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UNIVERSITE MOHAMMED V- SOUISSI
FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT

DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Docteur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH
1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI

ADMINISTRATION :

Doyen : Professeur Najia HAJJAJ

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et émttides
Professeur Mohammed JIDDANE

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coapgarat
Professeur Ali BENOMAR

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a larhaie
Professeur Yahia CHERRAH

Secrétaire Général : Mr. El Hassane AHALLAT
Conservateur : Ahmed ZAHIDI

PROFESSEURS :
Février, Septembre, Décembre 1973
1. Pr. CHKILI Taieb

Neuropsychiatrie

Janvier et Décembre 1976
2. Pr. HASSAR Mohamed

Pharmacologie Clinique

Mars, Avril et Septembre 1980
3. Pr. EL KHAMLICHI Abdeslam

Neurochirurgie

4. Pr. MESBAHI Redouane Cardiologie

5. Mai et Octobre 1981

6. Pr. BOUZOUBAA Abdelmajid Cardiologie

7. Pr. EL MANOUAR Mohamed Traumatologie-Orthopédie
8. Pr. HAMANI Ahmed* Cardiologie

9. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih Chirurgie Cardio-Vasciia
10. Pr. SBIHI Ahmed Anesthésie —Réanimation
11. Pr. TAOBANE Hamid* Chirurgie Thoracique

12. Mai et Novembre 1982

13. Pr. ABROUQ Ali* Oto-Rhino-Laryngologie
14. Pr. BENOMAR M’hammed Chirurgie-Cardio-Vasculaire
15. Pr. BENSOUDA Mohamed Anatomie

16. Pr. BENOSMAN Abdellatif Chirurgie Thoracique

17. Pr. LAHBABI ép. AMRANI Naima Physiologie

Novembre 1983

18
19
20

. Pr. ALAOUI TAHIRI Kébir*
. Pr. BALAFREJ Amina
. Pr. BELLAKHDAR Fouad

Pneumo-phtisiologie
Pédiatrie
Neurochirurgie



21. Pr. HAJJAJ ép. HASSOUNI Najia
22. Pr. SRAIRI Jamal-Eddine

Décembre 1984
23. Pr. BOUCETTA Mohamed*

24. Pr. EL GUEDDARI Brahim EI Khalil

25. Pr. MAAOUNI Abdelaziz

26. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi
27. Pr. NAJI M'Barek  *

28. Pr. SETTAF Abdellatif

Novembre et Décembre 1985
29. Pr. BENJELLOUN Halima
30. Pr. BENSAID Younes

31. Pr. EL ALAOUI Faris Moulay EI Mostafa

32. Pr. IHRAI Hssain *
33. Pr. IRAQI Ghali
34. Pr. KZADRI Mohamed

Janvier, Février et Décembre 1987
35. Pr. AJANA Ali
36. Pr. AMMAR Fanid

37. Pr. CHAHED OUAZZANI Houria ép.TAOBANE
38. Pr. EL FASSY FIHRI Mohamed Taoufiq

39. Pr. EL HAITEM Naima

40. Pr. EL MANSOURI Abdellah*
41. Pr. EL YAACOUBI Moradh

42. Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah
43. Pr. LACHKAR Hassan

44, Pr. OHAYON Victor*

45, Pr. YAHYAOUI Mohamed

Décembre 1988

46. Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib

47. Pr. DAFIRI Rachida
48. Pr. FAIK Mohamed

49. Pr. HERMAS Mohamed
50. Pr. TOLOUNE Farida*

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990

51. Pr. ADNAOUI Mohamed
52. Pr. AOUNI Mohamed
53. Pr. BENAMEUR Mohamed*

54. Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali

55. Pr. CHAD Bouziane
56. Pr. CHKOFF Rachid
57. Pr. KHARBACH Aicha
58. Pr. MANSOURI Fatima

59. Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda

60. Pr. SEDRATI Omar*
61. Pr. TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991
62. Pr. AL HAMANY Zaitounia

Rhumatologie
Cardiologie

Neurochirurgie

Radiothérapie

Médecine Interne
Anesthésie -Réanimation
Immuno-Hématologie
Chirurgie

Cardiologie
Pathologie Chirurgicale
Neurologie

Stomatologie et Chirurgie kiloo-Faciale

Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-laryngologie

Radiologie
Pathologie Chirurgicale
Gastro-Entédogie
Pneumo-phtisipe
Cardiologie
Chimie-Toxicologie Expese
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Médecine Interne
Neurologie

Chirurgie Pédiatuigl
Radiologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne

Médecine Interne
Médecine Interne
Radiologie

Cardiologie
Pathologie Chirurgicale
Urologie

Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Neurologie
Dermatologie
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique



63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ATMANI Mohamed*

AZZOUZI Abderrahim

BAYAHIA Rabéa ép. HASSAM
BELKOUCHI Abdelkader
BENABDELLAH Chahrazad
BENCHEKROUN BELABBES Abdellatif
BENSOUDA Yahia

BERRAHO Amina

BEZZAD Rachid

CHABRAOUI Layachi

CHANA El Houssaine*

CHERRAH Yahia

CHOKAIRI Omar

FAJRI Ahmed*

JANATI Idrissi Mohamed*

KHATTAB Mohamed

NEJMI Maati

OUAALINE Mohammed*
SOULAYMANI Rachida ép.BENCHEIKH
TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

83.
84.
85.
86.
87.
88.
89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.
97.
98.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AHALLAT Mohamed
BENOUDA Amina
BENSOUDA Adil

BOUJIDA Mohamed Najib
CHAHED OUAZZANI Laaziza
CHRAIBI Chafiq

DAOUDI Rajae

DEHAYNI Mohamed*

EL HADDOURY Mohamed
EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

JIDDANE Mohamed
OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine
TAGHY Ahmed

ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

99. Pr. AGNAQOU Lahcen
100Pr. AL BAROUDI Saad
101Pr. BENCHERIFA Fatiha

102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.
111.
112.

Pr. BENJAAFAR Noureddine

Pr. BENJELLOUN Samir

Pr. BEN RAIS Nozha

Pr. CAOUI Malika

Pr. CHRAIBI Abdelmijid

Pr. EL AMRANI Sabah ép. AHALLAT
Pr. EL AOUAD Rajae

Pr. EL BARDOUNI Ahmed

Pr. EL HASSANI My Rachid

Pr. EL IDRISSI LAMGHARI Abdennaceur
Pr. EL KIRAT Abdelmajid*

Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Néphrologie
Chirurgie Générale
Hématologie
Chirurgie Génade
Pharmacie galénique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Biochimie et Chimie
Ophtalmologie
Pharmacologie
Histologie Embryologie
Psychiatrie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Anesthésie-Réanimation
Médecine Préventive, SaRublique et Hygiéne
Pharmacologie
Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale
Microbiologie
Anesthésie Réanimation
Radiologie
Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Anesthésie Réanimation
Neurochirurgie
Cardiologie
Médecine Interne
Anatomie
Gynécologieb&tétrique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Ophtalmologie
Radiothérapie
Chirurgie Générale
Biophysique
Biophysique
Endocrinologie et Maladi&#taboliques
Gynécologie Obgigue
Immunologie
Traumato-Orthopédie
Radiologie
Médecine Inter
Chirurgie Cardio- Vasaite



160.

113. Pr.
114. Pr.
115. Pr.
116. Pr.
117. Pr.
118. Pr.
119. Pr.
120. Pr.
121. Pr.
122. Pr.
123. Pr.
124. Pr.
125. Pr.
Mars 1994
126. Pr.
127. Pr.
128. Pr.
129. Pr.
130. Pr.
131. Pr.
132. Pr.
133. Pr.
134. Pr.
135. Pr.
136. Pr.
137. Pr.
138. Pr.
139. Pr.
Mars 1995
140. Pr.
141. Pr.
142. Pr.
143. Pr.
144. Pr.
145. Pr.
146. Pr.
147. Pr.
148. Pr.
149. Pr.
150. Pr.
151. Pr.
152. Pr.
153. Pr.
154. Pr.
155. Pr.
156. Pr.
157. Pr.
158. Pr.
159. Pr.

Pr.

ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika
ETTAYEBI Fouad

HADRI Larbi*

HASSAM Badredine
IFRINE Lahssan

JELTHI Ahmed
MAHFOUD Mustapha
MOUDENE Ahmed*
OULBACHA Said
RHRAB Brahim
SENOUCI Karima
SLAOUI Anas

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima

BRAHMI Rida Slimane
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Ali
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI llham
CHERKAOUI Lalla Ouafae
EL ABBADI Najia

HANINE Ahmed*

JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir
BEDDOUCHE Amoqgrane*
BENAZZOUZ Mustapha
CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

DRISSI KAMILI Mohammed Nordine*

EL MESNAOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
FERHATI Driss

HASSOUNI Fadil

HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed

IBRAHIMY Wafaa
MANSOURI Aziz
OUAZZANI CHAHDI Bahia
RZIN Abdelkader*
SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

ép. BELKHADIR

Chirurgie Générale
Immunologie
Chirurgie Pédiatrique
Médecine Interne
Dermatologie
Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Traumatologie- Orthopédie
Chirurgie Générale
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie
Chirurgie Cardio-Vasculaire

Urologie
Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie
Gynécologie — Obstétig
Traumatologie — Ortlutipé
Radiologie
Ophtalmologie
Neurochirurgie
Radiologie
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique

Urologie

Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réaation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngolagi
Gynécologie Obstétrique

Médecine Préventive, SantBligue et Hygiéne

Cardiologie
Urologie
Ophtalmologie
Radiothérapie
Ophtalmologie

Stomatologie et Chirurgiekillo-faciale

Génétique
Réanimation Médicale



Décembre 1996

161. Pr. AMIL Touriya*

162. Pr. BELKACEM Rachid

163. Pr. BELMAHI Amin

164. Pr. BOULANOUAR Abdelkrim
165. Pr. EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
166. Pr. EL MELLOUKI QOuafae*
167. Pr. GAOUZI Ahmed

