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RESUME

Le laboratoire de CHP d’Ifrane effectue des analyses médicales dans les domaines
d’hématologie, sérologie, bactériologie, et biochimie. En ce qui concerne les analyses
hématologiques ; ils sont pratiquées sur le sang pour permettre le diagnostic ou le suivi de
certaines maladies. Le sang est composé d'un liquide (le plasma) dans lequel flottent des cellules
(globules rouges, blancs et plaquettes) et un grand nombre de substances (protéines, hormones,
vitamines, etc.). Ainsi, I'hématologie regroupe l'analyse des cellules du sang, par exemple
I’hémogramme ou numeération Formule Sanguine (NFS) qui est un examen essentiel pour
apprécier un éventuel dysfonctionnement de la moelle osseuse ou des perturbations dites
"periphériques”. 1l apporte des renseignements sur les organes hématopoiétiques, sur les lignées
sanguines, sur les processus de défense et sur I'némostase. Il permet de réveler un grand nombre
de pathologies : anémies, augmentation des globules blancs en réponse a une attaque de
I'organisme, probléme de coagulation et consommation des plaquettes. La réalisation de groupage
sanguin est aussi obligatoire puisque la connaissance des groupes sanguins a permis d’établir des
regles de transfusion a respecter impérativement. En effet, le non respect de ces régles risque
d’entrainer la mort du malade. Ainsi, avant toute transfusion sanguine, il faut connaitre le groupe
sanguin du receveur et celui du donneur. a savoir également la vitesse de sédimentation ou VS qui
est un examen non spécifique, simple a réaliser et utile pour le diagnostic précoce et la
surveillance de phénoménes inflammatoires ou infectieux comme les rhumatismes articulaires, les
infections broncho-pulmonaires, les infections urinaires.

L’hématologie regroupe aussi I’analyse d'éléments dissous dans le plasma comme les facteurs de
la coagulation explorés par le taux de prothrombine qui est la conversion du Temps de Quick et
par le temps de céphaline active. Ces derniers permettent d'évaluer la vitesse de coagulation du
plasma a 37°C. Ces deux tests sont tres utilisés pour surveiller les patients traités par
anticoagulants antivitamine-K.

Les mots clés :

L hématologie : science de la médecine qui étudie la physiologie et la pathologie de sang, et plus
particuliérement les cellules sanguines dont 1’origine est hématopoiétique et qui ont un role dans
I’oxygénation, I’immunité et la coagulation. Elle étudie également certaines molécules
plasmatiques que sont les facteurs de coagulation.

Analyse médicale : analyse faite a partir d’un élément biologique : du sang, des urines, de la
sueur, de la salive, des matiéres fécales. C’est un examen biologique qui concoure au diagnostic,
au traitement ou au pronostic des maladies humaines ou qui fait apparaitre toute autre
modification de 1’état physiologique. Il est effectué dans un laboratoire d’analyses médicales sous
la responsabilité d’un médecin biologiste.
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Le centre hospitalier provincial (CHP) 20 Aolt d’AZROU, crée au début des années 1988, recoit
un effectif qui varie en fonction des années. Le centre se compose par un rez-de-chaussée dont
lequel se trouve un laboratoire des analyses médicales et par un premier étage qui contient des
salles d’accouchement.

Au laboratoire travaille sept techniciens (deux sont spécialisés en hématologie, trois en biochimie
et les deux autres sont spécialisés en bactériologie), deux infirmiéres responsables des
préléevements des patients, deux assistants médicaux, une secrétaire, un agent de service et une
pharmacienne biologiste spécialisée en biologie médicale.

Les techniques opératoires utilisées dans chaque service sont :

Hématologie (NFS, VS, TP, TCA, groupage sanguin).
Bactériologie (ECBU, Antibiogramme...).

Immuno-sérologie (CRP, ASLO, TPHA, VDRL).

Biochimie (glycémie, cholestérol, triglycérides, créatinine...).

Le tableau suivant représente I’effectif total des examens pratiqués au laboratoire en 2014/2015 :

Tableau | : Examens pratigués au laboratoire

Examens pratiques Effectif total
Bactériologie 861
Parasitologie 0

Immuno-sérologie 7452

Hématologie et transfusion 15711

Hygiéne alimentaire 0

Chimie biologie (biochimie) 32435
Nombre de prélevements effectués au 9701
laboratoire
Nombre de prélévements des malades 2313
hospitalisés
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Une grande partie des hémopathies (maladies hématologiques)qui affectent certains ou tous
lescomposants du sang et de la moelle osseuse est due soit au manque soit a I'exces de synthése
de ces composants ; en ce qui concerne les cellules sanguines, il s'agit d'un probleme lors d'une
étape de I'nématopoiése (synthese des cellules sanguines dans les 0s) ou dans la différenciation au
niveau des organes lymphoides secondaires, ainsi qu’aux problémes liés aux facteurs de
coagulation au niveau du foie. Il peut également s'agir d'une perte excessive en périphérie ou de la
synthése des cellules non fonctionnelles.

