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Anomalies et erreurs de détermination

de ’'hémogramme avec les automates
d’hématologie cellulaire

Partie 2. Numération et formule leucocytaires’

Automated hematology analysers and spurious counts
Part 2. Leukocyte count and differential

Franck Geneviéve Résumé. Sur les automates d’hématologie cellulaire, le nombre des leucocytes
Alban Godon est obtenu apres lyse des hématies puis analyse par diffraction optique ou varia-
tion d’impédance. L’examen des histogrammes leucocytaires, soit avec trois
parameétres soit générant une formule compléte, permet de repérer plusieurs de
- _ ces particules perturbatrices sous la forme de nuages de points, et leur loca-
rﬁgsgigi‘;;eugicsgi?;?:g%ir%‘zrr‘ge lisation sur le graphe oriente parfois aussi sur leur nature. Une numération
Angers ’ leucocytaire est parfois réalisée également sur le canal d’analyse de la formule
<MaZandecki@chu-angers.fr> compleéte, et une discordance de résultats entre canaux sera signalée. Une fausse
diminution du nombre de leucocytes est essentiellement liée a I’agglutination
des leucocytes entre eux ou avec des plaquettes en présence d’EDTA. Une fausse
augmentation évoquera la présence de particules anormales (agrégats plaquet-
taires, érythroblastes, cryoglobulines) ou d’hématies non lysées. Certains des
automates localisent tres précisément les érythroblastes, ce qui permet leur
quantification. La formule leucocytaire automatisée se révele exacte et précise
quand les hémogrammes sont normaux ou montrent des variations quantitatives
modérées, mais diverses imprécisions de mesure persistent, notamment pour le
décompte des polynucléaires basophiles et des monocytes, ou par I’absence de
détection de cellules anormales quand leur nombre est faible (blastes, cellules
de lymphome, lymphocytes atypiques). Enfin, la conservation prolongée des
échantillons avant analyse altére les paramétres de la formule leucocytaire plus

nettement et plus vite que ceux de la numération globulaire.
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Abstract. Using hematology analysers, white blood cell (WBC) counts and
differentials (either three or five parameters) may be ascertained after Red Blood
Cell (RBC) lysis and analysis using either impedance and/or optical (laser)
technology. Cells or particles not destroyed by lytic agents are enumerated as
WBC: abnormal particles may be observed on WBC differential scattergrams,
if performed, appearing as a variable number of dots, which location may help
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to ascertain the nature of the abnormality. Spuriously low WBC counts are rare,
mainly related to agglutination in the presence of ethylenediamine tetra-acetic
acid. Cryoglobulins, lipids, insufficiently lysed RBC, erythroblasts and plate-
let aggregates are common situations increasing WBC counts. So far, many
current high performance analysers clearly identify and enumerate erythro-
blasts now. In normal patients and in reactive disorders automated differential
provides true and accurate results. However, failure to enumerate accurately
basophilic granulocytes and monocytes is not uncommon. Using myeloperoxi-
dase cytochemistry to ascertain differential may lead to slide review if the
enzyme expression is low or absent. Low number of abnormal cells (blasts,
lymphoma cells, dysplastic granulocytes) may be missed, more frequently if
leukopenia is present. In many but not all instances flagging and/or an abnormal
WABC differential scattergram will alert the operator. Although these flags are
sensitive enough to allow the identification of several spurious counts, only the
most sophisticated analysers have optimal flagging, whereas more simple ones,
especially those without a WBC differential scattergram, do not demonstrate
the same sensitivity for the detection of abnormal results.

Key words: haematology analysers, automated count, cell blood count, full

blood count, spurious counts, white blood cells, leukocyte differential

Les automates d’hématologie cellulaire (AHC) actuels pro-
duisent des résultats rapides, exacts et précis pour des
échantillons de sang de sujets sains, et quand il existe des
variations quantitatives des parameétres de la numération
globulaire celles-ci sont également bien analysées [1]. Au-
dela de certaines limites, larges mais variables selon I’AHC,
les résultats deviennent moins précis ou ne peuvent étre
obtenus (voir le guide d’utilisation de son AHC). A coté
de ces limites quantitatives et/ou qualitatives des résultats
erronés peuvent étre observés, variables selon la nature de
I’agent responsable et de I’AHC, d’origine pré-analytique,
analytique, ou liés a une particularité de la pathologie du
patient. Concernant la numération des leucocytes les causes
d’erreur sont diverses : certaines sont liées a des anomalies
liées aux plaquettes sanguines (PLT) et ont été abordées
dans la partie 1 de ce travail, alors que d’autres sont plus
specifiques aux leucocytes. Les AHC analysent aujourd’hui
tres précisément ces leucocytes et peuvent les identifier et
les énumérer pour en réaliser une formule automatisée a
cing parametres. Jusqu’a une certaine limite les variations
quantitatives, voire qualitatives, de la formule leucocytaire
sont convenablement appréhendées par les AHC, mais il
convient d’étre plus prudent a mesure que I’on s’éloigne
des résultats normaux, les résultats indiqués par les AHC
n’étant qu’une indication de résultat plutdt que la réalité
[1]. Les diverses populations leucocytaires apparaissent
sous forme de nuages de points au sein d’histogrammes
bi- ou multiparamétriques, et des anomalies dans la posi-
tion de ces nuages, ou I’apparition de nuages anormaux,
doivent alerter I’opérateur. Ces histogrammes visualisent

142

des anomalies de la formule leucocytaire mais également
diverses particules a I’origine d’erreurs de comptage d’un
ou plusieurs parametres de la numération globulaire. Des
messages d’alerte sont souvent proposés, aujourd’hui plus
fréquents avec les capacités croissantes d’analyse et la
puissance informatique de traitement des données. Ces
messages demeurent des éléments d’orientation pour mieux
cerner I’anomalie ou interpréter la formule microscopique,
et ne doivent en aucun cas étre transcrits tels quels sur le
résultat [1].

Principes généraux de la numération
des leucocytes et de détermination
de la formule leucocytaire

Chaque particule de taille supérieure a celle d’une PLT et
qui n’est pas détruite par les agents hémolysants est identi-
fiée a priori comme un leucocyte et énumérée comme telle
par les AHC, avec la technique de mesure par impédance
tout comme avec la méthode de diffraction optique. Cer-
tains AHC proposent une numération des leucocytes apres
addition d’agents de lyse drastiques qui détruisent les GR et
les membranes leucocytaires tout en respectant les noyaux
leucocytaires, a I’exception des granulocytes basophiles qui
restent intacts. Ce canal de numération des leucocytes est
encore appelé « canal basophiles », car il fournit le nombre
de noyaux leucocytaires et le nombre des polynucléaires
basophiles (I’ensemble correspondant a la numération
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leucocytaire totale). Sur certains AHC les réactifs lysent
les GR et contractent les leucocytes (déshydratation par-
tielle), permettant d’obtenir le nombre de leucocytes ainsi
gu’une formule leucocytaire approchée a trois parametres
appelée LMG (pourcentages de lymphocytes, monocytes
et granulocytes). L’histogramme volumétrique LMG est
perturbé en cas d’anomalies de la formule leucocytaire
mais visualise aussi d’éventuelles particules interférant
dans la zone de discrimination PLT — leucocytes autour
de 35-40 fL, correspondant essentiellement a des amas pla-
quettaires, des PLT géantes ou des érythroblastes (Beckman
LH, Horiba).