168. Pr. MAHFOUDI M’barek*
169. Pr. MOHAMMADINE EL Hamid
170. Pr. MOHAMMADI Mohamed
171.  Pr. MOULINE Soumaya

172. Pr. OUADGHIRI Mohamed
173. Pr. OUZEDDOUN Naima
174. Pr. ZBIR EL Mehdi*
Novembre 1997

175. Pr. ALAMI Mohamed Hassan
176. Pr. BEN AMAR Abdesselem
177. Pr. BEN SLIMANE Lounis
178. Pr. BIROUK Nazha

179. Pr. BOULAICH Mohamed
180. Pr. CHAOUIR Souad*

181. Pr. DERRAZ Said

182. Pr. ERREIMI Naima

183. Pr. FELLAT Nadia

184. Pr. GUEDDARI Fatima Zohra
185. Pr. HAIMEUR Charki*

186. Pr. KANOUNI NAWAL

187. Pr. KOUTANI Abdellatif

188. Pr. LAHLOU Mohamed Khalid
189. Pr. MAHRAOUI CHAFIQ
190. Pr. NAZI M’barek*

191. Pr. OUAHABI Hamid*

192. Pr. SAFI Lahcen*

193. Pr. TAOUFIQ Jallal

194. Pr. YOUSFI MALKI Mounia
Novembre 1998

195. Pr. AFIFI RAJAA

196. Pr. AIT BENASSER MOULAY Ali*
197. Pr. ALOUANE Mohammed*
198. Pr. BENOMAR ALI

199. Pr. BOUGTAB Abdesslam
200. Pr. ER RIHANI Hassan

201. Pr. EZZAITOUNI Fatima

202. Pr. KABBAJ Najat

203. Pr. LAZRAK Khalid ( M)
Novembre 1998

204. Pr. BENKIRANE Majid*

205. Pr. KHATOURI ALI*

Radiologie
Chirurgie Pédiatrie
Chirurgie réparatrice et plagptie
Ophtalmologie
Chirurgie Géndea
Parasitologie
Pédiatrie
Radiologie
Chirurgie Générale
Médecine Interne
Pneumo-phtisiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie
Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Chirurgie Générale
Urologie
Neurologie
O.RL.
Radiologie
Neurochirurgie
Pédiatrie
Cardiologie
Radiologie
Anesthésie Réanimation
Physiologie
Urologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Cardiologie
Neurologie
Anesthésie Réanimation
Psychiatrie
Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-Laryngologie
Neurologie
Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Néphrologie
Radiologie
Traumatologie Orthopédie

Hématologie
Cardiologie



206. Pr. LABRAIMI Ahmed*
Janvier 2000

207. Pr. ABID Ahmed*

208. Pr. AIT OUMAR Hassan

209. Pr. BENCHERIF My Zahid
210. Pr. BENJELLOUN DAKHAMA Badr.Sououd
211. Pr. BOURKADI Jamal-Eddine
212. Pr. CHAOUI Zineb

213. Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
214. Pr. ECHARRAB EI Mahjoub
215.  Pr. EL FTOUH Mustapha

216. Pr. EL MOSTARCHID Brahim*
217. Pr. EL OTMANYAzzedine
218. Pr. GHANNAM Rachid

219. Pr. HAMMANI Lahcen

220. Pr. ISMAILI Mohamed Hatim
221. Pr. ISMAILI Hassane*

222.  Pr. KRAMI Hayat Ennoufouss
223. Pr. MAHMOUDI Abdelkrim*
224, Pr. TACHINANTE Rajae

225. Pr. TAZI MEZALEK Zoubida
226. Novembre 2000

227. Pr. AIDI Saadia

228. Pr. AIT OURHROUI Mohamed
229. Pr. AJANA Fatima Zohra

230. Pr. BENAMR Said

231. Pr. BENCHEKROUN Nabiha
232. Pr. CHERTI Mohammed

233. Pr. ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
234. Pr. EL HASSANI Amine

235. Pr. EL IDGHIRI Hassan

236. Pr. EL KHADER Khalid

237. Pr. EL MAGHRAOQOUI Abdellah*
238. Pr. GHARBI Mohamed El Hassan
239. Pr. HSSAIDA Rachid*

240. Pr. LACHKAR Azzouz

241. Pr. LAHLOU Abdou

242. Pr. MAFTAH Mohamed*

243. Pr. MAHASSINI Najat

244, Pr. MDAGHRI ALAOUI Asmae
245. Pr. NASSIH Mohamed*

246. Pr. ROUIMI Abdelhadi
Décembre 2001

247. Pr. ABABOU Adil

248. Pr. AOUAD Aicha

249. Pr. BALKHI Hicham*

250. Pr. BELMEKKI Mohammed
251. Pr. BENABDELJLIL Maria
252. Pr. BENAMAR Loubna

253. Pr. BENAMOR Jouda

254, Pr. BENELBARHDADI Imane
255. Pr. BENNANI Rajae

Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie
Ophtalmologie
Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Ophtalmologie
Chirurgie Géntzra
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Chirurgie Générale
Cardiologie
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne

Neurologie

Dermatologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Cardiologie

2Anesthésie-Réaaiion

Pédiatrie

Oto-Rhino-Laryngologie

Urologie
Rhumatologie

Endocrinologie etddees Métaboliques

Anesthésie-Réanimation

Urologie
Traumatologie Orthopédie
Neurochirurgie
Anatomie Pathologique

Pédiatrie

Stomatologie Et Chirurgieilla-Faciale
Neurologie

Anesthésie-Réanimation
Cardiologie
Anesthésie-Réanimation
Ophtalmologie
Neurologie
Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie



256.
257.
258.
259.
260.
261.
262.
263.
264.
265.
266.
267.
268.
269.
270.
271.
272.
273.
274.
275.
276.
277.
278.
279.
280.
281.
282.
283.
284.
285.
286.
287.
288.
289.
290.
291.
292.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BENOUACHANE Thami
BENYOUSSEF Khalil
BERRADA Rachid

BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUHOUCH Rachida
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa

CHELLAOUI Mounia
DAALI Mustapha*

DRISSI Sidi Mourad*

EL HAJOUI Ghziel Samira
EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL MOUSSAIF Hamid

EL OUNANI Mohamed

EL QUESSAR Abdeljlil
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
GOURINDA Hassan
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf

NABIL Samira

NOUINI Yassine

OUALIM Zouhir*

SABBAH Farid

SEFIANI Yasser
TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia
TAZI MOUKHA Karim

Décembre 2002

293.
294.
295.
296.
297.
298.
299.
300.
301.
302.
303.
304.
305.
306.
307.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENBOUAZZA Karima
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia*
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL ALJ Haj Ahmed

Pédiatrie
Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Rhumatologie
Anatomie
Cardiologie
Radiologie
Radiologie
Radiologie
Chirurgie Générale
Radiologie
Gynécologie Obstéteq
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Radiologie
Pédiatrie
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Péripltgre
Médecine Interne
Chirurgie Générale
Hématologie Clinique
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Urologie
Néphrologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Vasculaire Péripipge
Pédiatrie
Urologie

Anatomie Pathologiqu
Urologie
Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et MalasliMétaboliques
Rhumatologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Chirurgie Pétrique
Urologie



308. Pr. EL BARNOUSSI Leila

3009. Pr. EL HAOURI Mohamed *
310. Pr. EL MANSARI Omar*

311. Pr. ES-SADEL Abdelhamid
312. Pr. FILALI ADIB Abdelhai

313. Pr. HADDOUR Leila

314. Pr. HAJJI Zakia

315. Pr. IKEN Ali

316. Pr. ISMAEL Farid

317. Pr. JAAFAR Abdeloihab*

318. Pr. KRIOULE Yamina

3109. Pr. LAGHMARI Mina

320. Pr. MABROUK Hfid*

321. Pr. MOUSSAOUI RAHALI Driss*
322. Pr. MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
323. Pr. MOUSTAINE My Rachid
324, Pr. NAITLHO Abdelhamid*
325. Pr. OUJILAL Abdelilah

326. Pr. RACHID Khalid *

327. Pr. RAISS Mohamed

328. Pr. RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
329. Pr. RHOU Hakima

330. Pr. SIAH Samir *

331. Pr. THIMOU Amal

332. Pr. ZENTAR Aziz*

333. Pr. ZRARA Ibtisam*
PROFESSEURS AGREGES :

Janvier 2004

334, Pr. ABDELLAH El Hassan

335. Pr. AMRANI Mariam

336. Pr. BENBOUZID Mohammed Anas
337. Pr. BENKIRANE Ahmed*

338. Pr. BENRAMDANE Larbi*

3309. Pr. BOUGHALEM Mohamed*
340. Pr. BOULAADAS Malik

341. Pr. BOURAZZA Ahmed*

342, Pr. CHAGAR Belkacem*

343. Pr. CHERRADI Nadia

344, Pr. EL FENNI Jamal*

345, Pr. EL HANCHI ZAKI

346. Pr. EL KHORASSANI Mohamed
347. Pr. EL YOUNASSI Badreddine*
348. Pr. HACHI Hafid

349, Pr. JABOUIRIK Fatima

350. Pr. KARMANE Abdelouahed
351. Pr. KHABOUZE Samira

352. Pr. KHARMAZ Mohamed

353. Pr. LEZREK Mohammed*

354, Pr. MOUGHIL Said

355. Pr. NAOUMI Asmae*

356. Pr. SAADI Nozha

357. Pr. SASSENOU ISMAIL*

358. Pr. TARIB Abdelilah*

Gynécologie Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Générale

Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie

Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrigu
Cardiologie
Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisigie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique

Ophtalmologie
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INTRODUCTION

Durant les 40 derniéres années, la biologie méaliaabeaucoup évolué et les
moyens techniques dont elle dispose se sont coabidénent améliorés. La
tendance a l'augmentation du degré d’automatisaties analyses concerne
toutes les disciplines biologiques, I'hnématologle fait pas exception. Les
analyseurs de cytologie hématologique ont désorsuggplanté les dilutions a la
pipette, les colorations manuelles et Il'observatipar I'ceil humain au

microscope optique.

Pour ce faire, ces appareils ont du faire la preleséeur capacité a différencier
et dénombrer les différents éléments figurés duw.shas techniques utilisées
sont devenues de plus en plus sophistiguées. pemettent désormais
d'obtenir des informations qu'un observateur msopique ne pourrait

appréhender.

Notre travail s’est fixé comme objectif de rappoitatérét de I'utilisation de
lautomatisme en hémogramme par rapport aux tedesigmanuelles
classiques. Apres une description du fonctionnerdestautomates, nous nous
intéressons a souligner les pieges des phasesadique et technique afin

d’éviter les difficultés d’interprétation.



CHAPITRE | : HISTORIQUE

[I-Hématimétrie manuelle
|.1-Définition de I'hnémogramme

L’hémogramme correspond a I'étude quantitative wedlitptive du sang. Il est
classiqguement dénommé “Numération Formule SanguiNES). Il comprend,

parmi d’'autres, les parametres suivants :

» Numération des cellules sanguines ;
» Dosage de I'hémoglobine ;
> Mesure et calcul des constantes et indices érytaives et plaguettaires ;

> Etablissement de la différentielle leucocytaire
|.1.1-Prélevement

Le prélevement devrait toujours étre pratiqué amméoment de la journée, si
possible aprés un jeune de huit heures, les résyltauvant étre influencés par
des variations circadiennes et par I'alimentatibidéal serait d’observer un
décubitus d’'une demi-heure avant le prélevemengucen’est réalisable qu’en

cas d’hospitalisation. Le patient ambulatoire ggédevé en position assise.

