 4% ne permettra 

pas la libération de la seringue voire invalidera la procédure.  

- Un test de stérilité : effectué conformément à la méthode décrite dans la 

dernière version de la Pharmacopée européenne sur un échantillon de la 

seringue finale.  

- Comptage cellulaire : un échantillon est prélevé juste avant le marquage 

cellulaire. Les cellules de l’échantillon sont comptées soit par cytométrie, soit 

par un comptage en microscopie optique. Le rapport érythrocytes/leucocytes 

doit être < 3 et le rapport thrombocytes/leucocytes doit être < 1. 

- Mesure de l’efflux cellulaire de 99mTc-HMPAO. 

Contrairement aux tests décrits ci-dessous, ces tests ne sont pas obligatoires en 

routine30. Les contrôles qualité réalisés à l’issu chaque marquage de leucocytes au 

Centre Jean-Perrin sont les suivants : 

- Après l’isolement des granulocytes, une coloration d’un échantillon au May 

Grünwald Giemsa est réalisée sur un frottis. Une observation au microscope 

optique sur plusieurs champs de la lame permet d’apprécier la qualité des 

cellules marquées. 

- Calcul du rendement : avant la mise en seringue, la suspension contenant les 

granulocytes marqués est centrifugée puis le surnageant obtenu est isolé. Le 

culot et le surnageant sont mesurés successivement au même activimètre. Les 

activités obtenues permettent de calculer le rendement de marquage qui nous 

indique si le marquage a bien fonctionné.  
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- Avant la dispensation de la seringue, l’absence d’agrégats plaquettaires, de 

caillots de fibrine et d’autres particules visibles à l’œil nu est vérifiée.  
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2 ETUDE LEUCOTEK : OPTIMISATION ET EVALUATION DE LA METHODE DE 
MARQUAGE DES LEUCOCYTES AU 99mTc-HMPAO 

2.1 Introduction à l’étude LEUCOTEK 

Le marquage des leucocytes au 99mTc-Hexaméthyl-propyl-amineoxime (HMPAO) est 

majoritairement indiqué au Centre Jean-Perrin pour la recherche d’infections 

ostéoarticulaires. Cet examen est réalisé dans le laboratoire d’hématologie isotopique 

du centre de médecine nucléaire, environ 3 fois par semaine.  

L’étape de sédimentation, précédemment décrite, requiert l’utilisation d’un agent de 

sédimentation de type hydroxyéthylamidon (HEA)30. A l’issu d’un changement de 

marché en 2019, le RESTORVOL® utilisé historiquement a été substitué par du 

Voluven®, tous deux sont des HEA chimiquement très proches38. Toutefois nous 

avons observé une baisse du volume de surnageant recueilli, de nos rendements de 

marquages ainsi que de l’activité de nos seringues de leucocytes marqués.  

Cette diminution de la qualité de nos marquages ainsi que l’utilisation controversée 

menant au retrait des HEA39, nous a amené à réfléchir sur une optimisation globale de 

la qualité de nos marquages en ciblant particulièrement l’étape de sédimentation. 

Par ailleurs, préalablement à l’examen, un bilan biologique récent des marqueurs de 

l’inflammation est demandé afin d’argumenter le diagnostic inflammatoire ou 

infectieux40,41 ,22 (Annexe III).   

Nous pensons que ces marqueurs peuvent nous donner également des informations 

importantes pour la réalisation du marquage. 

Ainsi, nous avons initié une étude appelée Leucotek ayant pour objectif principal 

d’améliorer la qualité de nos marquages de leucocytes au 99mTc-HMPAO au Centre 

Jean-Perrin.  

Nous avons voulu dans cette étude identifier les marqueurs ayant un intérêt réel pour 

la réalisation des marquages et évaluer leur caractère prédictif sur la qualité de ces 

derniers. Nous avons également voulu confirmer l’hypothèse selon laquelle il existe un 

lien entre le volume de surnagent recueilli à l’issu de l’étape de sédimentation, et la 

qualité du marquage. Enfin, nous avons tenté d’évaluer les modifications techniques 

apportées à notre procédure sur la qualité des marquages. 
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2.2 Méthodes et analyses 

2.2.1 Mise en place de l’étude 

2.2.1.1 Traitement des données à caractère personnel 

Depuis son entrée en vigueur en 2018, le Règlement Général sur la Protection des 

données (RGPD)42,43 impose aux établissements publics ou privés de respecter un 

certain nombre d’obligations en terme de sécurisation et de protection des données.  

Afin de pouvoir exploiter les données des patients inclus dans l’étude, nous avons ainsi 

dû remplir une cartographie des données à caractère personnel, afin de renseigner ce 

registre (Annexes VI-VII). 