Les tests les plusutilisés pour le diagnostic et I’étude des problémes hématologiques sont

I’hémogramme (ou numération formulesanguine, NFS) généralement automatisé ; cet
examen est essentiel d’apprécier un dysfonctionnement de la moelle osseuse ou des
perturbations (anémies, augmentation des GB, polyglobulie, consommation des plaquettes,
probléme de coagulation...).

le test du groupage sanguin qui joue un role trés important dans le cadre de transfusion
sanguine afin de respecter la compatibilité ;

la vitesse de sédimentation qui déterminera la présence ou I’absence delaréaction
inflammatoire.

Les explorations de coagulation, ce sont deux temps de coagulation :

- Letemps de céphaline activé (TCA) qui mesure I'effet d'addition de céphaline
- Letemps de Quick (TQ) exprimé en international normalized ratio (INR) chez les
personnes sous AVK et qui mesure I'effet d'addition de la thromboplastine.

1. L'objectif de stage :

Le stage réalisé¢ au laboratoire des analyses médicales au centre hospitalier provincial d’Ifrane a
pour but de nous préparer au monde de travail et a concrétiser les connaissances théoriques recus
tout au long de notre cursus universitaire. Il consiste aussi a prendre connaissance des méthodes
d’analyses en hématologie dans le laboratoire pour le diagnostic ou le suivi de certaines maladies
et I'analyse des cellules du sang mais aussi d'éléments dissous dans le plasma comme les facteurs
de la coagulation ou les anticorps.. On s’est également intéressé par I’intérét clinique des
paramétres dosés ainsi qu’a 1’équipement nécessaire pour la réalisation de ces analyses.
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PARTIE I: DONNEES BIBLIOGR APHIQUES

1. les analyses médicales :

Une analyse médicale est une analyse faite a partir d’un élément biologique : du sang,des urines,
de la sueur, de la salive, des matiéres fécales. C’est un examen biologique quiconcoure au
diagnostic, au traitement ou au pronostic des maladies humaines ou qui faitapparaitre toute autre
modification de 1’état physiologique. Cet examen est effectu¢ dansun laboratoire d’analyses
médicales sous la responsabilité d’un médecin biologiste.

a. L’hématologie :

L’hématologie est la branche de la médecine qui étudie la physiologie et la pathologie de sang, et
plus particulierement les cellules sanguines dont 1’origine est hématopoiétique et qui ont un role
dans I’oxygénation, I’immunité et la coagulation. Elle étudie également certaines molécules
plasmatiques que sont les facteurs de coagulation. Globalement, on peut distinguer la cytologie
sanguine qui s’intéresse aux cellules et a leur physiologie, et a I’hémostase qui explore le
phénoméne de la coagulation, ¢’est-a-dire la formation de caillot et leur destruction ultérieure.

Le tableau suivant résume les différentes caractéristiques des cellules sanguines (les globules
rouges, les plaguettes, les globules blancs (les polynucléaires neutrophiles, les polynucléaires
éosinophiles, les polynucléaires basophiles, les lymphocytes, les monocytes)), ainsi que leurs
aspects.

Tableau II : les aspects et les caractéristiques des cellules sanguines




Type

Description

Les globules rouges

Cellules dépourvues de noyau, dont
lecytoplasme est riche en
hémoglobine et dépourvus
d’organites. Ces cellulesassurent le
transport des gaz respiratoires
(I’Oz¢t le CO2).

Les polynucléaires
neutrophiles

Responsables de la défense contre
lesinfections bactériennes et autres
processus inflammatoires. Le noyau
est polylobé et le cytoplasme
Iégérementacidophile, renferme des
granulations tres fines.

Les polynucléaires
éosinophiles

Les éosinophiles traitent en premier
lieu les infections parasitaires,
peuventaugmenter au moment des
réactionsallergiques et leur
augmentation peut étre une
indication pour 1’établissement
d’undiagnostic. Ils ont un noyau
bilobé avec des granulations plus
grosses et de teinte orangée.

Les polynucléaires basophiles

Responsables des réponses
allergiques et inflammatoires en
libérant de 1’histamine, ils sont
caractérisés par de grosses
granulations basophiles violettes.

Les lymphocytes

Deuxiéme cellule la plus importante
apreés le neutrophile, son
augmentation est le plus souvent
signe d’une infection en particulier
une infection virale.

Les monocytes

Ce sont les plus grandes cellules
circulantes dans le sang, possédent
un noyau encoché, un cytoplasme
gris-bleu et contient des granulations.

Les plaquettes

Fragments dépourvus de noyau. leur
role principal est la coagulation du
sang.




L’hémostase est I'ensemble des mécanismes qui assurent le maintien du sang a l'intérieur des
vaisseaux, et en particulier des phénomenes qui déterminent l'arrét du saignement lorsqu'un
vaisseau est bless¢, La coagulation du sang est un des temps de 1'hémostase. Lorsqu’un vaisseau
est blesse, diverses étapes se mettent en place :

e L’hémostase primaire se produitlorsque les plaquettes se lient au collagene des parois
vasculaires exposees pour former un amas (le clou plaquettaire), I'agrégation plaquettaire
provoque I'adhésion des plaquettes entre elles.