Lorsque le préléevement veineux n’est pas indisg#asge sang capillaire peut
alors étre utilisé :prélevement au niveau de Ipeudigitale , le lobe d'une
oreille ou le talon chez le nourrisson .un réchamtnt sous I'eau tiede peut
augmenter la circulation capillaire .le site dul@vément est d’abord nettoyé
sans pression excessive a l'alcool a 70 %.une @iqutanée franche est
effectuée a l'aide d'une lancette stérile a usagigue .la premiére goutte est

rejetée en raison de possibles contaminations ,gtegtes suivantes sont
2



recueillies dans les pipettes ; il faut éviter éowtompression du lieu de
prélevement pouvant entrainer des modificationd®mposition cellulaire du

sang.

Le prélevement veineux est le plus utilisé, surtelit est nécessaire pour
d’autres analyses biologiques ou si une injectidraveineuse est prévue. Apres
ponction veineuse franche, le sang est recueilinsdan tube préparé
spécialement avec 'EDTA, en le remplissant jusglilddex indiqué et en

agitant aussitot le prélevement effectué. LEDTAstallisé dans le tube est un
chélateur du calcium bloquant toute coagulationn’iinterfere pas avec les

mesures effectuéés).

1.1.2-Examen quantitatif
a)La numération des éléments figurés du sang
I. La numération des hématies

Le liquide de dilution

La composition exacte du diluant, présent danslilgedir a usage unique, n’est

pas connug?]
A titre documentaire, la composition du liquideMarcano est :

» Sulfate de sodium cristallisé : 59
e Méthanal : 1mL
» Eau distillée : gsp 100mL

 Taux de dilution : Le taux est de 200.

On utilise une Unopette spécial hématies.



ii.La numération des leucocytes

Le liquide de dilution

Le diluant pour les leucocytes contenu dans letalily a une composition
proche de celle du liquide de Hayem utilisé avex daciennes pipettes de

dilution.
Sa composition exacte est donnée ci-dessous :

* Bleu de méthyléne : 0,25¢
» Acide éthanoique : 5mL

» Eau distillée : gsp 100mL

C’est un liguide hémolysant mais il conserve lesteytes.

Taux de dilution : Le taux est de 20.

On utilise une Unopette spécial leucocytes. L'hémsmltotale est obtenue au

bout de 10 a 15 minutes.
iii.La numération des thrombocytes
Le liquide de dilution

Le liquide posséde les propriétés suivantes :

» Il est hémolysant : milieu hypotonique
 Ilinhibe l'agglutination et 'adhésion des throndytes

* |l provoque leur gonflement.

Taux de dilution : Le taux est de 100.



On utilise une Unopee spécial plaguettes. L’hémolyse totale est aldeau
bout de 10 2 15.

iv.Les différentes cellules et résulta
La cellule de Malassez

Le quadrillage gravé deélimite 100 rectangles ddmtsant subdivisés en .

carrés.

Chaque rectangle représente 1leme de millimétre cube, un carré 1/2(

millimétre cube. L’ensemble de la cellule représenmillimetre cub.

Figurel Quadrillage ‘cellule de malassgq’

Numération des Numération des Numérations de
Globules Rouges Leucocytes Plaquette

Dilution 1/200 Dilution 1/20 Dilution 1/100
Compter 4 rectangles | Compter 5 bandes Compter 2 bande

Soit N le nombre de GR Soit N le nombre de GB| NPIt/L = N x 100 x 10




NGR/L= NGB/L = N x 2 x 20 X

N %100 X200 X106 106

Ner/L = F

Le résultat s’exprime en

Le résultat s’exprime en Le résultat s’exprime en

1012/L 109/L 109/L

Erreur = 4% Erreur + 4% Erreur = 10%

La cellule de Thomas

Le quadrillage gravé délimite 16 grands carrés rédples uns des autres par un

double trait et subdivisés eux-mémes en 16 paies.
Chaque grand carré représente 1/250 millimétre,alizmue petit 1/4000.
L’ensemble de la cellule 1/10 millimétre cube.

Cette cellule sert, en générale, a compter lesuplées sur toute la cellule ou un

grand carré
(1/250 mm3) NPIt/L =N x 250 x 100 x 10

a)Détermination de I'hématocrite
L’hématocrite peut étre mesuré par centrifugatiam cechantillon de sang en

tube capillaire pendant 10 minutes a I'aide d’'unerancentrifugeuse.

b)Dosage de I’hnémoglobine
Sous l'action de I'hexacyanoferrate 3 de potasstitiu cyanure de potassium,

contenus dans le réactif de Drabkin, I'hnémoglobiest transformée en
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cyanméthémoglobine. Ce dérivé de I'hémoglobine Istath soluble est dosé
colorimétriquement a 540nm. Toutes les formes dtentioglobine, sauf la
sulfhémoglobine, sont transformées en cyanméthéahowy et dosées la
technique est se fait par la réalisation une gardi@®lonnage a l'aide d’une
solution étalon commercialisé de cyanméthémoglobinessai est réalisé en
ajoutant 20uL de sang a 5mL de réactif de DrabdRour des concentrations en
hémoglobine supérieures a 200g/l, la loi de Beetiextm’est plus respectée, |l
est donc nécessaire de diminuer la prise d'essasaig. La réaction est
immédiate et stable plusieurs heures. L'absorbdeaghaque tube est lue a 540

nm et la concentration en hémoglobine du sang léacu

c)La formule leucocytaire

Elle correspond a la distribution des différentagétés de leucocytes identifiés
lors d’'un parcours qui tient compte de la distndtde ces leucocytes lors de
I'étalement. Les granulocytes et les monocytesitserg sur les bords et les

bouts du frottis.
On doit identifier environ 200 leucocytes a I'aie compte celluleR?].

nombre d'un type de leucocyte
Lo = == 100
nombre de cellules totales

%

100

Valeur absolue = » nombre de lewcocytes par mL

|.1.3-Examen qualitatif

1.1.3.1-Confection de frottis
L'étalement est réalisé a partir de sang fraidépednent de moins de 3 heures)

prélevé sur éthyléne-diamine-tétra-acétiqgue (EDT&N, plus rarement,
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directement parprélevement capillaire. Les lames doivent étre emrey

dégraissées, a bords rodés a 45°, a pans (

Lame . Lamelle Mise en contact lamelle / sang

R | [ W
P

Réalisation du froftis

Figure 2 Technique d'étalement d'un frottis de san [4]

La technique manuelle d'étalement est la suivi

déposer ue goutte de sang a l'extrémité d'une lame p

horizontalement sur un plan

¢ maintenir cette lame d'une main et de l'autre @woersde lame inclinée
45°, juste a l'avant de la gou

 amener la seconde lame au contact du sang etrldi$geser le ong de
I'aréte; d'un mouvement rapide, tirer le sang Verdrémité de la lam
horizontale;

 identifier le frottis (nom du patient, numéro deawvail...) et le laisse

sécher a l'air sans accélérer le séchage (agitatchoir)

L'inclinaison de la lameffectuant le frottis varie suivant la viscositéshng



» viscosité basse (anémie) : il faut compenser lalifs du sang par un
mouvement plus rapide ou en tenant la lame pluscaégment (angle
avec I'horizontale > 45°);

* viscosité haute (polyglobulie, hyperleucocytose  aum,
hypergammaglobulinémie): mouvement lent ou lame nsoverticale

(angle avec I'horizontale < 45°).

Le méme principe est adopté maintenant sur cer@ingmates. lls tiennent

compte de I'hnématocrite pour adapter la vitesdetidement.

Dans la plupart des cas, le frottis est réalisér pétablir une formule
leucocytaire et doit étre coloré rapidement (darsnsnde 48 heures) sans

fixation préalabld4] .

[.1.3.2-L'automatisation de confection et de colomson des frottis:

L’automatisation de la réalisation et la colorataes frottis sanguins a subi de
grands progres passant du stade des automategaiisent I'étalement et la
coloration indépendamment aux automates qui réaligm méme temps

I'’étalement et la coloration.

a)Présentation de I'automate de confection et de lopation des frottis :

Le CELL-DYN SMS que nous avons utilisé pour réalike confection et la
coloration automatique des frottis est unrursent autonome. Il est congu
pour un usage in vitro dans les laboratoires dliegy Ses parametres ont été
optimisés afin de produire des frottis sanguins matibles et de réduisant la
nécessité de procéder a des ajustements pourHeastd#lons avec des valeurs

d'hématocrite extrémes.



Figure 3 :.L’automate "CELL -DYN SMS" de coloration et confection

des frottis. [7]

b) Confectiondes frottis par I'automate SMS Abbot: :

Cet automate présente deux modes de prélevemerdichastillon : « fermé »
et « ouvert »options Dans le mode d'échantillonnage ferrl'autc-chargeur a
une capacité de 50 positions. Il mélange, identiéiehantillon, et en aspire |
tres faible volume pour confectionner le frottisOQuL dans le mod

d'échantillonnage fermé et seulemerulL dans le mode ouver

c) Coloration des frotis par I'automate

L’automate opére les différentes étapes automatigne comme le montre

figure ci-dessous.
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L

HRE

Glissiere Confection de frottis  coloration de frottis

Echantillonneur

Figure 4 : Etapes de Coloration des Frottis par I'automat [7]

Apres étalement des frotti’automate réalise 'opération de coloration au s

de laquelle les lames portant le frottis sangusspat successivement :

- le bain d’éthanol ;

- le bain de colorant M-Grunwald ;
- le bain d’eau neut ;

- le bain de colorant Giem;

- le bain de rincage ;

- I'étape de séchage.
1.1.3.31La coloration de May-Grunwald-Giemsa
a)Principe

Le colorant de Maysrunwald est une solution neutre d'éosine et da Ok
méthylene dans de l'alcool méthylique, ce qui pedmdixation des élément
Lorsqu'on utilise ce dorant isolément, les noyaux sont colorés en bbda,pes
cytoplasmes en bleu tres clair ou sont incoloessgranulations secondaires
granulocytes en rouge clair pour la lignée neutitepken bleu foncé pour
lignée basophile et en rot-orangépour la lignée éosinophile. Les héma

sont colorées en beige rc
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Le colorant de Giemsa est une combinaison d'éadirte dérivés du bleu de
méthyléne dont I'azur. Il colore les noyaux en atioles cytoplasmes en bleu
plus ou moins intense ou en rose selon les celktléss granulations primaires
des granulocytes en rouge-pourpre intense (graomngatlites alors azurophiles).
Ces deux colorants, qui donnent des résultats éngitaires, ont été associés

par Pappenheimer dans une coloration panoptique.