Au titre d’étude monocentrique44, non interventionnelle nous avons dû déclarer le 

projet au Délégué à la Protection des Données (DPO), faire une soumission au Comité 

d’Ethique du Centre d’Investigation Clinique (CECIC) ainsi que rédiger une notice 

d’information explicative (Annexe VIII).  

 

2.2.1.2 Notice d’information patient 

Sur cette notice d’information patient (Annexe VIII), doit être mentionné entre-autre 

l’identité et les coordonnées du responsable de l’étude, du DPO, la présentation du 

projet de recherche, la durée de conservation des données ainsi que leur droit d’accès, 

de rectification, d’opposition, à l’effacement, à la limitation du traitement. En cas 

d’opposition, les données recueillies concernant le patient ne peuvent pas être 

utilisées. Une partie des lettres d’informations a été envoyée aux patients dont les 

données avaient déjà été recueillis entre le 07 janvier 2020 et le 30 novembre 2021, 

puis une autre partie a été donnée en main propre avant chaque marquage. 

Ce moment a été l’occasion d’informer en temps réel du projet de l’étude mais 

également de renseigner et de préciser les détails concernant les différentes étapes 

du marquage ainsi que la chronologie globale de l’examen. Afin de faciliter 

l’explication, nous avons créé un flyer retraçant ces étapes (Annexe III). Un 

questionnaire de satisfaction (Annexe V) a été distribué à l’issu de l’entretien afin d’en 

évaluer la qualité. 
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2.2.2 Variables étudiées 

2.2.2.1 Recueil des données biologiques des patients 

Du bilan biologique demandé avant chaque examen, nous avons recueilli pour chaque 

patient : la Vitesse de Sédimentation (VS), la Protéine C réactive (CRP) ainsi que la 

formule leucocytaire, tous trois élevés en cas de descellement et d'infection12.  

 

2.2.2.1.1 Vitesse de Sédimentation (VS) 

La vitesse de sédimentation (VS) est un marqueur de la réaction inflammatoire en 

phase aiguë45. Les protéines de l'inflammation, notamment le fibrinogène, sont 

responsables d’une modification de la viscosité plasmatique en neutralisant les 

charges négatives présentes à la surface des hématies. Ainsi, les hématies ont 

tendance à s’empiler en "rouleaux " sédimentant plus vite que les hématies 

isolées46,47,48.  

 

2.2.2.1.2 CRP 

La protéine C réactive (CRP) est impliquée dans la réponse immunitaire innée. La 

phosphocholine lui permet de se fixer aux micro-organismes et aux débris cellulaires, 

conduisant à l’activation de la phagocytose et du complément. La demi-vie de la CRP 

étant de 6 heures, son taux se normalise rapidement (< 5mg/l) après l’inflammation. 

Le dosage de la CRP, au même titre que la VS, est demandé avant chaque marquage 

de leucocytes dans la plupart des centres49.  

 

2.2.2.1.3 Formule leucocytaire 

La formule leucocytaire est interprétée en fonction de la variation des différentes 

populations cellulaires. Par exemple, au cours une infection, nous attendons 

notamment une augmentation des PNN ainsi que des lymphocytes.  
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2.2.2.2 Indicateurs de qualité du marquage 

Sur l’ensemble des marquages réalisés dans notre cohorte, nous avons recueilli un 

ensemble de données permettant de rendre compte de leur qualité. 

 

2.2.2.2.1 Rendement de marquage 

Lors du marquage au 99mTc-HMPAO, une partie du MRP ne va pas se fixer sur les 

PNN. Un pourcentage de l’activité injectée comprenant le 99mTc-HMPAO et le 99mTc 

libre, impureté issue de la préparation du 99mTc-HMPAO, se trouvera dans le 

surnageant.  

Le calcul du rendement de marquage exprimé en pourcentage de l'activité cellulaire 

par rapport à l'activité totale des cellules et du surnageant, permet de rendre compte 

de la proportion de 99mTc-HMPAO lié aux cellules.  

Activité leucocytes

Activité leucocytes + Activité surnageant
 x 100  

Il s’agit d’un marqueur de qualité de la technique de marquage. Un rendement entre 

40 et 80% doit être attendu30. Tous nos marquages ont été réalisés avec séparation 

des lymphocytes. 

 

2.2.2.2.2 Activités de la seringue de leucocytes marqués 
au 99mTc-HMPAO 

L’activité de la seringue de leucocytes marqués au 99mTc-HMPAO est un indicateur de 

la qualité du marquage dans le sens où une activité élevée sous-entend que de 

nombreuses cellules ont été marquées, il ne s’agit cependant pas d’un marqueur  

spécifique, étant donné qu’aussi bien les leucocytes que les hématies peuvent être 

marquées au 99mTc-HMPAO.  