Pour obtenir une formule leucocytaire automatisée a cing
paramétres les leucocytes sont analysés sur un autre canal,
selon diverses technologies (voir tableau 1 de la partie 1
de ce travail) : un (ou plusieurs) histogramme bi- ou
multiparamétrique (souvent la taille et un ou plusieurs
autres critéres) visualise les cinq populations leucocytaires
sous forme de nuages de points [1]. Ces histogrammes
« formule leucocytaire » localisent également, voire iden-
tifient approximativement, d’éventuelles autres cellules
(myélémie, blastes, érythroblastes, plasmocytes, lympho-
cytes atypiques). Des messages d’alerte signalant ces
populations anormales sont générés, et I’examen atten-
tif des histogrammes avec vérification par microscopie
optique sera nécessaire le cas échéant, en fonction des
anomalies signalées. Quelques automates proposent une
semi-quantification (Beckman, Horiba, Abbott, Siemens)
ou une quantification précise de la myélémie (Sysmex) ou
des érythroblastes (Siemens, Abbott, Sysmex, Beckman).
Une numération leucocytaire est réalisée en parallele de
la formule sur ce canal « formule leucocytaire », mais
ici les réactifs de lyse n’altérent que les GR et diverses
autres particules, comme les amas de PLT, PLT géantes,
ou autres ne sont pas altérées et sont alors visualisées sur
les histogrammes, perturbant ou non la numération leu-
cocytaire sur ce canal et I’établissement de la formule
leucocytaire. Une différence numérique avec le résultat pro-
venant du canal « humération leucocytaire » et génére un
message d’alerte, indiquant la présence possible d’éléments
perturbateurs. De plus ces histogrammes bi- ou multi-
paramétrique(s) de formule leucocytaire ont une place
majeure dans la gestion globale de I’hémogramme, car ils
visualisent souvent les particules anormales perturbant la
mesure d’un ou plusieurs des paramétres de la numération
globulaire, et leur localisation particuliére permet par-
fois d’orienter la démarche d’identification de I’anomalie.
L’absence d’histogramme « formule leucocytaire » sur les
AHC les plus simples nécessite d’associer des procédures
complémentaires de contrble ou de réanalyse plus attentives
pour valider I’lhémogramme automatisé qu’avec des AHC
plus élaborés.
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Analyse de 'hnémogramme par les automates d’hématologie

Numération leucocytaire faussement
diminuée (fableau 1)

Les agrégats de polynucléaires neutrophiles
en présence d’EDTA

Leur incidence est faible mais certainement sous-estimée,
variant de 0,003 % a 0,013 % des hémogrammes selon
les pays [2]. L’anomalie est observée aussi bien chez
I’homme que chez la femme, et bien qu’aucune patho-
logie ou aucune maladie spécifique ne soit clairement
associée a l’agrégation des polynucléaires neutrophiles
(PNN), un contexte inflammatoire aigu ou chronique, une
maladie hépatique, ou la présence d’agglutinines froides
ont été rapportés dans plusieurs circonstances [2, 3].
Ce phénoméne peut étre transitoire ou permanent [4].
L’importance de la fausse diminution de la numération
des leucocytes varie de modérée a majeure, et une suspi-
cion d’agranulocytose a méme pu étre évoquée, entrainant
la réalisation d’explorations et de démarches complémen-
taires non nécessaires (myélogramme, mise en place d’une
antibiothérapie) [4].

Le mécanisme qui conduit a I’agglutination des PNN n’est
pas totalement élucidé [2, 5]. C’est un artefact obtenu in
vitro et principalement en présence d’EDTA, bien qu’une
agglutination avec d’autres anticoagulants (citrate triso-
dique ou héparine) ait été rapportée dans quelques cas
[2, 6, 7]. Aprés incubation du plasma avec un anticorps
anti-lg ou avec le dithiothreitol, certains auteurs ont mon-
tré que ce phénomene était lié a un composant plasmatique
de nature IgM et ont rapporté que la taille des agrégats
était plus importante a basse température et qu’ils dispa-
raissaient a 37 °C [5]. D’autres auteurs ont remarqué que
I’agglutination n’était qu’inconstamment corrigée par le
réchauffage a 37 °C, en défaveur de I’implication constante
d’une agglutinine froide dans la genese des amas [6, 8]. Un
taux élevé d’expression d’intégrine CD11b (CD18) sur la
membrane des PNN a été rapporté dans une étude [9].
Selon le type d’AHC, un message d’alerte est présent ou
non : il s’agit alors d’une alarme quantitative (« leuco-
pénie » ou « neutropénie »), secondaire a la déplétion
en neutrophiles) ou d’une alarme qualitative concernant
les leucocytes non agrégés (« immatures granulocytes »,
« lymphocytes atypiques »), mais il n’y a pas de mes-
sage spécifique pour I’agrégation des PNN [10]. Quand le
nombre de leucocytes est déterminé sur le canal de numéra-
tion des leucocytes apres lyse des membranes et décompte
des noyaux (« canal basophiles ») le résultat est correct
car les agrégats sont détruits (lyse des membranes) [9],
alors que le nombre obtenu sur le canal « formule leuco-
cytaire » est sous-estimé, la lyse ménagée préservant les
amas, qui ne sont ni identifiés ni comptés. Les histogrammes
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Tableau 1. Principales situations associées a une anomalie de la numération leucocytaire automatisée.

Fausse diminution

Autres parameétres parfois ou constamment altérés

Agglutination des neutrophiles (liée a 'TEDTA)

Agglutination de divers autres types de leucocytes entre eux
(lymphocytes, cellules de leucémies ou de lymphome)

Agrégats mixtes neutrophiles — plaquettes

Excés d'anticoagulant EDTA-K3 (rapport quantité
de sang/quantité d’anticoagulant non respectée)

Coagulation partielle de I'échantillon

Formule leucocytaire erronée : neutropénie,
fausse lymphocytose

Formule leucocytaire erronée

Formule leucocytaire erronée, N° plaquettaire diminuée
Rétraction des GR (VGM et Hte faussés)

Numération plaquettaire diminuée (parfois augmentée :
filaments de fibrine) ; tous les parametres sont faussés

Fausse augmentation

Autres paramétres parfois ou constamment altérés

Agrégats plaguettaires
Plaguettes géantes
Erythroblastes

Globules rouges résistant a la lyse (nouveau-nés,
hémoglobines anormales, chimiothérapie, insuffisance
rénale ou hépatique, hyperosmolarité plasmatique. . .)