L hémostase secondaire ou coagulation se produit lorsque La phase préparatoire de la
coagulation est déclenchée par le contact d'une protéine plasmatique, le facteur XII avec
les tissus. La coagulation implique une cascade complexe de facteurs de coagulation, ce
qui aboutit a la transformation du fibrinogéne, une protéine du sang, en fibrinepolymerisée,
ce qui crée un caillot.

Le caillot attire et stimule la croissance defibroblastes et de cellules de muscle lisse au sein
de la paroi vasculaire, et entame le processus de réparation qui résultera finalement en la
dissolution du caillot (fibrinolyse),Ce processus dure 3 a 6 minutes aprés rupture du
vaisseau.

L
1. Hémorragie 2. Vaisseaux 3. Agrégation 4, Caillot de
se contractent plaquettaire fibrine

Coagulation sanguine

1. Hémorragie 2, Valsseaux 3. Agrégation 4. Formation
se contractent plaquettaire incompléte du
incompléte caillot de fibrine

Figure 1: hémostase normal et coagulation sanguine

b. Laserologie :

La sérologie est I'etude des serums et des variations ou modifications de leurs propriétés au cours
des maladies. Elle consiste surtout, via une analyse de sang, a mettre en évidence des indices de
présence de pathogénes dans l'organisme, au moyen de différents tests.

c. Analyse biochimique :



http://fr.wikipedia.org/wiki/Fibrinog%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fibrine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fibrine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fibroblaste
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La biochimie est une discipline expérimentale qui vise 1’étude des processus chimiques a la base
de la vie, et aussi I’étude des réactions chimiques du monde vivant. Les analyses biochimiques
consistent & mesurer les quantités des constituants des liquides biologiques (sang, urine...). La
plupart des maladies ont en effet des répercussions sur leur composition et leur étude peut aider au
diagnostic et au suivi de nombreuses maladies.

d. La microbiologie :

La microbiologie consiste a identifier I'agent responsable de Il'infection: bactérie, parasite,
champignons microscopiques, etc. Elles consistent donc a prélever un échantillon et a rechercher
I'élément pathogene soit par observation directe, soit aprés mise en culture. L'identification du
germe pathogeéne aidera a déefinir le meilleur traitement et I'antibiotique le plus efficace.

2. Les analyses médicales en hématologie :
a. Numeration formule sanguine

La numération formule sanguine (NFS) ou hémogramme est un examen essentiel qui apporte des
renseignements sur les cellules sanguines, sur les processus de défense immunitaire, sur I'némostase
et qui révele des modifications évocatrices d'un grand nombre de maladies.

Elle comprend la numération (calcul le nombre absolu de différentes cellules dans un certain volume
de sang) des différents éléments figurés du sang: les globules rouges ou hématies, les globules blancs
ou leucocytes et les plaquettes ou les thrombocytes, et les différents parameétres trés utiles au
diagnostic des pathologies qui sont également mesurés ou calculés: le taux d'hémoglobine (HBG), le
volume globulaire moyen (VGM), I'hématocrite (HCT), la concentration corpusculaire moyenne en
hémoglobine (CCMH) et la teneur globulaire moyenne en hémoglobine (TGMH).

La formule sanguine des globules blancs (formule leucocytaire) détermine le pourcentage relatif (et
le nombre absolu) des différentes sous-populations de globules blancs: polynucléaires neutrophiles,

polynucléaires éosinophiles, polynucléaires basophiles, lymphocytes, et monocytes.

L’hématocrite correspond au volume occupé par les hématies entassées parcentrifugation dans une
quantité de sang total connue. Il s’exprime en pourcentage. Un taux inférieur a la normale définit une
anémie.

L’hémoglobine est une hétéroprotéine synthétisée par les érythroblastes. Elle est constituée d’une
partie protéique, la globine et d’un groupement prosthétique non protéique, I’héme. Un taux
inférieur a la normale définit une anémie.




I1 correspond au volume moyen qu’occupe une hématie dans le sang. Il est utile au Diagnostic
d’une anémie qui est définie par la diminution de taux d’hémoglobine. Il est calculé a partir de la
formule suivante :

VGM (fl) = Hématocrite (%) / Nombre d’hématies (million/mm3)

C’est la quantité moyenne d'hémoglobine contenue dans un globule rouge. Elle est calculée de la
facon suivante :

TCMH (pg) = Hémoglobine (g/dl) / Nombre d’hématies (million/mm°®)

Elle représente le pourcentage d’hémoglobine contenu dans la masse globulaire de I’échantillon a
analyser. C’est aussi le poids en gramme d’hémoglobine contenu dans 100 ml d’hématies. Elle est
mesurée de la maniere suivante :

CCMH (%) = Hémoglobine (g/dl) / Hématocrite (%)

b. Frottis sanguin :

Le frottis sanguin est un étalement d’une goutte de sang sur une lame de verre, colorée par le May
Grunwald Giemsa et lue au microscope optique. L’étude du frottis est extrémement utile au
diagnostic cytologique de nombreuses maladies hématologiques et parasitaires (anémie microcytaire
hypochrome, thrombopénie, leucopénie...).

c. Groupage sanguin :

La détermination du groupe sanguin consiste a rechercher la présence ou I'absence des antigénes A
et B présents sur les globules rouges et les anticorps correspondants aux antigenes absents dans le




sérum. La détermination du groupe dans le systeme Rhésus permet de distinguer les sujets dits
Rhésus D positif des sujets Rhésus négatif.