Il s’agit d’un indicateur à caractère « quantitatif ». 

 



43 
 

2.2.2.2.3 Cellules marquées, observées au microscope 

La spécificité du marquage au 99mTc-HMPAO a été évaluée en identifiant puis en 

quantifiant les cellules présente dans la seringue avant l’injection. Il indique sur l’aspect 

qualitatif du marquage. 

Les différentes numérations cellulaires ont été effectuées en microscopie optique au 

grossissement x 400 sur des cellules Kova Slide®. Ce sont des cellules composées 

d’une grille de 9 grands carrés eux-mêmes divisés 9 puits. La grille a un volume de 

1µL. Un grand carré a un volume de 0,1µL et un petit puits a un volume de 0,01µL.  

Nous avons réalisé une dilution au 1/50e (d) avant de répartir la suspension dans la 

cupule de comptage. En partant du principe que les cellules sont réparties 

uniformément dans chaque puits et que la quantité de cellules attendue est 

moyennement élevée, nous avons réalisé les différentes numérations selon un 

« parcours » identique sur 36 petits puits (Figure 13). Nous avons donc obtenu une 

quantité de cellules (n). Pour déterminer la quantité de cellules par litre (N), nous avons 

utilisé cette formule N=
n x 90 x d x 10

6

36 x 10
9  G/L.  

Nous avons exprimé la présence de globules rouges dans le surnageant par un ratio 

du nombre de globules rouges par rapport au nombre total de cellules (ratio H/T). 

 

 

 

 

Figure 13 : Schéma de numération cellulaire sur cellule de Kova Slide®. 

 

2.2.2.3 Volume de surnagent 

Le volume de surnagent est le volume recueilli à l’issu de l’étape de sédimentation. Il 

s’agit de la première étape de séparation permettant de s’affranchir du culot globulaire. 

Nous avons mesuré ce volume de surnagent sous forme de ratio par rapport au volume 
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de sang total (Ratio Vs/Vt) afin de s’affranchir au mieux de l’hétérogénéité du volume 

déposé dans chaque contenant avant sédimentation. 

 

2.2.3 Outils d’optimisation de l’étape de sédimentation 

La baisse de la qualité de nos marquages : rendement et activité de seringues de 

leucocytes marqués suite au changement de marché de l’agent de sédimentation nous 

a amené à émettre l’hypothèse selon laquelle l’étape de sédimentation est une étape 

clé dans la réalisation des marquages de qualité. Nous avons ainsi tenté d’optimiser 2 

paramètres majeurs influençant la sédimentation : l’agent de sédimentation HEA ainsi 

que le type de contenant dans lequel le sang total sédimente. 

 

2.2.3.1 Agents de sédimentation 

Les agents de sédimentation vont favoriser la formation de rouleaux érythrocytaires, 

en modifiant les charges à la surface des hématies, les faisant ainsi sédimenter plus 

rapidement et facilitant ainsi la séparation des GR par rapport aux autres cellules50.  

Le phénomène de formation de rouleaux avec les HEA étant identique à celui observé 

à VS élevée48, nous avons donc mis en regard la valeur de la VS du patient avec le 

volume de surnageant obtenu.  

Afin de s’affranchir au mieux du volume de l’HEA nous avons comparé le volume de 

surnagent obtenu entre les différents tubes sous forme de ratio volume de surnagent 

(Vs) sur volume de sang total (Vt). Nous avons fait sédimenter en parallèle le sang 

total dans un contenant soit avec le soit du RESTORVOL® (20% du volume total), soit 

sans agent de sédimentation, pendant 1h, dans une étuve à 37°C.  

Nous avons à l’issu de la sédimentation, prélevé un aliquote surnageant pour mesurer 

la qualité des cellules obtenues.  
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2.2.3.2 Contenants 

Avant l’étude, la sédimentation du sang total du patient était réalisée dans les 

seringues de 60 mL, les mêmes utilisées lors du prélèvement du patient. Nous avons 

voulu tester la sédimentation dans des tubes coniques de 50 mL. En effet, la forme 

conique de ces tubes optimiserait, selon son fabriquant, la sédimentation lors d’une 

centrifugation51. 

Nous avons comparé le volume de surnageant recueilli à l’issue de cette étape entre 

ces deux contenants avec ce même ratio volume de surnagent (Vs) sur volume de 

sang total (Vt). Nous avons également comparé la quantité de leucocytes recueillis et 

le ratio H/T. 

 

2.2.4 Analyse statistique 

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel R® version 4.2.0. Le seuil 

de significativité choisi pour l'ensemble des tests statistiques était de 0,05. 