Cryoglobulines, cryofibrinogene, immunoglobulines
monoclonales

Lipides

Micro-organismes (agrégats de bactéries)
Tube de sang trop rempli

Anecdotique : présence de cellules adipeuses
dans I'échantillon de sang

Numeération plaquettaire diminuée
Numeération plaquettaire diminuée

Augmentation de la N° plaquettaire, plus rarement de celle
des GR

Hémoglobine et CCMH augmentées (variable selon les
automates) ; image anormale sur le graphe de la formule
leucocytaire, formule leucocytaire automatisée perturbée ;

N° plaquettaire parfois augmentée
Numeération des plaquettes parfois augmentée
Tous parametres erronés

biparamétriques de la formule leucocytaire (taille/contenu,
ou taille/activité myéloperoxydasique) peuvent visualiser
les petits amas sous la forme de quelques points correspon-
dant a des particules de grande taille (au-dessus du nuage
des PNN) et/ou avec forte activité peroxydase et/ou pertur-
bant la séparation des nuages leucocytaires normaux. Les
messages les plus fréqguemment générés sont : « granulo-
cytes immatures » ou « band cells », ou « forte activité
peroxydase », ou « neutropénie », ou « HPX » (présence
de particules a forte activité peroxydase ; Siemens), mais
se rapportent surtout aux particularités des leucocytes rési-
duels [4]. Sur les frottis sanguins les amas leucocytaires
ont une taille variant de quelques-uns a plusieurs cen-
taines de PNN par amas : I’examen au faible grossissement
doit étre attentif car plus les amas sont volumineux plus
ils sont rares et donc difficiles a détecter (localisés dans
les franges des frottis) (figure 1). Des granulocytes imma-
tures (myélocytes ou métamyélocytes) ou des neutrophiles
non segmentés sont observables dans ces amas, et parfois
quelques lymphocytes ou monocytes semblent y avoir été
piégés [7]. Divers anticoagulants préparés spécialement ont
été proposés pour pallier I’agglutination [4]. Le chauffage
de I’échantillon & 37 °C diminue inconstamment la taille et
le nombre des agrégats et ne doit pas étre proposé comme
moyen d’obtenir une numération leucocytaire exacte. Un
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prélevement de sang sur citrate trisodique esta conseiller en
premiére intention [2]. La dilution immédiate de sang capil-
laire dans un milieu sans EDTA prévient I’agglutination
[2].

Deux remarques. Les agrégats de PNN sont dépourvus de
PLT, par opposition aux agrégats mixtes PNN - PLT décrits
dans la partie 1 de ce travail. En outre il n’y a pas de relation
entre le phénoméne lié & EDTA présenté ici et I’anomalie
qui peut survenir in vivo dans diverses maladies dont les
syndromes de détresse respiratoire de I’adulte ou la leuco-
stase, au cours desquels les PNN ont tendance a s’agréger
comme conséquence d’interactions de leur membrane avec
le complément [11].

Agrégation de cellules lymphoides en présence
d’EDTA

Des amas de lymphocytes normaux ont été observés chez
un patient présentant une infection urinaire, chez un patient
présentant un lymphome a cellules B sans dissémina-
tion sanguine, chez un patient présentant des escarres, et
chez un autre présentant une leucémie myélomonocytaire
chronique [7, 12-15]. Des amas de lymphocytes de surve-
nue spontanée sont décrits dans les leucémies lymphoides
chroniques, surtout si elles sont tres hyperleucocytaires
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(>400G/L) [14]. Des agrégats de trois a 50 cellules
lymphomateuses ont été observés dans deux cas de lym-
phomes spléniques a lymphocytes villeux et dans un cas de
lymphome non hodgkinien évoquant un lymphome a lym-
phocytes villeux [15-17]. Dans ces circonstances les gros
agrégats n’étaient pas mis en évidence par les AHC et le
compte leucocytaire était sous-estimé : cependant les AHC
en cause ne disposaient pas d’une technique de comptage
des noyaux leucocytaires. Les petits agrégats perturbaient
de maniere variable la formule leucocytaire automatisée
en induisant ou non un message d’alerte (« histogramme
anormal »). Dans tous les cas rapportés jusqu’a présent
I’EDTA était impliqué, bien que de petits amas de cel-
lules aient également été observés sur des prélevements
héparinés utilisés comme contrbles [18], et I’emploi de
sang prélevé sur citrate de sodium ne modifiait pas réelle-
ment la tendance a I’agglutination des cellules lymphoides
dans un cas [17]. Un prélévement de sang capillaire avec
dilution immédiate dans un liquide sans EDTA semble
la meilleure maniére d’éviter la formation des agrégats
[13]. Le réchauffage a 37°C a été mentionné comme
peu efficace pour faire disparaitre les agrégats [13, 17].
Comme le nombre de cas rapporté est faible, seules des
hypothéses concernant le mécanisme ou les mécanismes
conduisant a I’agglutination des lymphocytes ont été pro-
poseées, impliquant diverses molécules comme I’adrénaline,
I’acide arachidonique, ou le leucotriene D4 [17]. Enfin,
des agrégats impliquant toutes les classes de leucocytes
normaux ont été observés chez un patient présentant une
cirrhose éthylique [19].
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Figure 1. Agrégats de granulocytes neutrophiles, observés au
faible grossissement, avec I'un d'entre eux agrandi (frottis san-
guin MGG). lls sont suffisamment volumineux pour étre négligés
par I'automate, comme dans le cas présent ou I'examen de la
lame était justifié par une leucopénie avec neutropénie signalée
par I'automate (patient VIH+).
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Analyse de 'hnémogramme par les automates d’hématologie

Nature et quantité d’anticoagulant

Une diminution du nombre des leucocytes sans relation
avec une agglutination leucocytaire a été rapportée pour des
échantillons sanguins contenant une quantité de sang insuf-
fisante (aprés ponction veineuse difficile) : I’exces d’EDTA
K3 a été mis en avant comme pouvant altérer les leucocytes.
Les histogrammes de la formule leucocytaire montrent alors
des aspects anormaux, peu superposables d’un cas a I’autre.
Ce phénomeéne doit étre évoqué également pour les préle-
vements capillaires chez le nouveau-né et le nourrisson ; il
semble cependant ne pas survenir en cas d’exces d’EDTA
K2 [20].