Cette technique est basée sur le Principe d’agglutination Ag-Ac sur plaque et se réalise par deux
épreuves différentes :

Epreuve Globulaire : épreuve de BETH —VINCENT : Les hématies a tester sont mises en contact
avec des sérums tests connus Anti A, Anti B, Anti AB afin d’identifier les antigénes A et B.

Epreuve Sérique : épreuve de SIMONIN :Le sérum a tester est mis en contact avec des hématies
tests connues A et B afin d’identifier I’anti A et I’anti B.

Cette technique est basée sur La recherche a la surface des hématies (GR) de I’Ag D a ’aide de
sérum test : Anti-D

« Hématies+ Anti-D  Agglutination+  RH+
« Hématies +Anti-D  Agglutination -  RH-

Photo 2: les anticorps utilisés pour le groupage
d. Les parametres de la coagulation :

C’est le temps de coagulation d’un plasma citraté, en présence d’un exces de thromboplastine
tissulaire (facteur 3 tissulaire), a 37°C. Il explore la voie exogéne de la coagulation, c’est-a-dire les




facteurs I (fibrinogene), 11, V, VIl et X. C’est I’un des tests utilisés pour surveiller les traitements
aux anti-vitamines K.

C’est le temps de coagulation d’un plasma citraté, en présence de céphaline (support biologique lipidjque
remplacant les plaquettes) et de kaolin (activateur du systéme contact de la voie intrinseque) a 37°(. I
explore la totalit¢ de la voie endogéne de la coagulation a 1’exception des plaquettes, c’est-a-dirgj les
facteurs XII, XI, IX, VI, X, V, 11, et I.

e. La vitesse de sédimentation

La vitesse de sédimentation ou VS peut étre définie comme étant la vitesse avec laquelle chutenif les
hématies en suspension dans un plasma citrat¢ a D’intérieur d’un tube de westergreen mainffenu
verticalement. La vitesse de sédimentation reste le principal marqueur humoral, le moins colteux g la
réaction inflammatoire qui est exploré actuellement par le profil protéinique de I’inflammajfon.
Lesprotéines de [D’inflammation qui contribuent a [’accélération de la VS sont le fibrinoggne,
I’haptoglobine. La vitesse de sédimentation est réalisée classiquement chez un patient a [feun
(cettecondition n’est pas toujours nécessaire), le prélevement est fait sur du sang veineux recueilli surfjune
solution de citrate tri sodique (31,3 g/l) en respectant la proportion d’un volume d’anticoagulant [jour
quatre volumes de sang.

PARTIE Il : MATERIEL ET METHODES

1. Numération formule sanguine
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La numération formule sanguine est faite au moyen d’une simple prise de sang, puis 1’analyse est effec
par un automate qui mesure les différentes parameétres.

a) Préléevement :

Il se réalise par ponction veineuse franche, chez un sujet a jeun ; cette précaution n’est pas toujours
nécessaire. Le prélevement peut étre effectué sur du sang capillaire ou sur du sang veineux en tube
contenant une substance anticoagulante EDTA (éthyléne diamine tétra acétique) qui va empécher le
sang de se "gélifier" et permet une meilleure conservation des cellules. Dés que la prise de sang est
termineée il faut homogénéiser le prélevement par des mouvements de retournement doux pour éviter
I’apparition de caillot. Les tubes de prélevement (la couleur du bouchon est normalisée en fonction
de Il'anticoagulant, en I'occurrence, le violet) utilisés dans la plupart des cas ont un volume nominal
de 5 ml et sont calibrés pour des prélevements de 4 ml de sang + 1 ml d’EDTA.

Photo 3: les tubes de prélévement

b) Matériel :

La numération formule sanguine est effectuée sur I’appareil sysmex XT-1800i qui est un analyseur
automatique d’hématologie utilisé pour les diagnostics in vitro en laboratoires cliniques. Elle est
capable d’analyser et de livrer les résultats de 21 parameétres d’un échantillon sanguin.

Principe

L’appareil XT-1800i réalise I’analyse du nombre total des leucocytes en utilisant un bloc détecteur
photosensible dont le fonctionnement repose sur la méthode de cytométrie de flux et I’utilisation d’un
laser & semi-conducteur. Les taux d’érythrocytes et de plaquettes sont analysés par le compteur GR
qui emploie la méthode de focalisation hydrodynamique. L’hémoglobine est analysée par le




compteur HGB sur la base de la méthode spectrophotométrie. Elle fournit des résultats pour les
paramétres suivantes: GR, HBG, HCT, VGM, TCMH, CCMH, IDR-CV, PLQ, VPM, GB, NEUT,
LYMPH, MONO, EO, BASO...