 

2.2.4.1 Matrice de corrélation  

Une matrice de corrélation de Pearson (ρ) a été utilisée pour mettre en évidence les 

corrélations entre les différentes variables étudiées via un corrélogramme. Il permet 

de visualiser le degré de corrélation par un code couleur. Cette matrice regroupe les 

marqueurs de l’inflammation, le ratio Vs/Vt ainsi que les indicateurs de la qualité du 

marquage : le rendement et l’activité de la seringue (MBq). 

 

2.2.4.2 Interprétation du coefficient de corrélation  

Dans notre étude, nous avons discrétisé le degré de corrélation en 4 groupes, selon 

la valeur absolue du coefficient de Pearson : ρ de 0,1 à 0,3 – corrélation faible, ρ de 

0,3 à 0,5 – corrélation modérée, ρ de 0,5 à 0,7 – corrélation modérée à forte, ρ au-

delà de 0,7 – corrélation forte. 
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2.2.4.3 Classes de valeur de Vitesse de Sédimentation 

Sur l’ensemble des données patients recueillies, les valeurs de VS ont été discrétisées 

en classes d’effectifs égaux, par la méthode des quantiles : une VS ≤ 7mm est 

considérée comme faible ; une VS comprise entre 8mm et 14mm est considérée 

comme modérée ; une VS comprise entre 15mm et 26mm est considérée comme 

modérément élevée ; une VS ≥ 27mm est considérée comme élevée. 

 

2.2.4.4 Tests de comparaison de moyenne 

Les comparaisons des différentes techniques ont été réalisées avec un test de Student 

bilatéral sur échantillons appariés au risque α = 5% à l’aide du logiciel R®. 
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2.3 Résultat et discussion 

2.3.1 Analyse descriptive de la cohorte 

77 patients dont 47 femmes et 30 hommes ont été inclus dans l’étude Leucotek entre 

janvier 2020 et Juillet 2021.  

53% des patients ont entre 61 et 80 ans, 30% ont entre 41 et 60 ans, 13% ont plus de 

80 ans. Enfin, 4% des patients sont âgés de 40 ans ou moins. La moyenne d’âge des 

femmes est de 69 ± 13 ans. La moyenne d’âge des hommes est de 62 ± 12 ans. 

 

2.3.2 Identification des variables influençant la qualité du 

marquage 

2.3.2.1 Analyse multivariée 

 

Figure 14 : Corrélogramme entre les marqueurs biologiques et les critères de qualité 
de marquage. 

 

Le corrélogramme (Figure 14) nous montre que les indicateurs de qualité du 

marquage, l’activité des seringues (MBq) et le rendement sont fortement corrélés entre 

eux (n=77 ρ=0,96).  

Concernant les marqueurs de l’inflammation, La CRP est faiblement corrélée au 

rendement (n=70 ρ=0,27) ainsi qu’au ratio Vs/Vt (n=77 ρ=0,45), mais la VS est 

modérément à fortement corrélée au ratio Vs/Vt (n=74 ρ=0,66). 
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Enfin, le ratio Vs/Vt est modérément à fortement corrélé au rendement (n=77 ρ=0,65) 

ainsi qu’à l’activité (n=77 ρ=0,60).  

La VS apparait comme le marqueur de l’inflammation le plus informatif. Le ratio Vs/Vt 

est lié à la VS du patient, il convient donc de prendre en compte la valeur de ce 

marqueur dans l’optimisation de l’étape de sédimentation. 

Ceci nous montre que le ratio Vs/Vt, mesuré à l’issu de l’étape de sédimentation 

apparait comme un indicateur fort de la qualité du marquage. Toute amélioration de 

ce ratio tendrait à augmenter les chances d’obtenir un bon rendement et une forte 

activité de la seringue de leucocytes marqués. Ceci nous conforte donc dans 

l’hypothèse que l’étape de sédimentation et un point clés de la qualité du marquage. 

 

2.3.3 Comparaison des modifications techniques 

2.3.3.1 Agent de sédimentation avec, sans  

 
Tableau II : Comparaison du ratio Vs/Vt entre l’utilisation de RESTORVOL® ou sans 
agent de sédimentation (SA) en fonction de la VS. 

 
 
 
  

 VS ≤ 7 mm 8 mm ≤ VS ≤ 14 

mm 

15 mm ≤ VS ≤ 26 

mm 

VS ≥ 27 mm 

HEA SA HEA SA HEA SA HEA SA 

Effectif 15 15 9 9 14 14 17 17 

Moyenne 0,31 0,23 0,41 0,36 0,47 0,45 0,59 0,54 

Ecart-type 0,10 0,07 0,12 0,14 0,09 0,06 0,09 0,07 

p-value 0,0024* 0,1731 0,4275 0,0003* 
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Tableau III : Comparaison de la quantité de leucocytes en gigas recueillis par tube 

conique entre l’utilisation et la non utilisation d’agent de sédimentation en fonction de 

la VS. 