Numération leucocytaire faussement
augmentée (tableau 1)

Agrégats plaquettaires et plaquettes géantes

Les agrégats de PLT ont une taille variable et parfois
proche de celle des leucocytes et peuvent étre énumérés
comme tels, induisant une fausse hyperleucocytose [21-
24]. Lors de la numération des leucocytes avec la technique
d’impédance et la détermination de la formule approchée
LMG, I’histogramme correspondant peut, outre montrer
les 3 pics correspondant respectivement aux lymphocytes,
monocytes et granulocytes, signaler une interférence liée
a la présence de particules de petite taille, signalée par un
message : « agrégats de PLT », « PLT géantes », mais aussi
parfois « érythroblastes » (Beckman, série LH). Dans le
canal énumérant les noyaux leucocytaires (« canal baso-
philes ») I’agent de lyse détruit les agrégats de PLT et la
numeération leucocytaire proposée est exacte. Par contre si
un décompte est réalisé dans le canal « formule » les agré-
gats de PLT ne sont pas détruits : ils sont inclus parmi les
leucocytes et induisent un résultat faussement augmenté
(les différences sont affichées ou un message de résultats
discordants est proposé). Les amas de PLT ont des tailles
différentes chez un patient donné et forment sur les his-
togrammes biparamétriques de la formule leucocytaire un
nuage de points assez allongé (en fusée) partant souvent de
I’origine du graphe. Outre un message d’alerte signalant ce
phénoméne, certains AHC peuvent quantifier ces agrégats
et proposer une numération et une formule leucocytaires
corrigées (Siemens). Par contre, quand I’ AHC ne réalise pas
la formule leucocytaire (ou que le programme formule a été
débrayé) les messages d’erreur venant des histogrammes
leucocytaires sont absents et il est nécessaire d’étre plus
attentif aux résultats de la numération des leucocytes et des
PLT [22, 23].

Dans certaines circonstances, comme les syndromes myé-
loprolifératifs ou les syndromes myélodysplasiques il existe
des PLT géantes, dont les plus grandes peuvent étre

145



Synthese

comptées parmi les leucocytes. Des messages sont habi-
tuellement produits, issus de I’histogramme des volumes
des PLT ou des histogrammes biparamétriques de la for-
mule leucocytaire (voir aussi la partie 1 de ce travail) :
les AHC discriminent peu PLT géantes et petits agrégats
plaquettaires, et les messages d’alerte peuvent proposer les
deux options, la conduite pratique étant superposable dans
les deux cas. Tout comme pour les amas de PLT, ces PLT
géantes sont détruites dans le canal de numération leucocy-
taire « basophiles » et la numération proposée dans ce canal
est donc exacte. Quand on ne dispose pas de la technologie
de double décompte dans deux canaux différents, il faut étre
prudent avec le nombre des leucocytes fourni par I’AHC,
faire un compte avec un hématimetre, ou éventuellement
essayer d’estimer les nombres respectifs de leucocytes et
de PLT géantes sur le frottis en situation d’urgence (faible
grossissement ; trés subjectif).

Les érythroblastes

Présents de maniere physiologique dans le sang péri-
phérique des nouveau-nés ou découverts dans diverses
circonstances pathologiques, leur nombre peut étre ou deve-
nir parfois trés supérieur a celui des leucocytes. Lors de la
dilution dans le canal « formule leucocytaire » les agents
de lyse des GR agissent également sur les érythroblastes
en détruisant leur membrane mais respectent leur noyau :
les anomalies du décompte leucocytaire sont liées a la pré-
sence de ces noyaux d’érythroblastes. Leur taille (30-50fL)
superposable a celle des amas de PLT ou des PLT géantes
explique (i) qu’ils perturbent la numération des leucocytes
de maniére assez similaire a celles des amas de PLT et (ii)

qu’ils génerent souvent des messages signalant indifférem-
ment I’existence de I’un ou/et I’autre de ces artefacts. Sur les
histogrammes biparamétriques de formule leucocytaire les
noyaux des érythroblastes sont visualisés dans une région
assez proche de celle des amas de PLT (figure 2). Les AHC
les plus élaborés signalent la présence d’érythroblastes et
en proposent parfois un décompte, soit aprés réanalyse soit
directement, le résultat étant soustrait de celui de la numéra-
tion leucocytaire brute [25, 26]. Quand un AHC ne réalise
pas de formule leucocytaire cing parameétres, il faut bien
comprendre si, quand et comment apparait I’alarme « éry-
throblastes », créer un protocole de décompte sur frottis
sanguin et réaliser manuellement la soustraction des éry-
throblastes du nombre brut des leucocytes.

Les globules rouges résistant a la lyse

Certains GR peuvent ne pas étre détruits par les agents
de lyse chez les nouveau-nés, ou en pathologie au cours
de maladies hépatiques, dans I’insuffisance rénale, au
cours des chimiothérapies ou de certaines hémoglobinoses
(homozygotes CC, ou hétérozygotes composées CS ou C3
thalassémie) (figure 3) [6, 27-30]. Ces GR résistants a la
lyse peuvent provoquer sur certains AHC une fausse aug-
mentation de la numération leucocytaire. Dans le canal
« numération leucocytaire » I’agent de lyse détruit habi-
tuellement (mais pas toujours) les GR, et le décompte des
leucocytes n’est que trés inconstamment perturbé. Certains
automates proposent un mode de lyse étendue qu’il suffit
d’activer pour éliminer ce probléme (Abbott). Par contre
les GR ne sont pas détruits avec la lyse ménagée propo-
sée dans le canal « formule », et ils apparaissent dans

WBC Differential

Formule leucocytaire

mN—W0 O
1

o

mrr—>-

7° — COMPLEXITY
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Figure 2. Présence d’érythroblastes sanguins. Les automates qui réalisent la formule leucocytaire a cing parameétres localisent les éry-
throblastes sous la forme d’un nuage de particules de petite taille et de structure interne faible. Ici, I'histogramme biparamétrique de droite
présente un petit nuage supplémentaire de points (en rouge : fleche) par rapport & I'histogramme témoin de gauche [N =neutrophiles ;
E =éosinophiles ; Ly =lymphocytes ; M=monocytes] : il s’agit d’érythroblastes, et I'analyse a d’autres angles de diffraction et en présence
d'iodure de propidium permettent de les dénombrer et de les soustraire du décompte des leucocytes totaux (Cell-Dyn Sapphire, Abbott).
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Figure 3. Présence de globules rouges (GR) résistant a la lyse au
cours d'une hémoglobinose C homozygote. On observe une diffé-
rence entre le nombre de leucocytes du canal peroxydase « formule
leucocytaire » (GBp) et sur le canal de numération leucocytaire
« basophiles » (GB). L'histogramme Perox « formule leucocytaire
(a droite) visualise un nuage de particules de petite taille, partant
de l'origine de I'histogramme (points blancs, en bas) chevauchant
la partie basse de la fenétre des lymphocytes (en bleu), ce qui sur-
estime la numération leucocytaire de ce canal. On note par ailleurs
une CCMH > 36 g/dL, habituelle de cette hémoglobinose (Siemens
Advia 120).

les histogrammes biparamétriques « formule leucocytaire »
sous la forme d’un nuage de points, dans des régions qui
varient selon les AHC (figure 3). L’aspect se rapproche
parfois de celui observé en présence d’un grand nombre
d’érythroblastes. L’incapacité ou la difficulté a réaliser une
formule leucocytaire automatisée induit la génération d’un
message d’alerte.