1.1.3.4-Coloration de Wright

a)Principe

Tres répandue aux Etats Unis, la coloration de MYnmermet la réalisation de
formule sanguine et médullaire. Le colorant de \Wrigst un mélange de Bleu
de méthylene, d’Eosine et d’Azur de méthyleneixi fle frottis par son alcool
méthylique et comme tous les colorants neutresodutien alcoolique, il ne

libére son activité colorante qu’aprés additiorad’éamponnée.

b)Les colorations d'identification

Noyaux Rose-violet
Cytoplasme de Bleu a Bleu-
lymphocytes gris

Granulations neutrophiles Violet-rose
Granulations éosinophile! Rouge-orangé
Granulations basophiles | Violet foncé
Plaquettes Violet pourpre

Hématies Rougeéatres
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1.1.3.5-Qualité du frottis

La bonne qualité du frottis est un préalableispensable a I'analyse du frottis
sang apres coloration. En effet, des frottis mab fasquent d'étre a la sour
d'erreurs dues a une mauvaise appréciation du gutage des populatio
leucocytaires liée a une répartition hétérogenediffieulté d'identification de:

cellules anormales; une difficulté d'analyse dendties

Figure 5 : Echantillons du frottis [6]

Un frottis de bonne qualité est homogene en longaten largeur, Iéérement
plus étroit que la lame, il diminue régulieremel@pdisseur vers son extren

qui ne comporte pas de franges terminales et aedittance du bord de lar

Un frottis de bonne qualité (la premiére pho-dessus) doit ét :
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o d’'une taille suffisamment grande, de maniére a pecwau moins la
moitié (de ¥z au %) de la lame ;

« de bonne densité, goutte étalée en entier, assemtdi des bords de la
lame pour étre accessible en tout point a I'obgenvamicroscopique.

Les six photos ci-dessus (présentées ensemblsdréid, par contre, le cas de

frottis sanguins obtenus suite a une confectiomadevaise qualité.

1.1.3.6-Examen des frottis sanguins

L'examen du frottis de sang permet d'établir unemfibe leucocytaire et

d'examiner la morphologie des hématies, des glstaléncs et des plaquettes.

L’examen du frottis sanguin au faible grossissem@ijectif x40) permet
d’apprécier la qualité du frottis. L'étude cytolgge (objectif x100, a

'immersion) permet de réaliser :

- l'observation des éventuelles anomalies morpholagggdes globules
rouges : anomalies de forme, de taille, de colonatiou présence
d’inclusions intra-érythrocytaires.

- l'observation des éventuelles anomalies morpholagggdes plaquettes
(taille, forme), la présence éventuelle d’amas uyddigire, et, la
confirmation de la densité de la numération plaigiret

- I'établissement de la Formule Leucocytaire

a)Morphologie des cellules sanguines

Les photos suivantes sont des exemples typiqueésentatifs des différents
éléments figurés sanguins. Elles ont été prises ges frottis de sang normal

coloré au MGG (au grossissement x 100).
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i. Globules rouges

Sur frottis, les globules rouges o

e une forme circulair ;
* une taille uniforme avec un diametre moyen de ;

* une coloratn gris rosé avec un centre plus «

Figure 6 Frotti s de sang normal coloré au MGt
(Gr x 100)[6]

ii.Plaguettes

Sur frottis, les plaquettes ol
» une forme arrondia contours irrégulier ;
 une taille uniforme avec un diamé ; moyen de 1-2um ;

* une coloration gris clair parsemée de fines grdimna rosée

15



Figure 7: Frottis de sang normal coloré au MGC(
(Gr x 100) [6]

iii.Polynucléaires neutrophiles (PN

Sur frottis, les polynucléaires neutrophiles

» une forme arrondig

e un diamétre moyen -14um;

* une forme polylobée de leur no;

» des granulationsytoplasmiques fines, de couleur beige rc

(neutrophile).

Figure 8: Frottis de sang normal coloré au MG(

(Grx 100)[6]
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iv.Polynucléaires éosinphiles (PE

Sur frottis, les polynucléaires éosinophiles

* une forme arrondie

e un diamétre moyen -14um;

e un noyau bilobé ;

e des granulations cytoplasmiques sphérigues de uwoulerangée

(éosinophile).

. o .

A

=T,

R
‘ W

Figure 9: Frottis de sang normal coloré au MGG (Gr x 10) [6]

v. Polynucléairesbasophiles (PB

Sur frottis, les polynucléaires basophiles

» une forme arrondig

e un diamétre moyen -14um;

* un noyau bilobé masqué par des granulations cyoptpes de tlle
hétérogene de couleur pourpre (basopl

17



Figure 10 : Frottis de sang normal coloré au MG( (Gr x 10C) [6]

vi.Monocytes

Sur frottis, les monocytes or

un diamétre moyen -40um ;

un noyau arrondi ou ovalairplus souvent réniforme ou irrégul ;

un cytoplasme gris bleuté, avec de fines granulatioosées ass

nombreuses qui se fondent avec le fond cytoplass ;

parfois des vacuoles intra cytoplasmiq

¢

Figure 11 : Frotis de sang normal coloré au MG( (Gr x 10C) [6]
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vii.Lymphocyte

a) Sur frottis, lepetits lymphocytes ont :

e un diamétre moyen-9um
* un noyau arrondi ou ovala

e un cytoplasme peu étendu clair ou légerement

.

Figure 12 Frottis de sang normal coloré au MGG (Gr x 100) [6]

b) Sur frottis, legrands lymphocytes ont :

¢ un diamétre moyen-15um

* un noyau central ou légérement exce

* un cytoplasme plus étendu entourant le noyau, myaiilégérement ble
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Figure 13 Frottis de sang normal coloré au MGG(Gr x 100) [6]

1.1.3.7-Conservation de frottis

Si les frottis colorés doivent étre conservé-dela de quelques semaines, il
préférable de les monteous lamelle a l'aide d'un milieu synthétique |
exemple de type Eukitt) pour les protéger de lasp@ue, des rayures et pe
limiter l'altération de la coloration. On peut emsules classer (date, orc

alphabétique) et les ranger dans des tiroipropriés.

|.1.4-Le calcul des indices érythrocytaire
On les calculs lors des techniques manuelles. Rela, il nous faut I
numération des hématies (NGR), I'hnématocrite (Ht)lae concentration e

hémoglobine (Hb).

1.1.4.14 e VGM (Volume Globulaire Moyen)
Il représente le volume moyen d’'une hén
hématocrite

100
VoM = - - . -
concentration en hématies en nombre par litre

20



Le VGM s’exprime en fl.

1.1.4.2-Le TCMH (Teneur Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine)

Il représente la quantité moyenne d’hémoglobindesare dans une hématie.

Concentration en hémoglobine

TCMH = . : : -
concentration en hématies en nombre par litre

Le TCMH s’exprime en pg

1.1.4.3-Le CCMH (Concentration Corpusculaire Moyenre en Hémoglobine)
Il représente la quantité moyenne d’hémoglobinetaran dans un litre

d’hématies.

Elle exprime la saturation de I'hnématie en hémoigieb

concentration en hémoglobine

hématocrite
100

CCMH =

Le CCMH s’exprime en g d’Hb/litre.
lI-L’Automatisation

Il.1-Historique et progres de I'automatisation

Le terme « automate », apparu en 1532, est démime étant un appareil mQ
par un meécanisme intérieur et imitant les mouvemente [|'étre
humainL’automatisation est considérée comme étape d’'agrps technique ou
apparaissent des dispositifs techniques suscepmtéleeconder 'lhomme ; non
seulement dans ses efforts musculaires ; mais régate dans son travalil

intellectuel de surveillance et de contrdle.
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C’est a la fin du XIXeme siecle avec notammenttiiagaux de Paul Ehrlich sur
les colorants que la cytologie hématologique wifolur. En effet, en colorant
les éléments figurés du sang, il devient possitea distinguer les différents
constituants par observation microscopique et afgmécier les proportions. Au
fil des années, les colorants évoluent (Romanqgwsis May-Griunwald-Giemsa
en Europe, Wright aux Etats-Unis) mais la méthoekter manuelle, longue,
fastidieuse, observateur-dépendante et peu préaiseffectuée sur un faible
nombre de cellules. Il faut attendre les année® J@kir découvrir les premiers
appareils de cytologie hématologique automatiséefapctionnent selon le
principe de variation d'impédance (encore utili®&ras jours). Toutefois, ces
appareils ne réalisent pas la formule leucocyitiles paramétres mesurés sont

peu nombreux. Une observation microscopique péeadst toujours nécessaire.

Dans les années 1960-70, cette technologie s'amaélibles résultats obtenus
sont de plus en plus satisfaisants, surtout ersd¢iate d’anomalie cytologique.
Le recours a la formule leucocytaire microscopidaeient circonstanciel. Pour
caractériser certaines pathologies, les biologistffectuent souvent des
colorations cytochimiques (myéloperoxydase, estérassur lame afin de

préciser la nature des cellules anormales.

C’est en 1970, lors d’'un congrés new-yorkais, gueabnde médical découvre la
cytochimie en flux : la Technicon Instrument Cogd@n® y présente pour la
premiere fois son projet de différentiation enzymag en flux des leucocytes.
Cette technologie permet de distinguer les leuascyelon leur taille et la
quantité de myéloperoxydase qu'ils contiennentpregnier automate équipé de
cette technologie innovante, I'Hemalog-D, est comuiaisé par la firme

Technicon® en 1974. En 1981, cette société comisimetechnologie de
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cytochimie en flux avec celles utilisées pour lasare de I'hémoglobine et les
numerations érythrocytaire et plaquettaire ; 'H38Pautomate d’hématologie a
5 canaux, est mis sur le marché. Celui-ci est mé@&ona d’'un étaleur-colorateur
de frottis sanguins. Puis, en 1987, le premier agpauni d'un canal d’analyse
de la densité nucléaire (qui remplace avantageusdiaacien canal basophile)
est commercialisé : c’est le Technicon® H1. Arrivensuite le H2 en 1990 et le
H3 en 1993. Le Technicon® H3 comporte en plus degsédécesseurs un canal

de comptage des réticulocytes.
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CHAPITRE 2 : Principe de mesure des automates

Effectuer un hémogramme automatisé consiste a seralgs caractéristiques
des cellules circulantes du sang périphérique pues quantifier. Il comprend
dans tous les cas des données quantitatives gemttdtenues autrefois par des

technigues manuelles longues, fastidieuses etgpraductibles. Il s'agit :

» des paramétres érythrocytaires - nombre d'hématieglobules rouges
(GR), taux d'hémoglobine (Hb), hématocrite (Ht),lumee globulaire
moyen (VGM), teneur corpusculaire en Hb (TCMH), cemration
corpusculaire moyenne en Hb (CCMH);

* du nombre des leucocytes ou globules blancs (GB);

e du nombre des plaquettes (PI).

Depuis les années 1960, des automates de plusiempgiformants ont été mis
au point. Ce sont des cytometres en flux qui efilisdifférentes méthodes
physiques et chimiques pour caractériser puis dptambes éléments du sang.
D'abord limités aux parametres quantitatifs préotsjels proposent maintenant
une formule leucocytaire compléte - polynucléairasutrophiles (PN),
eosinophiles (PE), basophiles (PB), lymphocytes) (&ly monocytes (Mo) et,

pour certains, la numération des réticulocytes.