 

 

HEA SA 

Effectif 18 18 

Moyenne 0,44 0,34 

Écart-type 0,13 0,14 

p-value 0,0012 

Tableau IV : Comparaison des ratio quantité de globules rouges par rapport à la 
quantité de cellules totales entre l'utilisation et la non utilisation d'agent de 

sédimentation. 

 

Le tableau de comparaison (Tableau II) nous montre que le ratio Vs/Vt obtenu en 

utilisant le RESTORVOL® ou sans agent de sédimentation (SA), est significativement 

différent pour des VS faibles. Son utilisation permet d’obtenir un meilleur ratio Vs/Vt 

 

VS ≤ 7 mm 8 mm ≤ VS ≤ 14 

mm 

15 mm ≤ VS ≤ 

26 mm 

VS ≥ 27 mm 

HEA SA HEA SA HEA SA HEA SA 

Effectif 11 11 6 6 10 10 16 16 

Moyenne (Gigas) 0,12 0,11 0,19 0,15 0,17 0,20 0,20 0,22 

Écart-type 0,06 0,04 0,128 0,10 0,08 0,08 0,08 0,09 

p-value  0,3136 0,1182 0,0998 0,1022 
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pour ces classes de VS (Tableau II). La quantité de leucocytes recueillis dans le 

surnageant n’est pas significativement différente avec ou sans utilisation de l’HEA, 

quelle que soit la VS (Tableau III). Néanmoins, le ratio H/T est significativement 

supérieur avec l’utilisation du RESTORVOL® que sans son utilisation (Tableau IV). 

Ainsi, l’utilisation du RESTORVOL® n’apparaît justifiée que pour des valeurs de VS ≤ 

7 mm. La quantité de globules rouges obtenus dans le surnageant est 

significativement plus importante en utilisant du RESTORVOL®. Cette quantité de 

globules rouges peut faussement augmenter les indicateurs de qualité du marquage 

tels que l’activité de la seringue de leucocytes marqués, ainsi que le rendement du fait 

de l’action non sélective cellulaire de l’HMPAO. Par ailleurs, la présence de globules 

rouges marqués dans la seringue, pourrait avoir un impact non négligeable sur la 

qualité de l’image, et avoir ainsi une influence sur l’interprétation de l’examen. Par 

ailleurs, des cas d’hypersensibilité peuvent être engendrées avec les HEA52. 

Par conséquent, ces résultats nous indiquent qu’il conviendrait d’utiliser un agent de 

sédimentation type HEA, uniquement lorsque la VS du patient est ≤ 7 mm.  
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2.3.3.2 Comparaison des contenants 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’utilisation de tubes coniques nous permet d’obtenir un ratio Vs/Vt significativement 

supérieur par rapport à la sédimentation dans les seringues de 60 mL (n=25 ; p< 

0,0001). La quantité de leucocytes recueillis dans le surnagent n’est pas 

significativement différent entre les deux contenants (n=9 ; p=0,0897), mais le ratio 

H/T indique une présence de globules rouges significativement plus importante avec 

la sédimentation en seringue (n=9 ; p=0,0051) (Tableau V). 

Ces résultats nous montrent que l’utilisation de tubes coniques pour l’étape de 

sédimentation nous permet d’obtenir un surnageant de meilleure qualité, car contenant 

moins d’hématie. Il conviendrait donc d’utiliser ce type de contenant pour l’étape de 

sédimentation. A noter qu’en pratique, cela demande de transvaser le sang total des 

seringues de prélèvements dans les tubes coniques avant la sédimentation, qui par 

ailleurs doit être réparti dans 2 tubes étant donné leur volume plus petit. Ceci contraint 

donc à effectuer quelques manipulations supplémentaires. 

 

 Ratio Vs/Vt Q leucocytes (Gigas) Ratio H/T 

 Tube 

conique 

Seringue Tube 

conique 

Seringue Tube 

conique 

Seringue 

Effectif 25 25 9 9 9 9 

Moyenne 0,42 0,36 0,49 0,29 0,33 0,46 

Ecart-

type 

0,15 0,16 0,41 0,21 0,12 0,13 

p-value  < 0,0001 0,0897 0,0051 

Tableau V : Comparaison des volumes de surnageants, quantités de leucocytes et de 
leucocytes entre l'utilisation d'une seringue et d'un tube conique. 
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2.3.4 Entretien avec les patients 

En parallèle de l’information éclairée aux patients sur son inclusion dans l’étude 

Leucotek, nous leur avons expliqué succinctement les différentes étapes de l’examen 

(Annexe IV). Pour cela nous nous sommes aidés d’un questionnaire nous permettant 

de regrouper toutes les informations importantes liées au marquage (Annexe IX).  