L’anomalie se traduit par une hyperleucocytose plus ou
moins notable (jusqu’a plusieurs dizaines de G/L), difficile
a appréhender en I’absence d’histogramme des leucocytes.
La discordance entre les numérations leucocytaires obte-
nues sur le canal de « numération leucocytaire » (avec lyse
forte) et sur le canal « formule », associée & une image
particuliere (amas de particules, de localisation variable
selon les AHC) permet de préciser I’anomalie. Une appré-
ciation sur lame de la richesse en leucocytes est possible
(mais trés subjective), et un décompte avec un hématimétre
apres dilution et lyse manuelle peut étre envisagé. Une
attention particuliére doit étre portée aux patients sous chi-
miothérapie car quelques GR résistant al’hémolyse peuvent
induire une fausse normalisation voire une augmentation
de la numération leucocytaire alors qu’il existe en réalité
une leucopénie : la comparaison avec les résultats anté-
rieurs (Delta Check) et I’examen du frottis sanguin sont
nécessaires dans de tels cas. Particulierement quand on dis-
pose d’un AHC qui ne réalise pas de formule leucocytaire
automatisée, I’anomalie peut ne pas étre détectée.

Les cryoglobulines

La présence de cryoglobulines induit une fausse augmen-
tation de la numération des leucocytes mais également de
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la numération des PLT, et plus rarement & une altération du
nombre des GR ou de la mesure de I’hémoglobine [31, 32].
L’aspiration de I’échantillon de sang est insuffisante ou
nulle quand la cryoglobuline a une action gélifiante, et les
messages d’alerte sont en rapport (« aspiration insuffisante »
ou message apparenté) : il convient de ne pas confondre
I’aspect du tube avec celui d’un prélevement coagulé. La
cryoglobuline peut précipiter en cristaux : ceux de taille
réduite faussent la numération des PLT (voir partie 1 de ce
travail), et ceux de taille plus élevée peuvent faussement
augmenter la numération des leucocytes. Dans ce cas un
nuage de particules est parfois visible sur I’histogramme de
la formule leucocytaire, soit prés de la région des lympho-
cytes ou au-dessus du seuil discriminant avec les PLT, soit
au-dessus du nuage des neutrophiles, selon I’AHC utilisé.
Les anomalies disparaissent habituellement apres incuba-
tion a 37 °C, sauf quand la quantité de cryoglobuline est tres
élevee. Les AHC qui utilisent des réactifs chauffés a 37 °C,
méme avec des réactifs a pH bas mentionnés comme évi-
tant la précipitation des cryoglobulines, ne sont pas exempts
d’anomalie quand la cryoglobuline est présente en grande
quantité, et de faux décomptes peuvent alors étre également
observés (Siemens). Les cryopécipités sont parfois visibles
sur des frottis colorés et dans presque tous les cas apres
examen du sang frais avec un microscope a contraste de
phase (I’anomalie est plus évidente si I’analyse est réalisée
a basse température). Divers aspects morphologiques des
précipités ont été rapportés : amas de particules denses et
amorphes ou en flaque, aspect de cristaux, ou de globules
plus ou moins rosés, et souvent une déformation particu-
liere des GR est visible (aspect « mangé aux mites » ; voir
figure 7 de la partie 1 de ce travail) [33].

La conduite pratique est I’incubation du tube de sang au
bain-marie & 37 °C pendant une heure puis une réanalyse
rapide [33]. L’anomalie s’amplifie sur un aliquot de sang
incubé a 4°C et conforte I’hypothese diagnostique [33].
Parfois la disparition de I’anomalie est incompléte a 37 °C :
un nouvel échantillon sanguin, prélevé et maintenu a 37 °C
jusqu’a analyse, devient nécessaire pour obtenir des résul-
tats exacts [32]. La détermination de I’hémoglobine et de la
numération des GR ont été parfois signalées comme anor-
males en présence de cryoglobuline (voir partie 3 de ce
travail).

Filaments de fibrine, cryofibrinogéne
et apparentés

Des particules correspondant a du cryofibrinogéne ou de
la fibrine ont été rapportées comme pouvant augmenter la
numeration des PLT, parfois jusqu’a 2 fois la valeur réelle,
et jusqu’a 16 fois la numération des leucocytes [29, 34]. Les
messages d’alerte sont proches de ceux générés par la pré-
sence d’amas de PLT, et les perturbations de I’histogramme
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« formule » sont du méme type. L’examen attentif des frot-
tis sanguins montre de fines fibrilles, qui ont I’aspect de
fibrine aprés étude en microscopie électronique (voir par-
tie 1 de ce travail). Ces fibrilles peuvent correspondre soit a
du cryofibrinogene, bien que la recherche biochimique soit
négative dans certains cas, soit a un mélange de cryoglobu-
line et de cryofibrinogéne. Cependant I’analyse d’un nouvel
échantillon sanguin EDTA de ces patients ne reproduit que
rarement le phénomene, et fait penser qu’il s’agirait plu-
tét d’une polymérisation de fibrine, peut-étre suite a une
ponction veineuse un peu difficile, initiant la coagulation
in vitro, avant contact du sang avec I’EDTA [34]. Aprés
chauffage des échantillons a 37 °C, I’anomalie de décompte
est soit moins prononcée, soit disparait totalement : un
contréle sur un nouveau prélevement est cependant sou-
haitable.