La diffusion des automates dans les laboratoir@sat)se a permis d'améliorer
la reproductibilité et la précision des mesuresgeéserve d'un calibrage et d'un
suivi rigoureux des instruments. Néanmoins, cebnigoes automatisées ont
des limites et des causes d'err¢ifs],, et le biologiste doit rester vigilant et

poser l'indication de contrbles manuels dans ceatirconstances.
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Différentes méthodes d'analyse physique des cellsdat utilisées, seules ou
associées a des techniqgues cytochimiques ou a desquenrs
fluorescentq14,18].

I-Analyse par impédance

L'analyse par impédance permet de compter les hesnéts leucocytes et les
plaquettes. Elle utilise le « principe Coulter xeslcellules mises en suspension
dans un liquide conducteur et guidées a travensetin orifice cylindrique vont
déclencher lors de leur passage entre deux élestiotimergées dans ce liquide
une augmentation de la résistance électrique (i@rid'impédance) qui génere

une impulsion électrique

* |le nombre d'impulsions correspond au nombre deilesllayant franchi
['orifice;
» ['amplitude de l'impulsion est proportionnelle alume de la cellule.
Les instruments permettent d'éviter les artefaigls & la recirculation des
cellules déja comptées dans la zone de détectiondé balayage par le diluant)
ou au passage simultané de deux cellules (correct® coincidence). Les
impulsions aberrantes par la taille ou la formetsénartées de l'analyse

ultérieure.

Les impulsions sont ensuite classées dans difffrem@inaux selon leur
amplitude, ce qui permet la construction d'histogrees de distribution

volumétrique.
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lI-Analyse par diffraction laser

Les cellules en suspension sont acheminées dansgame liquide et
hydrofocalisées afin de les aligner. Chaque celbalsse ainsi individuellement
devant un faisceau laser dont elle diffracte laiéwen La lumiére diffractée peut

alors étre analysée sous différents angles :

e aux petits angles (0-3°), dans l'axe du faisceawdémt, la mesure de la
lumiére diffractée par la cellule donne des inda® sur le volume de la
cellule;

e aux grands angles (15°, 90°), la lumiere traveaseémbrane cellulaire et
est diffusée par les organites intracellulaires.niesure de cette lumiere
renseigne sur la granularité du cytoplasme et faitie chromatinienne de

la cellule.

De plus, les polynucléaires éosinophiles peuvergt éécomptés grace a leur
propriété de dépolariser la lumiere laser a 90°.

llI-Analyse par cytochimie

Ces techniques sont utilisées par certains coretitec pour identifier ou

sélectionner les populations leucocytaires.
lll.1-Réaction des peroxydases

Elle repose sur la mise en évidence de la peroeydamtenue dans les
granulations primaires de certains leucocytes. lyagphocytes sont négatifs

pour cette réaction. En présence d'eau oxygenéametsubstrat (4-chloro-1-
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naphtol), l'action de la peroxydase cellulaire rés€lée par un précipité coloré

qui sera analysé par absorption lumineuse.
IV-Analyse par un courant a haute fréquence

Un courant de haute fréquence est appliqué simartant au courant continu
sur deux électrodes. Le passage d'une celluleucréeifférence de potentiel qui
est fonction du degré de conductivité cellulairarint ainsi des indications sur

le contenu du cytoplasme et la structure du noyau.
V-Lyse chimique

Des procédés de lyse sont appliqués a la numératemn polynucléaires
basophiles sur certains instruments. Cette lyseauitéla membrane des
leucocytes et les réduit a leur noyau a I'excepdies basophiles qui conservent
leur membrane et leur cytoplasme et sont ainsitifil puis numérés par leur
taille. D’autres réactifs de lyse réagissent paxféellement avec la membrane
des granuleux les plus matures, sélectionnant dawsi populations plus

immatures.
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V. Méthodesde mesure : cytométrie et laser associés a I'impéuze ou a la
cytochimie

1-Sysmex XE-5000

e

M“'

Figure 14 lllustration : Sysmex XE-500([9]

» Principes . -Cytomeétrie de Flux Fluorescente
-Méthode détection RF/D@dio frequency)/(direct currer

 Rubrigue de test:

-Les parameétres [13] sont mises sous forme ddableau ‘menu
standard’: (White Blood Ce) WBC,(Red Blood
cel)RBC, (hemoglobinHb, (hematocritHCt,
(mean corpuscular volu)MCV, (mean corpuscular hemoglobidylCH, (Mean Corpuscular
Hemoglobin Concentrati) MCHC, (plateleb PLT, %&%# ( neutrophi) Neut, (Monocyte)
MOoNO, (lymphocyteyMph, (eosinophil)€0S {basophil)baso’:
» standard menu (left) plt (nucleated red blood cel) NRBC %&#,
(Reticulocyte)retiC %&#, (width standard deviation)RDW-SD, (Coefficient of
Variation of Red Cell Distribution WidthyRDW-CV, (immature RET fraction)

IRF, (fluorescent optical platelet count)PLT-O, (Hematopoietic Progenitor Cell)
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HPC#, (mean platelet volume) MPV, (immature Granulocyte)lG%, |G#,

(Reticulocyte Hemoglobin) RET-HG,(Immature platelet fraction)|PF.

-Entités remarquables:

» PLT clumps, PLT ABN distribution, WBC ABN scatteagn, blast,
left shift, atypical lymphocytes, abnormal lymphtes/blast, RBC
ABN distribution, RBC lyse resistance, RBC agglurt#) turbidity

-tests spécifiques:

» Reticulocyte hemoglobin, immature platelet fractibamatopoietic
progenitor cell, immature reticulocyte fractionpoetable immature
granulocyte #&%, RBC/WB@Gbtal count) TC/two-part differentia.

e Linéarité : -WBC count/RBC count: 0-440/0-8
Hemoglobin/Platelet : 0-25/0-5,000
MCV (fL) or Hct (%) : 075 (Hct)

e Précision: -WBC count/RBC count : <3 %/<1.5 %

Hemoglobin/Platelet  : <1.0 %/<4.0 %
MCV or Hct . <1.5 % (Hct)
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Substances interférentes

Globule blanc

Globule rouge

MCV ou hématocrite

Plaquette

Hémoglobine

Agglutinine froide
-Agrégation plaquettaire
-Globule rouge nucléé

-Cryoglobuline

- Agglutinines froide
-Plaquette géante
- Microcytose sévere

- Fragments des globules rouges

- agglutinine froide
-sphérocytose

- Leucocytose

- Pseudo-thrombopénie
-Agrégation plaguettaire

-Macrocyte

-lipémie

- une hyperleucocytose (>100.00@Yy
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e Volume d’échantillon : 130 puL/200 pL/1 ml (mode fermé/ouve

2-Beckman Coulter LH 78(

Figure 1Blustration : Beckman Coulter LH 780[10]

» Principes: Cytométie de flux par diffraction laser, Technologie V!
Formuleleucocytaire obtenue par cytométrie de flux e
analyse tridimensionnelle des donr : Impédanc —
Conductivité- Diffraction lase, la nouvelle dimension, pc
les résultats de la formuleucocytairegles réticulocytes, e
obtenue par I'exploration approfondie diformule
leucocytaire et des réticulocytes grace a dgiciels brevetés

tels que l'IntelliKinetics et AccuGe. [13]
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Rubrigue de test:

- Les parametres sont mises sous forme de tableau:
‘menu Standard: WBC, RBC, Hb, Hct, MCV, MCH, MCHC, PLT,
%&# neut, mono, lymph, eos, baso’:

» standard menu (left) plus: RDW, RDW-SD, MPV, réw&#, IRF,
(mean reticulocyte volurbJRYV, graded RBC morph., NRBC %&#otal
nucleated celll NC and RBC oOnerebrospinal fluplCSF, synovial, and
serous fluids.

- Entités remarquables :

= [|'age de l'utilisateur ,sexe, les valeurs physiojog dépendantes de
la localisation du patient, actions et seuilgigtres.
- Tests spécifiques :

= |VD: NRBCs, body fluids, RDW-SD; RUQ@uean Spherized Corpuscular
volum§ MSCV, RSF, MAF, WB@Gesearch populatiodata)RPD

Linéarité : -WBC count/RBC count : 0—-400/0-8.0
Hemoglobin/Platelet :0—-25/0-3,000

Précision:- WBC count/RBC count <1.7 %K0.8 %
-Hemoglobin/Platelet <0.8 %£3.3 %

- MCV or Hct <0.8 %(MCV)
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Substances interférentes

Globule blanc

Globule rouge

MCV or hématocrite

Plaquette

Hémoglobine

-globules rouges qui résistent a la

lyse,
-Particules non lysés>35 fL

-plaguettes géantes

-globules blancs trés élevés
-Forte concentration ddaquettes
-Agglutinine

-globules blancs trés élevés
-Forte concentration dggaquettes
-Agglutinine

-Globules rouges tres petites

-Fragment de globules blancs

-Lipémiesévere
-Héparine

-globules blancs trés élevés
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* Volume d’échantillon : 20QuL/300ul (550 ul avec Etaleur) / 1ml

(mode fermé/ouvert).

4-Abbott CELL- DYN Sapphire

Figure 1Blustration : Abbott CELL- DYN Sapphire[11]

» Principes: Diffraction lumineuse multi-angulaireytochimie13]

 Rubrigue de test:

- Les parametresoni mises sous forme de tableau:
‘menu standard: WBC, RBC, Hb, Hct, MCV, MCH, MCHC ,PLT,
%&# neut mono, lymph, eos, bast:

» standard menu eft) plus: MPV, RDW, retic %&#, IRF, NRB!
%&#, CD61, CD3T %&#, CDAT %&#, CD8T %&#, 4.
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- Entités remarquables :

» band, IG, blast, variant lymph, nvWBG@Gic resistant) IStRBC, IR,
PLT clmpgflags asymmetASYM, (flag) FP, CD61 agglutination, clot

detected during aspiration, short sample.
- tests spécifiques
» CD61 for PLTs, CD3/4, CD3/8 (immuno T-cell)
Linéarité_ : -WBC count/RBC count 0.4-250.0 x 103uL/ 0.22-7.50
x106 pL.