Afin d’adapter notre discours, nous avons demandé au patient s’il avait déjà reçu des 

informations concernant l’examen (Figure 15). La majorité d’entre eux n’avaient pas 

été préalablement informés. Parmi les autres, 40% des patients informés avaient reçu 

un certain nombre d’indications en lisant leur convocation à l’examen. La majorité des 

patients n’avait pas effectué de recherche personnelle concernant l’examen au 

préalable. 75% des informations recueillies via une démarche personnelle, 

provenaient d’internet (Figure 16). 

Afin d’améliorer la qualité de notre discours sur les informations transmises au patient, 

nous leur avons demandé de remplir une enquête de satisfaction anonyme à postériori 

de l’entretien (Annexe V).  

Sur les 15 enquêtes recueillies, nous avons observé que tous les patients interrogés 

étaient « très satisfaits », et avaient trouvés cet entretien « très utile ». Les 

informations fournies étaient « très claires » (Figure 17).  

Ces résultats nous montrent la qualité des entretiens réalisés avec le patient. Les 

patients étant peu informés du déroulement et des aboutissants de l’examen, cet 

entretien pourrait dissiper leurs doutes et leurs appréhensions sans prolonger la durée 

de la préparation.  

Par ailleurs, les entretiens avec le patient peuvent nous apporter des informations 

essentielles pour le bon déroulement du marquage cellulaire tels que la prise de 

médicaments pouvant avoir un impact sur le marquage cellulaire, le recueil des 

données biologiques non transmise au secrétariat mais également la vérification de 

l’identité du patient. 
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Figure 17 : Evaluation par les patients de leur entretien avant la scintigraphie aux 
leucocytes marqués au 99mTc-HMPAO. 

0%

20%
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100%

Informations très
claires

Entretien très utile

Patient(e) rassuré(e)

Très satisfait(e) de
l'entretien

Evaluation de l'entretien patient (n=15)

Figure 15 : Evaluation de l’information des patients avant la scintigraphie aux 
leucocytes marqués au 99mTc-HMPAO. 

Figure 16 : Evaluation de la recherche personnelle des patients avant la scintigraphie 
aux leucocytes marqués au 99mTc-HMPAO. 
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2.4 Conclusion  

L’étape de sédimentation conditionne la qualité du marquage des leucocytes au 99mTc-

HMPAO. L’ensemble des tests effectués dans cette étude nous montre que pour 

obtenir un volume de surnagent optimal, la sédimentation doit s’effectuer dans un 

contenant de type tube conique. L’utilisation du RESTORVOL® n’est pas 

systématiquement nécessaire, et celle-ci doit justement être réservée à des patients 

présentant une VS faible à modérée, d’une valeur inférieure ou égale à 7 mm. En 

pratique, nous avons donc modifié notre protocole de marquage des leucocytes au 

99mTc-HMPAO afin d’adapter nos manipulations en fonction de la valeur de ce 

marqueur. Notre étude a été basée sur le principe que le volume de surnageant par 

l’intermédiaire du ratio Vs/Vt était un indicateur indirect de la qualité du marquage, car 

corrélé aux deux indicateurs rendement et activité de la seringue de leucocytes 

marqués. Pour évaluer l’impact de nos modifications techniques sur la qualité du 

marquage plus directement, il aurait fallu effectuer à partir du même prélèvement, deux 

manipulations en parallèle et comparer le rendement, l’activité de la seringue et le ratio 

H/T. Toutefois, cela demanderait la réalisation d’une nouvelle étude, davantage 

couteuse en temps et en matériel. La qualité de nos marquages par son aspect 

quantitatif permettrait probablement d’influencer la sensibilité de l’examen et par 

caractère qualitatif, en ne marquant principalement les granulocytes en 

s’affranchissant le plus possible des globules rouges, sa spécificité. A notre 

connaissance, aucune étude n’a été réalisée afin de relier la qualité du marquage des 

leucocytes à la qualité des images, ni à mesurer son influence sur interprétation de 

l’examen. Pourtant si nous arrivions en pratique à déterminer des seuils de qualité du 

marquage cellulaire pour lesquels le résultat de l’examen serait systématiquement 

négatifs ou douteux, il serait intéressant de pouvoir éviter au patient de subir une 

injection de cellules marquées et de poursuivre l’examen jusqu’au bout. 
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3 DISCUSSION ET PERSPECTIVE : INFLUENCE DE LA QUALITE DES 
MARQUAGES SUR L’INTERPRETATION DE L’IMAGE 

L’ensemble des modifications techniques mises en place suite à l’étude Leucotek 

devraient nous permettre de réaliser des marquages de meilleure qualité donc, avec 

notamment un rendement et une activité de marquage plus élevées. Cependant tout 

cela permet-il de contribuer à une meilleure interprétation de l’examen ? 