Mode d’analyse

En mode manuel, aprés que les échantillons aient été agités manuellement, les bouchons des tubes
sont retirés a la main et 1’échantillon est aspiré via I’aiguille d’aspiration de sang total.

lii.  Les réactifs

Le tableau suivant résume les différents réactifs utilisés par I’appareil sysmex XT-1800i et leurs
roles :

Tableau Il : les réactifs utilisés par 1’automate

Nom du réactif Réle

CELLPACK Diluant sert a nettoyer 1’aiguille aprés 1’aspiration d’un
échantillon.

STROMATOLYSER-FB Réactif Iytique destiné a I’analyse des leucocytes et des BASO
d’un échantillon sanguin.

STROMATOLYSER-4DL Diluant d’une partie du sang total apres 1’aspiration.

STROMATOLYSER- 4DS Colorant qui colore les leucocytes des échantillons de sang lysés
et détermine la formule de quatre populations (LYMPH, MONO,
EO, NEUT, BASO).

SULFOLYSER Reactif qui lyse les érythrocytes et agit sur la globine de 'HBG
pour former un complexe stable.

RET SEARCH (diluant) Diluant de 1’échantillon et colore en méme temps les réticulocytes,
pour déterminer la concentration sanguine en réticulocytes
RET SEARCH (colorant) effectuée sur I’appareil.

CELLCLEAN Détergent alcalin puissant qui supprime les réactifs lytiques, les
résidus cellulaires et les protéines sanguines restées dans
I’automate.




Photo 4: L appareil XT-1800i

2. Frottis sanguin
a) Matériel :

Lames de verre, propres, dégraissées et seches, destinées a supporter le frottis.
Lames rodées, lavées, rectangulaires permettant 1’étalement du sang.

Colorant de May-Grunwald neutre (I’€osine + le bleu de méthyléne).
Colorant de Giemsa neutre (I’€osine + le bleu de méthylene).

b) Mode opératoire :
i) Préparation du frottis sanguin

On dépose une petite goutte de sang a un centimetre a ’'une des extrémités d’une lame propre posée
horizontalement. Puis, on place le bord de la lame rodée sur la lame et on fait glisser celle-ci jusqu’a
ce qu’elle entre au contact avec la goutte, La goutte s’étale le long de I’aréte par capillarité puis, on
pousse dans un mouvement uniforme vers 1’autre extrémité de la lame sans atteindre celle-ci. Le
frottis ainsi réalisé est séché rapidement par agitation a ’air. Il ne faut pas oublier de noter I’identité
du patient (N°) avec un crayon sur la téte du frottis.




Un frottis de qualité doit respecter les critéres suivants :

Il doit posseder une téte, un corps et une queue.

Il ne doit étre ni trop mince (pauvre en éléments), ni trop épais (éléments rétractés non
identifiables).

Il ne doit atteindre ni les bords, ni les extrémités de la lame (les éléments les plus
volumineux seront perdus).

Il doit étre correctement séché.

Il ne doit pas présenter de stries ou des trous.

1- Placez unc lame de verre inclinée a 30°

2- Laisser la lame du dessus venir en
contact avec la goutte de sang, qui va
remonter sur la lame, par capillarité

4 3-Tircz lalame dans lc sens
de la fléche pour éaler le
frottis sanguin

Photo2: Réalisation de frottis sanguin

i)  Coloration du frottis

« On trempe le frottis dans un back contenant le May Grunwald pur pendant 3 a 5 minutes.
On sort le frottis et on le trempe dans un back contenant I’eau tamponnée PH=7 pendant 2 a
3 minutes.
Ensuite on le trempe dans un back contenant la solution de Giemsa, préalablement diluée
au 1/10 dans I’eau tamponnée, pendant 20 a 30 minutes.
Enfin le frottis est mis dans un back rempli d’eau tamponnée pendant 2 a 3 minutes.
Les lames colorées sont égouttées et séchées a I’air libre. Il faut attendre au moins 5 minutes
avant de les lire.

Au terme de ces étapes, le frottis sanguin est prét a étre étudié au microscope optique.




Etude du frottis sanguin

Pour déterminer la répartition des cellules, la qualité de 1’étalement et de la coloration, il faut tout
d’abord controler le frottis au grossissement (objectif x 10). Si la répartition est jugée satisfaisante,

on dépose une petite goutte d’huile a immersion sur la queue de I’étalement, puis on met en place
I’objectif x 100.

La répartition des cellules n’est pas parfaitement égale, les éléments les plus petits tels que les
lymphocytes se regroupent au centre du frottis, les plus volumineux (polynucléaires et monocytes)
sont entrainés dans les franges et la queue. Les hématies doivent étre étalées en couche
monocellulaire ; leurs contours doivent étre réguliers et leur coloration rose.

3) le groupage sanguin
a.les conditions de prélevement

Il n'est pas indispensable d'étre a jeun.