Hemoglobin/Platelet 1.0-24.8 g/dL/11.0—-2,000.08 {uL
MCV (fL) or Hct (%):37.0-179 fL (MCV)

Précision -WBC count/RBC count2.7 %K1.5 %

- Hemoglobin/Plateket.0 %£4.0 %
-MCV or Hct1.0 % (MCV)
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Substances interférentes

Globule blanc

Globule rouge

MCV ou hématocrite

-Agrégation plaquettaire
-Agrégation des neutrophiles
-Cryoglobuline
-Cryofibrinogéne

-Fragments des globules blancs

-Auto-agglutination
-Agglutinine froide
-globules blancs trés éleveés
-Plaquettes géantes

-Hémolyse

Auto-agglutination
-Agglutinine froide

- globules blancs trés élevés
-Plaquettes géantes

- Hémolyse

- Hyperglycémie
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Plaquette

Hémoglobine

-Auto-agglutination

-Agglutinine froide
-Cryoglobuline

-Cryofibrinogéne

-Plaquettes géantes

-Agrégation plaguettaire
-Fragments des globules rouges

- Fragment des globules blancs

Lipides>700 mg/dL,
-globules blancs>250 x 109/

-bilirubine>33 mg/dL
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e Volume d’échantillon : 20 uL/120 pL/0.5 mL, 0.3 mL pot

10.25 x 64nm tubes(mode fermé/ouve.

4-Siemens Advia 2120i

Figure 17 lllustration : Siemens Advia 2120[12]

» Principes: - WBC : peroxydase, cytochimie, canal basophile et «
laser.

RBC, PL1: diffraction de la lumiere sous 2 an([13].

 Rubrigue de test:

- Les parametres sonmises sous forme de tableau :
‘menu standard’: WBC, RBC, Hb, Hct, MCV, MCH, MCHC, PLT,
%&# neut, mono, lymph, eos, bas::
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» Standard menu (left) plus: CHCM, MPV, RDMAmoglobin
Concentration Distribution WidlfiHDW, (large unstained cel§UC %&#, retic.
%&#, (reticulocyte hemoglobin contgkEHr, CHCMr, cellular Hgb(meanHb
concentration of reticulocytes\MCVr; CSF: WBC, RBC (Polymorphonuclear

Neutrophil)PMN,(mononuclear)MN, neut, Iymph, mono.

- Entités remarquables:

» |eft shift, atypical lymphocytes, blasts, immaturgrans,
myeloperoxidase deficiency, aniso, micro, macrop Hgriation,
hypo, hyper, NRBC, RBC fragments, RBC ghost, ldpgd, PLT
clumps.

- Tests spécifiques :
= CHCM, HDW, CHr, CHCMr, cellular Hgb(,mean platelet component)
MPC (mean platelet massyMPM, CSF: WBC, RBC, PMN, MN, neut,

lymph, mono.

Linéarité : -WBC count/RBC count: 0.02—-400 CSF: 0-5,000/0-7.6:CS

0-1,500.
Hemoglobin/Platelet : 0-22.5/5-3,500.
MCYV (fL) or Hct (%) : 30—180 (MCV).
Precisiornn- WBC count/RBC count : 2.7 %/1.2 %.
Hemoglobin/Platelet : 0.93 %/2.93 %.
MCV or Hct : 0.78 %(MCV).
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Substances interférentes

Globule blanc

Globule rouge

MCV ou Hématocrite

Plaquette

Hémoglobine

Volume d’échantillon : 175 pL/175 puL/<300(mode fermé/ouvert)

Lyse des GR incompléte
(peroxydase seulement)
Agglutinines froides

la drépanocytose extréme
Aucun

Aucun

Globules blancs élevés
Bilirubine extrémement élevées

Interférence colorimétrique de

I’'hnémoglobine
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VII- Application a la numération des éléments du sal
1-Analyse de la lignée roug

1.1-Numération des hématies ou globules roug
Les hématies sont dénombr par mesure d'impédance ou dédfraction laser.
Elles sont réparties selon leur volume dans diffissr&éanaux a partir desqu

sont produits des histogrammes de répartition diunve érythrocytaire

La plage d'analyse des GR, qui peut étre légéremaaiable d'un instrument
I'autre, se situe généralement entr-40 fL pour la limite basse et 2-360 fL

pour la limite supérieure. Elle prend en compt&ZD 000 cellule.

Courbe de Price Jones

Mbre de GR
L (L: largeur du pic correspondant
r

f../ @ 50% de la population de 6R)

VGM

RDW-DS

L |
Ze8 308 yolume des GR en fl

Figure 18 :Courbe de Price Jond®$]
1.2-Dosage de I'hnémoglobir

La méthode de référer[19] pour doser I'hémoglobine consiste a
transformer, en présence de ferricyanure de patas@olution de Dibkin), en
cyan méthémoglobine. L'hémoglobine, la méthémogmbi et [e

carboxyhémoglobine sont ainsi dosées simultanérSente la sulfhémoglobir
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n'‘est pas prise en compte. La densité optique dellgion est lue a 540 nm
(bande d'absorption de la cyan méthémoglobinelususpectrophotométre ou

sur un photometre. Elle reste exprimée en g/dLratique courante.

La plupart des automates dosent I'némoglobine giteg méthode aprés lyse des
hématies. D'autres réactifs, sans cyanure, somtemaint proposeés tel le sodium
lauryl sulfate qui forme un dérivé sulfaté aveénioglobine et qui est mesuré a

la méme longueur d'onde que le cyan méthémoglobine.

La mesure de la densité optique est perturbéermaraugmentation de la
turbidité induite par une hyperlipidémie, une augtadon des protéines
plasmatiques notamment en cas d'immunoglobuline oslonale, une
cryoglobuline, une importante hyperleucocytoset¢aliirsi le méme canal est
utilisé pour le décompte des GB et le dosage de).I'Bans ces cas, le taux
d'hémoglobine est faussement augmenté. Les utilisaen sont alertés par des

alarmes.

1.3-Volume globulaire moyen
Le VGM des hématies correspond classiquement goorggntre le volume
total des hématies (représenté par I'hématoctile)rmmbre des hématies. Il est

exprimé en femtolitres (fL).

Le plus souvent, il est mesuré directement paalgésmates (moyenne des
VGM mesurés), parfois il est dérivé de I'hnématecfimtégration des hauteurs de

I'ensemble des impulsions mesurées) et du nomirhélaaties.

Lorsque le VGM est mesuré par impédance, I'ammitdd I'impulsion dépend

de la taille mais également du contenu en hémagolaiinsi une hématie « vide
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» (hypochrome) sera plus déformable et aura unnwelapparent plus faible

gu'en réalité.

Le VGM peut également étre mesuré par diffractesel et aprés sphérisation

des hématies, ce qui évite le phénomene de défditdab

1.4-Hématocrite

L'hématocrite est généralement calculé par lesnzates a partir du nombre et
du volume des hématies mesurés par impédancéfactibn laser. La valeur
déterminée par un automate est  légerement  plus lefaibque celle
obtenue par mesure directe aprés centrifugatiomeyieut éliminer la présence
d'une petite quantité de plasma résiduel entrbédesaties .l est exprimé en /|

(unités internationales) ou en % (unités convenides).

1.5-Teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine
La TCMH est calculée comme le rapport hémoglobimatre de GR. Elle est

exprimée en picogrammes (pg/cellule).

1.6-Concentration corpusculaire moyenne en hémoglote
La CCMH est calculée selon la formule suivante hgiotmne/hématocrite soit
hémoglobine/VGM x GR si l'automate calcule I'hnémadte. Elle est exprimée

en g/dL.

Certains automates utilisant la diffraction laseesorent la concentration en
hémoglobine pour chaque hématie, en méme tempe @M, et en donnent
une courbe de répartition pour la population éndittaire
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1.7-Autres indices érythrocytaires
Indice de distribution du volume des hématies s'dgit du coefficient de
variation de la distribution des hématies selom \@lume. Cet indice témoigne,

lorsqu'il est augmenté, d'une anisocytose glolailair

Indice de distribution de la concentration en hélmoige des hématies : cet
indice n'est fourni que par les automates qui deteant une concentration en
hémoglobine pour chaque hématie. Il corresponécart type de la distribution

de la concentration en hémoglobine des hématies

RDW = IDC : coefficient d'anisocytose.

Double

=~ population
.
50 100 200 50 100 200

RDW Mormal < 15 IDC éleve = 18

Figure 19 : €fficient d'anisocytos¢6]
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Homme 4,5 - 6.106 /mm3
Hématies
Femme 3,8 - 5,5.106 /mm3

Homme 13 - 17 g/100ml
Hémoglobine
Femme 12 - 16 g/100ml

VGM 80-98um3 (fl)
RDW-DS : 42.5 + 3.5 fl

RDW
RDW-CV:13+15%
Hématocrite Homme 40 a 54 %
Femme 37 &4 47 %
TCMH 27-32 pg
CCMH 32436 %

Paramétres mesurés de 'hémogramme en techniguestamatiques Résultats chez I’adult[a6]

2-Analyse des plaquettes

2.1-Numération des plaquettes
Les plaquettes sont dénombrées par mesure d'impe&daar diffraction laser
et/ou par fluorescence. Le résultat est donné &r gk I'analyse de plusieurs

milliers d'éléments.

Par mesure d'impédance, elles sont souvent décempté la méme dilution
gue les hématies mais dans des canaux correspandanplus faibles volumes,

allant de 2-12 fL pour la limite inférieure a 20-fl0pour la limite supérieure.

45



La distribution des volumes plaquettaires est lognale et certains instruments
rendent un résultat aprés lissage et extrapolateha courbe de distribution
jusqu'a 70 fL. Ce traitement a pour but de minimises éventuelles

interférences avec des débris (< 2 fL), des schitescou des microcytes (zone
de 20-40 fL).

La méthode par diffraction laser, parfois complgi@eune mesure de
fluorescence, permet également un décompte desigitag en s'efforcant de

réduire les mémes interférences.

2.2-Indices plaquettaires

Depuis plusieurs années, un certain nombre d'iadozeé été proposés pour
mieux analyser la population plaquettaire : volumayen plaquettaire (VMP),
plaquettocrite, indice de distribution plaquettailee VMP a été le plus
étudie[16, 17]. Il apparait inversement corrélé au nombre dequetiies. Un
VMP augmenté a été rapporté dans les thrombopéfoegjine périphérique,
alors qu'il est généralement diminué dans les thop@nies d'origine centrale et
apres traitement cytotoxique. Il peut étre augmed#ds les syndromes

myéloprolifératifs.
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Histogramme des PLT

REL# PDW-D5S._.

PLT

=
= f-\ : |
Plaquettes géantes VMP> 20 fl 3 ; s

i
= iQ [=i=] BO FL

TAAN

Plaguettes punctiformes VMP<2 fi E \.__‘_1

=] ey I L

Figure 20 : Hogyramme des PLT6]

3. Analyse des leucocytes ou globules blancs

3.1-Numeération des leucocytes

Les GB sont comptés sur plusieurs milliers d'éldspar mesure d'impédance
ou par diffraction laser aprés mise en contact dliquote de sang avec un
diluant qui lyse les hématies. En fait, il s'agitird compte des « éléments
nucléés » qui peut donc inclure des érythroblasits sont présents. Dans ce
cas, la courbe de distribution des GB et/ou lesgrgmmes sont anormaux et
une alarme peut étre déclenchée. Certains autochatelerniére géneération
individualisent les érythroblastes des GB et eppsent un pourcentage. Sinon,
on doit alors corriger manuellement le chiffre deB aprés décompte du

pourcentage des érythroblastes sur un frottis dg. sa
3.2-Formule leucocytaire automatisée

Les automates de derniére génération établissemtfatenules leucocytaires

complétes avec un décompte des cing populationsodgtaires du sang
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normal : polynucléaires neutrophiles, éosinophilessophiles, lymphocytes et
monocytes. lls attirent l'attention du biologiste pes messages (alarmes «

constructeur ») si la répartition de ces populatioiest pas satisfaisante.