Dans la continuité de notre étude, nous avons voulu, relier certains critères de qualité 

de marquages, aux résultats de l’interprétations de l’examen pour l’ensemble des 

patients inclus. L’EANM recommande de dispenser des seringues de leucocytes 

marqués comprenant une activité allant de 370 à 740 MBq avec un rendement allant 

de 40 à 80%. Nous avons ainsi sélectionné une médiane d’activité à 400 MBq, 

cohérent avec notre activité de CERETEC® marqué et une médiane de rendement à 

40%. Il s’agit de valeurs seuils au-delà desquelles nous considérons les marquages 

comme étant de bonne qualité. Nous avons complété notre recueil de donnée en 

codant comme suivant le résultat de l’examen : L’examen a été considéré comme 

positif lorsqu’un renforcement de la fixation au cours des différentes images de la 

scintigraphie aux leucocytes marqués12, a été notifié par le médecin dans son compte-

rendu. 

Pour déterminer si l’interprétation de l’image est liée au rendement et/ou à l’activité, 

nous avons effectué un test paramétrique de Chi² au risque α = 5% sur 26 patients de 

l’étude Leucotek. Un certain nombre d’entre eux réalisant leur imagerie dans un autre 

centre, nous n’avons pas eu accès aux comptes-rendus de l’examen. 

Le test du Chi² ne montre pas de dépendance entre le rendement et/ou l’activité avec 

la positivité de l’imagerie (respectivement p = 0,7014 et p = 0,9491).  

Ces résultats montrent qu’il est difficile de relier directement la qualité des marquages 

de leucocytes au 99mTc-HMPAO et l’interprétation de la scintigraphie. Il n’existe 

d’ailleurs à notre connaissance aucune équipe ayant entrepris d’analyser ce lien dans 

une étude. Le rendement et l’activité ne semblent pas des critères suffisants pour cela, 

ces deux indicateurs de qualité du marquage ne sont en effet pas « qualitatifs ». Par 

exemple, le rendement permet d’apprécier la qualité du marquage sur la proportion 

d’éléments figurés du sang marqués mais un rendement ou une activité de marquage 
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élevés peuvent être liés à une quantité de GR ou d’autres cellules sanguines marqué 

élevées.  

Avant d’établir un lien direct entre la qualité du marquage et le résultat de l’imagerie, il 

conviendrait d’analyser le lien entre la qualité du marquage et la qualité de l’image 

obtenu, avec des indicateurs qualité qui soient qualitatifs. La détermination de la 

proportion de leucocytes marqués ou le test de leur viabilité, pourraient être davantage 

informatif sur la qualité des images et donc intéressante lors de l’interprétation. 

L’EANM propose d’ailleurs d’effectuer des contrôles qualité complémentaires in vivo. 

Un test dit de « transit pulmonaire », permet de tester cette bonne viabilité des 

leucocytes marqués52. Ce test peut être complété par le rapport foie/rate permettant 

de quantifier d’éventuels dommages cellulaires. Il faudrait également pouvoir mesurer 

à l’image la proportion de globules rouges marqués. En cas de marquage de globules 

rouges en proportion trop importante, pourrait-on observer, voire mesurer un bruit de 

fond à l’image ? Ce bruit de fond pourrait-il diminuer la sensibilité de l’examen ? 

Au-delà d’une simple corrélation, le lien entre la qualité du marquage et le l’image 

pourrait avoir un intérêt pratique en cas de doute sur un contrôle, pour alerter le 

médecin sur des précautions à prendre lors de l’interprétation. A l’inverse, le médecin 

pourrait se rapprocher du radiopharmacien pour savoir s’il n’y a pas eu de particularités 

lors du marquage, en cas d’image douteuse. 

Des études complémentaires doivent être réalisées afin d’illustrer au mieux les 

conséquences à l’image d’un marquage non conforme, regroupant ainsi chaque 

situation. L’ensemble des données à recueillir mériterait la mise en place d’une 

nouvelle étude qui pourrait, au vu du nombre de données à recueillir, nécessiter 

l’implication de plusieurs centres. 
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Annexe  I : Utilisation des principaux radionucléides en médecine nucléaire chez 
l'adulte 

Radionucléide Type 

d’émission 

Utilisation(s) Exemple(s) 

d’Indication 

Posologie (par 

administration) 

99mTc 

γ Diagnostique 

Oncologie, 
cardiologie, poumon, 

os 
(Exemple : 99mTc-MDP 
: scintigraphie 
osseuse) 