Les lipides

Comme discuté dans la partie 1 de ce travail, les lipides
peuvent former des gouttelettes de taille suffisamment
grande pour perturber la numération des PLT et/ou celle
des leucocytes. La discordance des résultats produits par
les deux canaux de mesure des leucocytes (canal « baso-
philes » et canal « formule ») est souvent signalée, mais
les deux résultats peuvent se situer encore au sein des
valeurs normales : déterminer le résultat correct néces-
site I’interprétation des histogrammes générés avec les
canaux d’analyse correspondants (choisir le résultat du
canal ne visualisant pas de nuage anormal). La présence
d’un exces de lipides est en effet souvent bien visible sur
les histogrammes leucocytaires, sous forme d’un nuage
de points : ces nuages ont une forme variable selon les
AHC, mais leur aspect est suffisamment particulier avec
chaque type d’AHC pour évoquer d’emblée cette interfé-
rence. Les commentaires sur la perturbation de la mesure de
I’hémoglobine en présence de lipides seront apportés dans
la partie 3 de ce travail.

Les micro-organismes

Des bactéries ou des champignons peuvent étre observés sur
les frottis sanguins et, comme mentionné dans la partie 1
de ce travail, ils peuvent provoquer une fausse augmen-
tation de la numération des PLT [35-37]. Des études in
vitro au cours desquelles de grandes quantités de micro-
organismes ont été rajoutées aux échantillons sanguins
ont montré qu’ils peuvent s’auto-agglutiner et provoquer
alors une augmentation de la numération leucocytaire et
des modifications de la formule leucocytaire automatisée
[35].

Concernant spécifiqguement le paludisme, les GR, les PNN
et les monocytes peuvent contenir de I’hémozoine [38], et
ce pigment dépolarise les faisceaux laser en entrainant des
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anomalies de la formule leucocytaire (voir plus loin) ; la
numeration leucocytaire n’est pas perturbée.

Tissus adipeux

Une numération leucocytaire faussement augmentée par
contamination avec du tissu adipeux sous-cutané a été rap-
portée dans le cas d’un prélévement sanguin obtenu par
une ponction a la veine fémorale : I’histogramme de la for-
mule leucocytaire présentait également une image anormale
[39].

Remplissage excessif des tubes sous vide

Comme déja mentionné avec la numération des PLT, un
remplissage excessif des tubes de sang peut induire une
difficulté a homogénéiser I’échantillon, du fait de I’absence
de bulle d’air, et provoquer des numérations anormales et
non reproductibles [40].

Anomalies de la formule leucocytaire
automatisée (tableau 2)

Certains AHC, lorsqu’ils réalisent la numération des leuco-
cytes par impédance, analysent les leucocytes sur ce canal et
produisent une formule leucocytaire approchée, atrois para-
métres, appelée LMG (Beckman, Horiba). Il s’agit d’une
formule simplifiée, utile dans des cas précis (hyperleuco-
cytose post-chirurgicale par exemple), mais qui présente
diverses limites : absence de quantification des éosino-
philes, identification imparfaite des variations du nombre
des monocytes, et faible nombre de messages d’alerte quand
le profil de I’histogramme est anormal. De plus I’analyse
doit étre réalisée dans des conditions bien définies : un
minimum de 30 minutes apres le prélévement est néces-
saire, qui correspond a une période de « maturation » ou
« d’adaptation » des leucocytes au sein de I’échantillon san-
guin, et des résultats reproductibles ne sont ensuite obtenus
que dans les 6 heures suivantes [1]. Cette formule approchée
ne remplace pas laformule & cing paramétres mais compléte
I’analyse leucocytaire cing paramétres de certains AHC,
notamment en précisant I’existence de particules de faible
taille comme les PLT géantes, les amas de PLT et les éry-
throblastes (Beckman LH 750, Horiba Pentra 120) [41, 42].
Les AHC actuels fournissent des formules leucocytaires
automatisées précises pour des hémogrammes normaux ou
qui ne montrent que des variations quantitatives modérées.
Quand les modifications de 1’hnémogramme ne sont que
réactionnelles il est parfois possible d’obtenir une semi-
quantification ou une quantification de certaines cellules
anormales : myélémie, lymphocytes activés, érythroblastes
(appelée formule leucocytaire étendue). Par contre les AHC
ne sont pas programmés pour identifier précisément tous
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Tableau 2. Principales anomalies de la formule leucocytaire automatisée.

Situations inhabituelles ou anormales perturbant la numération leucocytaire

Amas de plaquettes

Plaguettes géantes (si nombre élevé)

Agrégats de leucocytes (entre eux ou avec les plaguettes)

Globules rouges mal lysés

Présence de lipides

Présence de cellules anormales en faible nombre

Incluses parmi les leucocytes habituels (cellules de lymphome), ou non détectées car en nombre inférieur au seuil de détection
de l'automate (leucopénies)

Erythroblastes

Influence variable selon les automates : les plus performants identifient, énumerent et retirent les érythroblastes du décompte
des leucocytes

Déficit en myéloperoxydase des leucocytes (Siemens)

Total ou partiel, constitutionnel ou acquis, il perturbe les capacités des automates Siemens Advia a identifier les divers
leucocytes : augmentation du nombre des lymphocytes, grandes cellules non colorées, ou des monocytes, selon les cas

Monocytes

Faible reproductibilité du décompte d’un automate a l'autre

Difficulté d'identification au cours des états infectieux sévéres

Présence de cellules anormales de taille comparable (neutrophiles des chimiothérapies, leucémies aigués, lymphomes,
grands lymphocytes activés)

Granulocytes basophiles

Fausse augmentation possible en présence de cellules de lymphome, blastes, lymphocytes activés, plasmocytes, neutrophiles
ou monocytes géants de myélodysplasies, sang conservé plus de 24 heures

Fausse diminution : basophiles inclus parmi les lymphocytes au cours de la leucémie myéloide chronique

Eosinophiles

Difficultés d’identification : leucémies myéloides et myélodysplasies

Paludisme avec présence d’hémozoine dans les neutrophiles, les monocytes ou les globules rouges (schizontes matures)
Conservation des échantillons sanguins avant analyse

Modifications variables selon les automates et le type de cellule concerné :

Neutrophiles : stabilité bonne jusqu'a 2-3Ja+4°C
Lymphocytes : diminutionde 2 a7 % aprés 2 J a+4°C
Monocytes : variations fortes a la baisse ou a la hausse

(-12 — 25 % pour Sysmex XE et Beckman LH, + 30 % pour Siemens Advia aprées 1 J a + 4°C)

les types de cellules, et peuvent négliger des cellules anor-
males quand leur nombre est faible (< 1-2 %) ou/et que
leurs caractéristiques s’approchent de celles de cellules nor-
males [1]. Selon les AHC une formule est soit toujours
proposée soit seulement quand elle est techniquement réali-
sable : I’affichage systématique de résultats peut influencer
I’utilisateur. Dans les situations pathologiques les valeurs
proposées par un AHC ne doivent étre considérées qu’a titre
indicatif, et chaque utilisateur doit connaitre précisément
les limites de son AHC en la matiere [1].