Outre ce décompte, certains automates proposentanant une quantification
d'autres éléments circulants, tels la myélémie dgmgélocytes, myélocytes,
promyélocytes) et les précurseurs hématopoiétiqdes. mesures nécessitent
généralement I'emploi de réactifs supplémentairésaluation de ces nouveaux
parametres dans diverses situations cliniques,uantl les pathologies

hématologiques, est en cours pour en précisagrénet les limites.
3.3-Principes de la formule automatisée

L'analyse des leucocytes par des parametres plegsiqu autres propres a
chaque automate aboutit, aprés traitement infoquafi a la formation de «
nuages » correspondant aux différentes populaltut®cytaires. L'ensemble de
ces « nuages » forme un cytogramme qui permetbtiféta pourcentage de
chaque population leucocytaire et donne des inditat sur d'éventuelles

anomalies de répatrtition par rapport aux critetasalyse du logiciel. La

présence de ces anomalies génére des alarmesdglargonstructeur ») pour

alerter le biologiste.
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3.4-Limites de la formule automatisée

La formule leucocytaire proposée par l'automatd pgoser des problemes

incitant le biologiste a effectuer un contrdle dwttis de sang. On peut

distinguer plusieurs situations :

Il peut s'agir d'alarmes qualitatives, « alarmasstmicteur ou flags » sur
la formule leucocytaire témoignant d'anomalies dgartition des
populations leucocytaires et faisant suspecter résgmce de cellules
anormales. Les plus caractéristiques sont les @ospi de blastes, de
cellules lymphoides atypiques ou de myélémie. Malges alarmes,
les automates proposent dans la plupart des casotmeale qui ne doit
jamais étre validée sans vérification du frottiselée peut étre erronée;

Il peut également s'agir d'anomalies quantitativkss populations
leucocytaires sans « alarmes constructeur » (exmphocytose,
neutropénie, excés de monocytes...). L'examen dattisfr reste
indispensable car on peut observer des cellulesnaes (blastes,
cellules lymphoides hyperbasophiles) mal classaes@ourcentage trop

faible pour générer des modifications du cytogramme
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Polynucléaire neutrophile
Polynucléaire éosinophile
Polynucléaire basophile
Monocyte

Lymphocyte

1500 a 7000 /mm3
0 a 400 /mm3

0 a 100 /mm3

200 a 800 /mm3
1000 a 4000 /mm3

les taux des cellules sanguines donnés par La driéatielle leucocytairg6].

4-Analyse des réticulocytes

La numération des réticulocytes est proposée sdaings automates compte-

globules, polyvalents ou dédiés a cette analyseddeaompte est effectué sur

sang total aprés action d'un réactif mettant enleide I'ARN résiduel des

hématies nouvellement produites par la moelle.
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CHAPITRE 3 :Validation d'un hémogramme

La validation de 'hémogramme fourni par un aut@nest une étape essentielle
pour la qualité du résultat dans la mesure ou &'estmoment que sont vérifiees
a la fois les étapes analytique mais aussi préytmae[21]. Ces deux étapes
sont sous la responsabilité du biologiste, mémessprélevements lui ont été
communiqués. Il devra donc, en cas d'anomaliehédmbgramme, éliminer des

pieges techniques éventuels avant d'envisagerathelpgie vraie.
I-HéEmogramme normal

Un hémogramme est considéré comme normal lorsqus les parametres
quantitatifs sont dans les limites des valeursélérence qui tiennent compte
du sexe, de l'age et de l'ethnie, et que l'autonmatsignale pas d'alarme
qualitative (alarmes constructeur, flag). Dans ag, @ moins d'une demande
spécifique du clinicien liee a un contexte parimullex : syndrome tumoral
profond, hématodermie, suivi d'une pathologie hétogique...) le résultat peut

étre validé directement.
lI-Analyse d'un hémogramme anormal

Lorsque les résultats fournis par l'automate sootraaux quantitativement ou

qualitativement, la démarche biologique comportsiglurs étapes.
Avant tout, détecter et corriger des pieges resgidas de résultats erronés.

» Certains découlent de problemes lors de la phasanalytiqug21].

Cette phase est sous la responsabilité du biotbogigime si elle n'a pas eu lieu

dans le laboratoire. On recherche essentiellemest gitoblemes lors du
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prélevement ou de l'acheminement de I'échantilléohantillon partiellement
coagulé (prélevement difficile), dilué (cathéterlrpargé), hémolysé, parfois
lactescent (perfusion de solutés lipidiques), pergent trop ancien ou mal

conserve.

Rappelons qu'il est recommandé de conserver |'éitbana température
ambiante et de réaliser le décompte sur automatelda 6 heures qui suivent le
prélevement. Lorsqu'une formule manuelle est ingkqule frottis doit étre

effectué rapidement, moins de 3 heures apres leveréent21].

D'autres sont dus a des problémes techniques liés :
o a lautomate : aspiration partielle, lyse insuffiga des hématies,
nettoyage insuffisant des circuits, mauvais reglage
o ou le plus souvent a des caractéristiques de hitlba :
» agglutinines froides, cryoglobulinémie, grande
hypergammaglobulinémie le plus souvent monoclonale,
= hyperlipidémie endogéne, hémolyse intravasculaire,
» agglutinats des plaguettes ou, plus rarement, loésilgs blancs en
présence d'EDTA,
= présence d'érythroblastes circulants, de schizecyle plaguettes
géantes,

= grande hyperleucocytose

Tous ces pieges retentissent sur une ou plusiégmeels et perturbent le
décompte des éléments. La lignée atteinte et le derla modification (sur ou
sous-estimation) permettent néanmoins de s'orier#eez précisément vers le

phénomene en cause.
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Les principaux piegedb,20] faussant les résultats des plaquettes, des
leucocytes et des parametres érythrocytaires fiui@ns les tableaux (1, II, II).
Les moyens d'y remédier font le plus souvent apmds techniques manuelles :
décompte des plaguettes ou des globules blancslkrdecéventuellement a

partir d'un préléevement capillaire, micro hémategrexamen du frottis de sang.

Une fois les pieges techniques écartés ou rédekisionnées quantitatives sont
confrontées aux valeurs de référence, tenant coaptéage, du sexe et de
I'ethnie. La (ou les) lignée(s) quantitativemenbramale(s) est (sont) alors
analysée(s). Lorsque le patient est vu dans undédice pour la premiere fois,

un examen du frottis de sang est nécessaire.

Les anomalies qualitatives, « alarmes constructeom flags »
signalées par l'automate, sont également des tiatisaa I'examen du frottis de

sang, essentiellement pour rechercher des celul@snales
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: Tabh:.-i.r L P F-q-n:x T u.mm 1 Je dél:pﬂ!_pﬁe d.-_. ,;-r.qq-ue JI:'_. el

Confirmation de lancmalie

Anomalles sur sutomabe Susplcion &t ns d'y remadier
Alarmes construcisur +/— alarmes quaniitativas Tramsvaser ke fuba,
Wihrombopsm) ? Coalol Faire un autre prélavement. |

Alarmes consfructeur +7— slarmes quaniitatees Micro-caillobs Exarnan d'uma goutie de sang entre lame e lamele. |
{thrombopania) é#utm prtcarmant.

Examen entre lame at lamelle. Cantréle sur tebe CTAD.

Marmes cansiructeur +/- slarmes quantitatives Agglutinats de plagueties Si achac, préldvemeant capillaire (Unapeitel avec

o pémie] decormate des plaguettes en callule de Malassses.
Alarmes consireciaur +f= alarmas quantdateves : idem,
It pénie) Satelfisme sudour das pohynoshounes -
Algreees constructiaur. anomalies. couwrbe Examen du froths S0 sang sal
dae plaguettes, +/- abarmes quantitatives Macroplaquealias Drcomptn des plaguaties on cellule de Malasser & pamir
{rhrominopenie) du tube EDTA,
Surestimation des plaguettes
Al sruct s t Exarmen du frottis de sang. i _ 1
ConErLChEn ! i = des bes pn celule de aspaz a parts
dos hemaiins, +/- warmes quantitatives Schirocytes (s nombreus) Decompie des plagust |
Weriication de 'aspect du sdrum aprés sedimentation ou
Alarmes constructewr. incoharance paraméires Parfusion d'intralipides centridugation. Préleuement & distance de fa perugion
dryihrocylames, /= alames quantifatives dinralipides.

|

Tableau | :Piéges perturbant le décompte des plaqttes[16]

Ploqmzﬂcs sanguines . ) N
E_ﬁpems 0 Rl
O ' el ' 4
% OO Ckri ¢
[ (-'3("\ C '@
(_ ,O O OO & )
o y O "’J D G"’s f\_f

)5

o Of’““m ..Q = O = PLTgérmﬂ!s..

Figure 21 : Plaquettes Sangusmwoloré au MGG

(®r100) [6]
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Satellitisme plaquettes aux PNN

Figure 22 : Satellitisme plaquettes aurNN coloré au MGG

(Gr x AO[6]

gA, BB ; palynuchiaires dégranules ; 8C : palynucléaire hypasagments dans un eyndrome myélodysplasique ;
8D, BE : palynuckiaires hypersegmentés dans un cas de carence vitaminigue.
Coloration au May-Griiwald-Giemsa,

Figure 23 : exemple d’anomalie qualitatives des pghucléaires

coloré au MG@&r x 100) [6]
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A, B : présence de fibres de fibnne (== ) témoignant de micro-caillots ;
C, D : présence d'agglutinats de plaguettes (%) ;

Figure 24 : Examen entre lame et lamelle

coloré au MGG( Gr x 40) [6]
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Tabioa}l/ Pisjges parturbant la mesure dasparamidtres rythrocyralies,

Confirmation d

Anomalles sur 'automats Susplcion . it 'y remédier ]
5 = Verinr ['aspact du sérum aprég sddmentation ,
| gu centrlugaton, '|
- Ramplacer | plasma par un voiime egal de Ecide .1
Discordance des paraméines erythmoytains. Ipotonique o repasser l& fube,
(rbgie e 3 non respectie] Plasma lactescent ou icerigue ;”Bm;n pf:m-r:ucruhmmﬁnu ol e rendra :
- amas qaniaes .l - Prélivamont de conirble aprés rdsalution 1
L du prokdime ou § detance du lraitement |
[ {perfusion de solutés lipidinues). |
Dacordance des paramiiras ryrocylaires. E . = Faira un ricechématocaie of ne refidre
Iregle des 3 non respectéa, COMH augmenide), Flasma himalyst que B paramiirg,
+{= glarmas quaniitalves i = Prélovament da conirle __I
. - - ]
Discordance des paraméires érytivacytaired. | . Passar be tube 1p1as stjowr i 37° C (lube acheming
iregla des 3 non respeches, ?ﬁhﬂ_ﬂ CCMH | Apnlutirnes fioides au chaul ou prélend en chambre chaude, .
t:g;nuﬂbézll +1= dlatmeas guantitatives | |

Tableau Il : pieges perturbant la mesure des parantees érythrocytaire [15]
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Tableau It ¥ Pidges perturbant le décampie des globules blancs.