En fonction du 
vecteur 

utilisé :  
99mTc-MDP : 
10 MBq/kg 

68Ga β+ Diagnostique 

Oncologie (Prostate, 
Tumeurs neuro-

endocrines) 

De 1,5 à 2 
MBq/kg 

131I β- 

Diagnostique 
Scintigraphie pré-
thérapeutique 

< 40 MBq 

Thérapeutique 

Elimination du résidu 
thyroïdien après 

thyroïdectomie 
Traitement des 
hyperthyroïdies, 
carcinomes 

thyroïdiens 

De 1,1 à 3,7 
GBq 

 
De 3,7 à 7,4 
GBq 

18F β+ Diagnostique 

Oncologie, 

Cardiologie, 
Neurologie 

100 à 400 
MBq 

125I γ Diagnostique 

Détermination du 
volume plasmatique 
en hématologie 
isotopique 

 

177Lu β- Thérapeutique  

Tumeur prostatique 
métastatique 

résistante à la 
castration 

7,4 GBq 

225Ac 

α Thérapeutique  

Oncologie 
(Glioblastome, 
Tumeur prostatique 

métastatique 
résistante à la 
castration) 

10 à 30 MBq53 

223Rd 
α Thérapeutique  

Oncologie (Tumeur 
prostatique 
métastatique 

résistante à la 
castration) 

55kBq/kg54 
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Annexe  II : Définition des classes de ZAC selon la norme ISO 

 Au repos En activité 

 Nombre maximal autorisé de particules par m3, de taille égale 
ou supérieure à 

Classe 0,5 µm 5 µm 0,5 µm 5 µm 

A 3 520 20 3 520 20 

B 3 520 29 352 000 2 900 

C 352 000 2 900 3 520 000 29 000 

D 3 520 000 29 000 Non défini Non défini 

Les indications données concernant le nombre maximal de particules au repos 

correspondent approximativement aux classifications de l’ISO : classes A : ISO 5, B : 
ISO 5, Classe C : ISO 7 (au repos) et ISO 8 (en activité), classe D : ISO 8. 

 Limites recommandées de contamination microbiologique 

Classe 

Echantillon 
d’air 

UFC/m3 

Boîtes de 
Pétri (Ø 90 

mm) 

UFC/4 heures 

Géloses 
contact (Ø 55 

mm) 

UFC/plaque 

Empreintes 
de gant (5 

doigts) 

UFC/gant 

A < 1 < 1  < 1  < 1 

B 10 5 5 5 

C 100 50 25 Non défini 

D 200 100 50 Non défini 
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Annexe  III : Demande de scintigraphie aux leucocytes marqués au 99mTc-HMPAO 
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Annexe  IV : Schéma d’aide à l’explication du déroulement du marquage des 
leucocytes au 99mTc-HMPAO 

 



 
 

Annexe  V : Questionnaire de satisfaction de l'entretien avec le patient 
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Annexe  VI : Autorisation du patient à son inclusion dans l’étude Leucotek 
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Annexe  VII : Refus d’inclusion du patient à l’étude Leucotek 
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Annexe  VIII : Note d’information fournie aux patient inclus dans l’étude Leucotek 
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Annexe  IX : Interrogatoire utilisé pour l’entretien patient 



 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 

 

 

  

Résumé : 
Le marquage des leucocytes au 99mTc-Hexaméthyl-propyl-amineoxime (HMPAO) est 

majoritairement indiqué au Centre Jean Perrin pour la recherche d’infections 

ostéoarticulaires. Dans l’objectif d’améliorer la qualité globale de ces marquages, nous avons 

mis en place une étude appelée Leucotek. Ce travail nous a permis de recueillir et d’analyser 

les données issues de 77 marquages de leucocytes. Les résultats nous ont permis d’identifier 

et d’évaluer le caractère prédictif des marqueurs de l’inflammation sur la qua lité des 

marquages et de souligner l’importance de l’étape de sédimentation. Une optimisation de 

cette étape, en travaillant sur les contenants utilisés et l’utilisation d’agents de 

sédimentation, a ainsi pu être réalisée et évaluée. En pratique, nous avons donc modifié 

notre procédure de marquage des leucocytes au 99mTc-HMPAO afin d’adapter nos 

manipulations en fonction de la vitesse de sédimentation. L’influence de la qualité du 

marquage sur l’interprétation de l’examen n’ayant pas pu être mise en évidence, des projets  

sont en cours pour permettre de relier la qualité de marquage des leucocytes à la qualité des 

images obtenues à l’issue de l’examen. 

Mot-clés :  

- Marquage des leucocytes 

- 99mTc-HMPAO  

- Scintigraphie 

 

 

- Radiopharmacie 

- Sédimentation  

- Infection ostéoarticulaire  