Diverses situations qui perturbent les parametres de la
numération globulaire altérent secondairement la déter-
mination et/ou la qualité de la formule leucocytaire. Ces
situations anormales, abordées dans les trois parties de
ce travail, correspondent notamment aux amas de PLT,
PLT géantes, érythroblastes, GR non lysés, ou particules
diverses qui apparaissent sur les histogrammes leucocy-
taires sous la forme de nuages de points, pouvant se
juxtaposer ou chevaucher les nuages leucocytaires habi-
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tuels. Enfin la formule automatisée peut étre perturbée par
un probléme d’identification des cellules normales (modi-
fications de nature réactionnelle) ou par la présence de
cellules anormales. Un histogramme leucocytaire anormal
impose de toute maniére une démarche de I’opérateur et
dans la majorité des cas I’examen microscopique du frottis
sanguin.

Le probleme particulier des érythroblastes

Il constituait un écueil de la numération leucocytaire sur les
premiéres générations d’AHC, et interfére encore mainte-
nant sur les AHC d’entrée de gamme en provoquant une
surestimation du nombre des leucocytes (voir chapitre pré-
cédent). La formule leucocytaire est alors perturbée, et la
localisation habituelle des noyaux d’érythroblastes prés ou
au niveau du nuage des lymphocytes (cf supra) entraine une
surestimation du nombre de ces derniers. Les AHC les plus
élaborés signalent I’existence des érythroblastes et peuvent
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les compter, soit dés le premier passage de I’échantillon
(Siemens, Abbott, Beckman) soit secondairement (Horiba,
Sysmex), le résultat de la numération leucocytaire étant
ensuite directement corrigé [25, 26].

Le déficit en peroxydase des leucocytes

Il perturbe la formule automatisée déterminée par méthode
cytochimique (Siemens) et sous-estime soit le nombre des
neutrophiles (déficit en myéloperoxydase), soit des éosino-
philes (déficit en éosinoperoxydase), soit des monocytes
(déficit en peroxydase monocytaire) [43, 44]. Dans ces
situations les populations concernées sont délocalisées par
rapport a la situation normale : outre leur nombre sous
estimé elles perturbent I’analyse et la quantification des
autres leucocytes. Des messages d’alerte adaptés sont pro-
posés et I’aspect particulier de I’histogramme « formule
leucocytaire » permet d’évoquer le déficit (figure 4) [43, 44].

Le nombre absolu de monocytes

Les performances des AHC concernant la numération des
monocytes sont loin d’étre parfaites et acceptables : la
reproductibilité d’un AHC a I’autre est faible, avec des
écarts de résultats variant de 13 a 59 % selon les séries
de la littérature [45-47]. Outre le déficit en peroxydase

monocytaire et la présence de cellules anormales localisées
pres du nuage monocytaire (blastes, granulocytes dyspla-
siques, lymphocytes activés, plasmocytes de myélome),
I’activation des monocytes au cours des états infectieux
séveres peut rendre leur identification plus malaisée par
I’AHC ; cette modification a été mise a profit par certains
pour aider & la détection du paludisme (Beckman) [48]. De
plus le décompte des monocytes s’altére rapidement dans
le temps, avec une augmentation ou une diminution dés
6-10 heures aprés le prélevement, indépendamment de la
température de conservation (voir plus loin).

Le nombre des polynucléaires basophiles

Comme pour les monocytes la numération des polynu-
cléaires basophiles est globalement imparfaite : les AHC
sous-estiment leur nombre quand il est augmenté, et de
plus un nombre élevé de basophiles doit étre interprété
avec prudence [47, 49]. Les granulocytes basophiles sont
souvent identifiés et comptés séparément des quatre autres
leucocytes de la formule sur un canal dédié : toute cel-
lule ou tout élément qui, comme les basophiles, résiste aux
modifications chimiques induites par les réactifs est suscep-
tible d’en perturber le décompte. Selon les AHC, diverses
cellules ont été rapportées comme pouvant entrainer une
« pseudobasophilie » : lymphocytes de patients positifs pour

A

%NEUT
%LYMP
%MONO
%EOS
%BASO
%LUC

Figure 4. Déficit partiel en myéloperoxydase (découvert de maniére fortuite chez une femme jeune en consultation de fin de grossesse).
La formule leucocytaire (A) montre un % faible de neutrophiles et élevé de monocytes et de grandes cellules non classées (LUC) (N< 2 %).
L’histogramme biparamétrique Perox (B) montre un nuage des neutrophiles dévié vers la gauche, positionné sur la fenétre des monocytes
(vert) et des LUC (bleu turquoise), alors que I'histogramme du canal « basophiles (Baso, C) montre un nombre normal de cellules polylobées.
Ceci génére une alarme. L'étude du frottis sanguin coloré au MGG montre une formule de répartition normale (71 % de neutrophiles et
7 % de monocytes), sans anomalie morphologique des neutrophiles (D), alors que la cytochimie de la myéloperoxydase (E) confirme le
déficit en peroxydase dans une partie des neutrophiles (Siemens Advia 120).
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GB: H 27,08 x10%/uL
GR: L 450 x108/pL
Hb: L 13,7 g/dL
Hte: L 41,3 %
VGM: 91,7 fL
TGMH: 30,4 pPg
CCMH: 33,1 g/dL
CHCM: L 32,5 g/dL
% x10%/uL o
GB: H 27,08
Neut: L 14,9 4,04
Lymph: 38,9 * 10,53 *
Mono: L 1,4 0,37 A
Eos: 0,3 0,09 <
Baso: H 42,4 11,4y
LUC:H 445 * 12,06 *

Figure 5. Excés erroné de granulocytes basophiles au cours d'un lymphome de la zone manteau en dissémination sanguine.
L’hémogramme chiffré (& gauche) signale une hyperleucocytose (GB =27.08 G/L) avec exces de lymphocytes (Lymph), de grandes cel-
lules non colorées (LUC) et de granulocytes basophiles (Baso). L’histogramme « formule leucocytaire » au centre (Perox) montre un nuage
continu de points qui chevauche les zones « lymphocytes » en bleu et « LUC » en bleu turquoise. L’histogramme du « canal basophiles » (a
droite) montre un nuage de points jaunes trés important (basophiles ?). De tels histogrammes imposent la réalisation d’un frottis sanguin,
montrant 94 % de cellules de lymphome, sans exces de granulocytes basophiles (Siemens Advia 120).

le virus de I’'immunodéficience humaine, blastes de divers
types de leucémies aigués (myéloblastes, promyélocytes),
granulocytes ou monocytes anormaux au cours des
syndromes myélodysplasiques, cellules de lymphomes
(figure 5) ou de myélome, parfois érythroblastes ou amas
de PLT [49-51]. Méme s’ils ne perturbent pas toujours le
décompte des basophiles, les érythroblastes et les amas de
PLT peuvent se localiser sur les histogrammes « formule » a
proximité du nuage des basophiles (Sysmex) et conduisent
a s’interroger sur la dissociation entre un faible nombre
de basophiles lors du décompte et un nuage apparem-
ment important sur I’histogramme leucocytaire. Par ailleurs
I’analyse sur échantillons conservés au-dela de 24 heures
s’associe a une petite augmentation du nombre de baso-
philes.