L'identité correcte du patient, ainsi que sa date de naissance, doivent impérativement étre
notées.

Pour I'établissement d'une carte définitive de groupe sanguin, deux prélévements doivent
étre réalisés par deux techniques différentes avec deux lots de réactifs différents

b. Matériel

tubes de prélevement contenant le sang
les anticorps A, B, AB, D
une plaque

Mode opératoire : (méthode globulaire)

On a déposé 4 gouttes de sang sur une plaque.

On a ajouté une goutte de sérum : anti A a la premiére goutte, anti B a la 2°™ goutte, Anti
AB a la 3eme goutte et une goutte de serum anti D a la 4éme goutte.

On a mélange les gouttes.

On a imprime un mouvement de rotation a la plaque

On a déterminé par la suite le groupe et le rhésus en observant la réaction d’agglutination
avec les agglutinines correspondantes.




4) Taux de prothrombine (TP) ou le temps de quick (TQ)

a) le prélevement

Le prélévement est réalisé par ponction veineuse franche chez un sujet a jeun (cette précaution n’est
pas toujours nécessaire) sur citrate tri sodique (31,3 g/l) en respectant la proportion d’un volume
d’anticoagulant pour quatre volumes de sang (la couleur du bouchon est normalisée en fonction de
I'anticoagulant, en I'occurrence, le bleu ciel). On centrifuge le tube a 4000 tours/minutes pendant 15
minutes environ pour obtenir un plasma pauvre en plaquettes. Le test devra étre effectué dans un
délai n’excédant pas 4 heures au plus aprés le prélévement.

b) Matériel :

Centrifugeuse.

Bain-marie

Micropipettes réglables
Chronometre.

Plasma pauvre en plaquettes.
Thromboplastine calcique.

Photo 5: Matériel utilisés pour le TP




c) Mode opératoire :

Dans un tube en verre, au bain-marie a 37°C : 100 pl de plasma attendre 2 minutes, puis on ajoute 2P pl
de thromboplastine calcique prealablement incubée 15 minutes a 37°C, ce dernier doit étre ajoutf au
plasma en déclenchant le chronometre. Détecter 1’apparition d’un caillot a I’aide d’un crochet, ouffpar
inclinaison du tube et arréter le chronometre dés qu’il y a coagulation.

Il faut toujours réaliser, en paralléle un temps de quick sur un plasma témoin normal.

5) Le temps de Céphaline active (TCA) ou le temps de céphaline kaolin
(TCK) :

a) prelevement

Le prélevement est réalisé par ponction veineuse franche sur citrate tri sodique (31,3 g/l), en respectaljt la
proportion d’un volume d’anticoagulant pour quatre volumes de sang (la couleur du bouchonj est
normalisée en fonction de I'anticoagulant, en I'occurrence, le bleu ciel), on centrifuge le tube a 4§00
tours/minutes pendant 15 minutes environ pour obtenir un plasma pauvre en plaquettes.

b) Matériel :

Centrifugeuse.

Bain-marie.

Micropipettes réglables (50- 200 pl).

Chronometre.

Plasma pauvre en plaquettes obtenu par centrifugation de sang prélevé sur citrate.
Réactif céphaline-kaolin.

Solution de chlorure de calcium (CaCl,) a 0,025 mol/I.

¢) Mode opératoire :

Introduire dans un tube en verre placé dans un bain marie a 37°C : 100 pl de plasma + 100 pl de réjjctif
(céphaline-kaolin), mélanger et incuber exactement pendant 3 minutes. En déclenchant le chronomigtre,
ajouter 100 ul de la solution de CaCl, (0,025 M), mélanger puis noter le temps de coagulation. Il {faut
toujours réaliser un TCK en paralléle sur un plasma témoin normal.



6) La vitesse de sédimentation (technique de westergreen) :

a) Prélevement

La vitesse de sédimentation est réalisée classiquement chez un patient a jeun (cette condition n’estjpas
toujours nécessaire), le prélevement est fait sur du sang veineux recueilli sur une solution de citrat
sodique (31,3 g/1) en respectant la proportion d’un volume d’anticoagulant pour neuf volumes de san( (la
couleur du bouchon est normalisée en fonction de I'anticoagulant, en I'occurrence, le noir).

b) Matériel

« Tubes de westergreen (tubes de diamétre 2,5mm gradués en millimétres de 0 en haut a 200 en
ils sont ouverts aux deux extrémités et positionnés verticalement dans un support spécial).

« Support spécial a sédimentation pour VS.

« Le réactif de citrate tri sodigue.