Surestimation des leucocytas
E— T
. i Confirmation de 'anomalie
Anomalles sur automate Susplcion r ot moyens &'y slar
Alarmas constructeur +/- alarmes quantitatves | Decompte du % d'drythroblastes sur frothis.
sur bes globules blancs: Erythroblastose | Camection des - Bucocytes = par la formule
[possdle hypereucocytoss) GHE = 100/100 + % érythroblasies.

Marmes constructeur /= alermes gquantiatives
(thramboapénie)

Examean antre larme ef lamalls, Contréle s tube CTAD,
Agghudinals de plagueties | Si dches, prdlévement capillare (Unopetia®) avec
décomple des globules blancs an callule.

e

Alarmes consfruciour, anomale courbe des

Examen du frattis de sang. Décompte des giobules

Ebhquﬁﬂlaa -I-_-’; alarmes quantitatives Macroplaguettas blance en celkde & parir dk tube EOTA,
Discordance des parambtres rthrocytaines, ; charmi
irécfe des 3 non respectds) Agghutinines fraides Passer Iz tube aprés séjour & 37°C, (lube acheming

+i'= plarmes quantibatives

au chaud ou prélevd en chambre chauda),

Anomalies cytegramme et courbes
+!= alarmes quantitatives

Alprmes constructeur /= alarmes guantitalines
gur bas lausospes (leucopénie)

S PR S—

" Décompte des globulas blancs en cellule
Lyse insuffsants des hematies |, adir d tube EDTA. !

Sous-estimation des leucocytes

| Exarmen entre lame ot lamelis. Contréle sur tube CTAD,
Leucopgglutinaticon |$4 échec, prélévement capilaire (Unopeite®] avec
| décompla des giobuies bBlancs an cellule.

Alarmes constructewr +- alarmes quanbiatives
sur lag globules blancs (leucopdnio)

Prédévamant ancien :Cnnrrﬂlc SUr U noaregay prélévement,

Tableau Il : Pieges perturbant le décompteles globules blancs [15]
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CHAPITRE 4 : Principales anomalies de 'hnémogramme

I-Lignée rouge
L'analyse des parametres érythrocytaires pathalegigpermet de définir un
certain nombre d'anomalies qui peuvent orientes plumoins précisément vers

des pathologies.

Le nombre des globules rouges: ce parametre dst paur calculer les

constantes érythrocytaires et le nombre des rétigtés en valeur absolue.

Hémoglobine : la baisse du taux d'hémoglobine essales des valeurs de
référence, en tenant compte de I'age et du sexatd@némie. Cette définition
est applicable pour la plupart des cas sous résewe n'existe pas
d'hémodilution responsable d'une sous-estimatiothédmoglobine. A l'inverse,

une hémoconcentration peut masquer une anémie éedér

Une augmentation du taux d'hémoglobine fait susperte polyglobulie dont la
confirmation requiert une mesure du volume glolvaldotal par une méthode

isotopique.

Hématocrite : ses variations correspondent a celle$hémoglobine avec les
mémes réserves pour son interprétation. Il padi@p calcul des constantes

érythrocytaires.

Volume globulaire moyen : sa diminution définit umeicrocytose et son

augmentation une macrocytose.

Teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine : gaindiion définit

I'hnypochromie, c'est-a-dire un contenu en hémoglpar hématie diminué.

Cette hypochromie est également détectable surfrtdis de sang. Une
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hypochromie débutante ou ne touchant qu'une pddge hématies peut étre
observée sur le frottis de sang alors que la TCMH'automate, qui est une
valeur moyenne établie sur I'ensemble des hémakdess,encore rester dans les

limites des valeurs de référence.

Concentration corpusculaire en hémoglobine : ladgaide ce parametre était
autrefois utilisée pour définir I'hypochromie. Eaitf sa diminution ne survient

que tardivement, bien aprés celle de la TCMH gtnésente plus guere d'intérét
diagnostique. L'augmentation de la CCMH témoignasdia plupart des cas

d'une surestimation due a un probléme techniqueali@automate ou a

I'échantillon - présence d'agglutinines froides plus rarement, d'hémoglobine
libre plasmatique. Une augmentation vraie est sauwabservée dans la

sphérocytose héréditaire.

Indice de distribution du volume des globules raug®GR) : il est augmenté

en cas d'anisocytose globulaire.

Anomalies des hématies sur frottis: cet examen irdispensable en cas
d'anémie ou méme d'anomalies de parameétres érytames (VGM, TCMH,

IDGR) sans anémie.
lI-Globules blancs
Les anomalies des globules blancs détectées partiate sont de deux types :

* Les anomalies quantitatives.

Hyperleucocytose : le chiffre des globules blangisseipérieur a la limite des

valeurs de référence. On précise le type cellulaimrecerné, en tenant compte
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des résultats en valeur absolue des cingq popusatiahituelles : polynucléaires,

lymphocytes, monocytes ou autres cellules a prépesel'étude du frottis.

Leucopénie : le chiffre des globules blancs egriatir a la borne inférieure des
valeurs de référence. On détermine la catégoriehtm fréquemment les
polynucléaires  neutrophiles  (neutropénie) parfoises | lymphocytes

(lymphopénie).
» Les anomalies qualitatives.

Myélémie : il s'agit du passage dans le sang deupséurs médullaires
relativement différenciés de la lignée granuleusg&tamyélocytes, myélocytes,
promyélocytes. Les différents stades sont présargs une préedominance des
éléments les plus différenciés. Certains autoneigsroposent un pourcentage
global, nécessitant toutefois une vérification fgattis s'il s'agit d'une premiere

demande ou d'un patient suivi en hématologie.

Suspicion d'éléments anormaux : il s'agit d'alarieesnies par I'automate en
cas d'anomalies de répartition des populationsilegiks analysées. Il s'agit
essentiellement d'alarmes « blastes, lymphocytesrnaux ou variants,

myélémie ». Elles peuvent étre isolées, assocides elles ou a des anomalies
guantitatives. De toute facon, I'examen du fratessang est indispensable pour

un diagnostic precis.

Anomalies des globules blancs: I'examen des drafiie sang permet de
rechercher des anomalies des polynucléaires (hypar-hyposegmenteés,
dégranulés...) ou des cellules lymphoides (lymptescyhyperbasophiles,
tricholeucocytes, lymphocytes anormaux de lymphonagshodgkiniens).
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llI-Plaquettes
Thrombopénie : elle est définie par un chiffre abéi des plaquettes apres

élimination des problemes techniques.

Hyperplaguettose ou thrombocytose : le chiffre plasjuettes est augmenté en

I'absence de problemes techniques.

Anomalies des plaquettes : I'examen du frottis alegsest utile pour préciser

I'aspect des plaquettes (plaguettes géantes, piesjyales).
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CONCLUSION

Etant donné la tendance actuelle qui va dans Is denl'automatisation des

taches manuelles dans les différents domaines deckerche et des analyses
meédicales, la technique automatique de I'hémograresieplus avantageuse,
elle permet d’assurer une meilleure reproductéiliitne plus grande précision
des résultats et une bonne rapidité d’exécutionpe@aant, la technique

manuelle reste toujours une référence et un moyelsque 'automate est en

panne ou en manque de réactifs, généralement rd@penibles et beaucoup

plus chers que ceux de la technique manuelle.

Certes, le maintien d’un certain niveau de préselecka technique manuelle est
recommandé tout en cherchant a se doter des éqenper@mutomatisés lorsque
les moyens financiers le permettent, chacune des @ehniques peut venir en

aide a l'autre en cas de difficultés.
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RESUME
Titre_: HEmogramme : avancées actuelles

Auteur : Mlle ARDOUNI Saloua

Mots clés: HEmogramme, automatisme, interprétation

L’intérét de notre travail est de souligner I'imgaorce des deux techniques de
’hémogramme, tout en mettant en relief 'aide timeable qu’'apporte I'usage
des automates en ce domaine.

La réalisation d'un hémogramme automatisé pernahéliorer considérablement la
qualité des résultats, que ce soit en matiére deeration ou en matiére de formule
leucocytaire d’'assurer une meilleure reproductibilité et plus précision aux
mesures;'automatisation apporte encore aujourd’hui de red@g innovations qui
ameliorent la qualité des analyses ; c’est le @sadnumeération des réticulocytes.
Selon linstrument, plusieurs méthodes de mesurg stlisées, isolément ou en
association : analyse par impédance, diffractiopera courant a haute fréquence,
cytochimie, lyse chimique ou réactifs fluorescehtsvalidation de 'hémogramme est
une étape essentielle puisqu'elle permet d'élimidé&ventuels problemes pré
analytiques, ainsi que des pieges techniques quigpe étre résolus par le recours a
des techniques manuelles. En cas d'anomalies tpieses ou qualitatives chez un
patient vu pour la premiere fois, un examen dutifade sang est obligatoire. En
I'absence de ces causes d'erreur, les résultaint salidés en tenant compte des

valeurs de références et d'éventuelles donnéeseamss.



SUMMARY

Title: CBC: current developments
Author: Ms Saloua ARDOUNI
Key words: Hemogram, automated, interpretation

The interest of our work is to highlight the imgarte of both techniques CBC,

while highlighting the invaluable brings the useaatomata in this field.

The realization of automated blood count can sigguitly improve the quality
of results, whether in counting or for WBC, ensgrlretter reproducibility and
precision measures, automation brings yet TODAYdayonew innovations that
improve the quality of analysis, it is the case tbé reticulocyte count.
Depending on the instrument, several methods oSureanent are used, singly
or in combination: impedance analysis, laser ditican, high frequency current,
cytochemistry, fluorescent reagents or chemicaslyghe validation of the CBC
IS an essential step because it allows to elimiaate problems pre-analytical,
and technical pitfalls that can be solved by the afsmanual techniques. In case
of quantitative or qualitative abnormalities in a&ipnt seen for the first time, an
examination of blood smears is mandatory. In th&eabe of these sources of
error, the results will be validated taking intaccagnt the reference values and

any previous data
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