Anomalies de la numération les éosinophiles

Outre le déficit en éosinoperoxydase qui sous-estime leur
nombre (ci-dessus), des difficultés a identifier précisément
les éosinophiles dans des syndromes myélodysplasiques
et certaines leucémies aigués myéloides ont été rappor-
tées. Au cours du paludisme les granulocytes neutrophiles
et les monocytes peuvent phagocyter du pigment mala-
rien (hémozoine), dont les propriétés dépolarisantes de la
lumiére et des faisceaux laser sont comparables a celles
des granulations éosinophiles [38]. Les leucocytes qui en
contiennent sont délocalisés de leur région normale et redis-
tribués dans une région proche de celle des éosinophiles
(Abbott) [52]. Cette particularité permet de prédire avec
une forte sensibilité et une forte spécificité I’existence d’une
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infestation paludéenne : des alarmes particuliéres sont géné-
rées sur certains automates récents (Abbott) [38, 52]. Les
GR parasités peuvent résister a la lyse sur le canal for-
mule et former un nuage de points proche de celui des
éosinophiles, pouvant ressembler a un dédoublement de la
population éosinophile ou neutrophile (Abbott, Sysmex)
(figure 6) [38, 52, 53]. Cette anomalie ne perturbe pas le
décompte dans le canal de numération leucocytaire. Une
conservation au-dela de 24 heures peut diminuer le nombre
des éosinophiles (Horiba Argos 5 diff).

Conservation des échantillons sanguins

Elle influe de maniere variable sur les résultats de laformule
automatisée. Les effets du retard a I’analyse sur les résul-
tats de la formule automatisée débutent en pratique apres
24 heures sur échantillons conservés a température ordi-
naire ou a 4 °C, mais sont variables d’un AHC a I’autre et
d’une firme a I’autre [54-56]. Par exemple les améliorations
technologiques permettent que des modifications quantita-
tives des lymphocytes, des monocytes et des éosinophiles
observés aprés 6-8 heures de stockage en utilisant les AHC
Beckman STKS ne s’observent qu’aprés 1-2 jours sur les
AHC Beckman GenS. Une diminution du nombre de neu-
trophiles avec augmentation correspondante du nombre de
monocytes a été rapportée pour divers AHC quand I’analyse
est réalisée au-dela de 24 heures (Sysmex NE 1500 et NE
8000, Beckman-Coulter STKS). De méme, aprés 24 heures
de conservation, une augmentation du nombre des lympho-
cytes est observable sur certains AHC, isolée ou associée
a une petite diminution du nombre des neutrophiles et
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Figure 6. Altération de la formule leucocytaire au cours du paludisme (P vivax). La présence de granulocytes, ou de monocytes, ou
d’hématies contenant de I’hémozoine provoque une anomalie de polarisation de la lumiére, superposable a celle des granulations des
éosinophiles : les éléments riches en hémozoine se localisent donc dans la méme région que les éosinophiles et sont comptés comme
tels par 'automate (nuage en rouge sur I'image de gauche). L'’examen du frottis sanguin ne montre aucun éosinophile. L'image de droite
est celle du patient apres deux jours de traitement : la pseudo éosinophilie a disparu (Sysmex XE 2100).

monocytes (Abbott CD3500, Horiba Argos 5 diff [1].
Cependant il a été rapporté récemment que le nombre des
monocytes pouvait diminuer de 25 % apres 1 a2 jatempéra-
ture ordinaire comme a +4 °C (Sysmex XE2100 ; Beckman
LH 750), alors que les mémes échantillons voyaient leur
nombre de monocytes augmenter de 30 % aprés 12 heures
dans les mémes conditions de conservation avec d’autres
AHC (Siemens Advia 120) [56]

Conclusion

Diverses conditions préanalytiques liées aux leucocytes
mais aussi a d’autres particules viennent perturber la numé-
ration des leucocytes (tableau 1). L’examen systématique
des histogrammes biparamétriques de la formule leuco-
Cytaire est nécessaire devant toute anomalie quantitative
de I’'un des paramétres de la numération globulaire, car
bon nombre de messages d’alerte sont issus de ces his-
togrammes. La précision des messages d’alerte vis-a-vis
d’une anomalie spécifique présente une bonne sensibi-
lité mais une spécificité modeste [47]. Le développement
d’AHC réalisant simultanément la numération leucocytaire
sur deux canaux différents avec des réactifs de lyse dif-
férents permet, par comparaison des résultats obtenus, de
contréler la validité des résultats obtenus et d’orienter vers
le résultat convenable. La formule leucocytaire approchée
a trois parametres (LMG), proposée par divers AHC ne
doit étre considérée que comme un appoint : I’éventualité
que la formule compléte soit normale apparait cependant
comme raisonnable quand (i) la numération globulaire est
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strictement normale et (ii) que le profil de I’histogramme
LMG est normal sans aucun message d’alerte. La formule
automatisée a cing parametres est exacte, précise et repro-
ductible quand I’hémogramme est normal ou qu’il n’existe
que des variations quantitatives d’importance moyenne.
De trés nombreuses situations réactionnelles et surtout de
I’hématologie maligne générent des anomalies qualitatives
des leucocytes et/ou font apparaitre des cellules anormales
dans le sang. Les capacités des AHC a repérer ou a énu-
mérer les éléments inhabituels sont extrémement variables
d’un AHC a I'autre : une formation spécifique et adap-
tée est indispensable en la matiere (stages de formation).
Certaines situations (nombre absolu d’érythroblastes, quan-
tification de la myélémie) sont relativement bien codifiées
et les résultats peuvent étre utilisés aujourd’hui en pra-
tique quotidienne, si I’on a connaissance de la pathologie
probable du patient concerné. Sauf cas trés précis, quand
un histogramme de formule leucocytaire est anormal une
démarche est nécessaire de la part du technicien (démarche
technique, sans ou avec examen du frottis sanguin) et/ou
du biologiste responsable (démarche biologique). Il serait
imprudent de considérer que I’AHC fournit par principe et
systématiquement le bon résultat d’analyse [57] (fableau 2).
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