¢) Mode opératoire :

Aprés une homogénéisation soigneuse du prélevement, il faut aspirer le sang citraté dans le tubgl de

Photo 6: les tubes de westrgreen




PARTIE Il : RESULTATS ET DISCUSSION

1. Exemple de 'hémogramme

Le tableau suivant montre un exemple d’'un hémogramme chez un patient normal :

Tableau IV : Hémogramme d’un patient normal

ROYAUME DU MAROC 15/05/2015 09 :39 :32
MINISTERE DE LA SANTE N°Echant:02/YASSINE
HOPITAL 20 AOUT_AZROU Sexe :

LABORATOIRE DE BIOLOGIE MEDICALE Naissance :

HEMOGRAMME (SYSMEX XT-1800)
Résultats valeurs normales :
Unité N.né enfant femme homme
5.32 [1076/pl] [5-6] [3.6-5.5]  [4.8-5.8] [4.5-6.2]
15.1 [g/dl] [14-20] [11.5-16] [11.5-16.5] [13-18]
49.0 [%] [45-60] [37-45] [35-47] [40-54]
92.1 [fl] [90-120] [70-86] [76-96] [80-96]
28.4 [pg] [30-34] [24-30] [27-32] [27-32]
30.8 [g/dl] [32-36] [32-36] [32-36] [32-36]
231 [1073/pl] [150-450] [150-450] [150-450] [150-450]
GB 6.87 [1073/ul] [15-25] [4-15] [4-10.7 [4-10.7]
NEUT 411 [%] 2.82 [1073/ul] [8-12] [2-6] [2-7.5] [2-7.5]
LYMPH 49.8 [%] 3.42 [1073/ul] [5-6] [3.5-8] [1.5-4] [1.5-4]
MONO 8.3 [%] 0.57 [1073/ul] [0.1-1] [0.7-1.5] [0.1-1.2] [0.1-1.2]
EO 0.7 [%] 0.05 [1073/ul] [0.05-0.3] [0.03-0.8] [0-0.4] [0-0.4]

%] 0.01 [1073/ul] [0.01-0.05]  [0-0.5] [0-0.2] [0-0.2]




De trés nombreux renseignements peuvent étre obtenus a partir des résultats d'un hémogramme.
Dans tous les cas, ces résultats varient en fonction du sexe, age, altitude, exercice physique...

Les principaux renseignements sont les suivants:

e Une anémie est définie par un taux bas d’hémoglobine; a I'inverse, une augmentation du
taux d'hémoglobine définit une polyglobulie.
Une augmentation des globules blancs (hyperleucocytose) peut évoquer une infection, une
inflammation, voire une hémopathie (cancer du sang); une diminution des globules blancs
(leucopénie) peut révéler une altération des défenses immunitaires.
Une augmentation des plaquettes définit une hyperplaquettose (ou thrombocytose) souvent
observée au cours de processus inflammatoires, syndrome myéloprolifératif chronique ou
dans le cas d’une splénectomie (ablation de la rate) une baisse des plaquettes
(thrombopénie) traduit un risque hémorragique, une aplasie médullaire, ou un arrét de
maturation des plaquettes grace a une carence en acide folique et/ou en vitamine B12.

La formule leucocytaire peut montrer:

Une augmentation des polynucléaires neutrophiles reflétant le plus souvent un processus
infectieux en cours.

Une augmentation des polynucléaires éosinophiles, évocatrice d'une allergie ou dune
infection par un parasite.

Une augmentation des polynucléaires basophiles se rencontre dans certaines leucémies, les
allergies et les problémes thyroidiens.

Une augmentation des lymphocytes signent I’existence des infections virales et
bactériennes alors qu'une baisse des lymphocytes suggérant par exemple l'existence d'un
déficit immunitaire ou d'une infection par le virus du SIDA.

Une augmentation des monocytes s’observe lors des infections bactériennes, virales, et
parasitaires.

Les constantes érythrocytaires peuvent montrer également :

L’hématocrite (HCT) est abaissé dans les anémies, et augmenté en particulier chez les
consommateurs d'érythropoiétine.

Le volume globulaire moyen (VGM) mesure la taille moyenne du globule rouge, un VGM
supérieur a la normale signe une macrocytose alors qu'un VGM inférieur a la normale
traduit une microcytose.

Le taux corpusculaire moyen d’hémoglobine (TCMH), et la concentration corpusculaire
moyenne d’hémoglobine (CCMH) n'ont pas d'intérét diagnostic sauf qu’une diminution de
TCMH confirme une hypochromie (manque de fer).

Tableau V : Hémogramme d’un sujet ayant une anémie et thrombopénie




ROYAUME DU MAROC 15/05/2015 09 :40 :33
MINISTERE DE LA SANTE N°Echant:03/Kamal
HOPITAL 20 AOUT_AZROU Sexe :

LABORATOIRE DE BIOLOGIE MEDICALE Naissance :

HEMOGRAMME (SYSMEX XT-1800)

Résultats valeurs normales :
Unité N.né enfant femme homme
2,13 [1076/ul] [5-6] [3.6-5.5]  [4.8-5.8] [4.5-6.2]
6,00 [g/dl] [14-20] [11.5-16] [11.5-16.5] [13-18]
17,8 [%] [45-60] [37-45] [35-47] [40-54]
90.1 [fl] [90-120] [70-86] [76-96] [80-96]
29.4  [pg] [30-34] [24-30] [27-32] [27-32]
33.8 [g/dl] [32-36] [32-36] [32-36] [32-36]
25 [1073/ul] [150-450] [150-450] [150-450] [150-450]
[1073/pl] [15-25] [4-15] [4-10.7] [4-10.7]
[%] 3.82 [1073/pl] [8-12] [2-6] [2-7.5] [2-7.5]
[%] 2.42 [1073/ul] [5-6] [3.5-8] [1.5-4] [1.5-4]
[%] 0.55 [1073/ul] [0.1-1] [0.7-1.5] [0.1-1.2] [0.1-1.2]
EO 0.7 [%] 0.03 [1073/pl] [0.05-0.3] [0.03-0.8] [0-0.4] [0-0.4]
BASO 0.1 [%] 0.01 [1073/pl] [0.01-0.05] [0-0.5] [0-0.2] [0-0.2]

¢ Interpretation:

On remarque d’aprés le tableau V, que pour les GR, HBG, HCT et les PLQ cette personne a des
valeurs basses par rapport a la normale. En effet son hémogramme montre un taux de HBG de
6,00 g/dI, alors que les valeurs normaux sont entre 13 g/dl et 18 g/dl ; ce qui démontre que le taux
des HBG est tres inférieur a la normale donc ce sujet présente une anemie. Les plaquettes
présentent un taux de 25 10%/ ul alors qu’il devrait normalement avoir une valeur comprise entre
150 10%/pl et 450 10%/ul donc ce sujet présente une thrombopénie.

L’anémie se caractérise par une diminution d’hémoglobine qui est un constituant essentiel des
globules rouges responsable du transport de 1’Oz2 vers les tissus du corps. La diminution de
I’hémoglobine a pour conséquence de réduire la quantité d’O2 distribuée aux tissus. Le manque
d’O2dans les tissus peut entrainer une asphyxie puis la mort. Cet individu présente une forte




anémie, il est nécessaire de faire soit une transfusionde globules rouges soit une prise de
1’érythropoiétine qui va permettre a la moelle osseuse de fabriquer plus de globules rouges qu’a
I’ordinaire.

Les plaquettes permettent au sang de coaguler, c'est-a-dire qu’elles permettent au sang de former
un caillot lors d’une blessure. Mais, ce malade a une sévére thrombopénie donc il a un risque
d’hémorragie grave avec des saignements prolongésdans ce cas une transfusion de plaquettes est
également nécessaire.

Par ailleurs, en ce qui concerne les autres parametres tels que le VGM (90,1fl), la TCMH (29,4 pg)
et le CCMH (33,8 g/dl) sont présents avec des taux normaux. En effet, la TCMH ou le CCMH
n’ont pas d’intérét diagnostic.

2) les résultats de frottis sanguin

L’observation du frottis sanguin coloré permet dans certains cas de déceler d’éventuelles
anomalies de taille, forme, coloration des hématies ou les autres cellules sanguines.

Photo 7 : Frottis sanguin chez un individu normal

e

Photo 8 : Frottis sanguin d’un individu atteint d’une anémie microcytaire hypochrome

La photo 7 montre que les globules rouges présentent une taille inférieure par rapport aux globules
rouges de la photo 6. Ces globules rouges sont également moins colorés que les normaux. La




coloration des globules rouges est due a I’hémoglobine présente dans ces cellules. Le manque
d’hémoglobine dans le sang de patient de la photo 7 a donné des hématies hypochromes. Cette
anémie microcytaire Hypochrome peut étre due a une carence en fer qui est un constituant de

1’hémoglobine.
3) les résultats de groupage sanguin
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Figure 3: Réalisation du groupage sanguin ABO-RH

Les systemes ABO et Rhésus sont les plus importants a déterminer dans le cadre de transfusions
sanguines afin de respecter les régles de compatibilité. En effet, la transfusion de produit sanguin
d'un donneur non compatible avec le groupe sanguin du receveur peut entrainer des accidents
transfusionnels dramatiques. C'est pourquoi la détermination du groupe sanguin est si importante
et necessite au moins 2 déterminations avant la délivrance d'une carte.

La détermination dans le systeme Rhésus est également importante chez la femme enceinte afin
d'envisager un éventuel risque dimmunisation contre le groupe Rhésus du bébé lors de
I'accouchement.

4) les résultats de TP




Le temps de Quick s’exprime par comparaison a un témoin. Il varie entre 11 et 13 secondes.
Habituellement, on exprime le temps de quick en pourcentage par rapport a un plasma normal, on
I’appelle alors taux de prothrombine (TP) qui varie entre 70 et 100%.

¢ Interprétation :

Les taux supérieurs a 100% n’ont pas de signification pathologique et sont considérés comme
normaux, par contre les taux inférieures a 70% peuvent orienter vers :

un déficit en facteurs 11, V, VIl ou X.

une atteinte hépatique ou une avitaminose K.

maladie hémorragique du nouveau né.

consommation excessive (coagulation intra vasculaire).

une hypofibrinogénemie.

un traitement anticoagulant par les antivitamines K.

la présence d’anticoagulants circulants (anti 11, V, VII, X) ou antiprothrombinase.

Au cours des traitements anticoagulants oraux (antivitamines K), la zone thérapeutique du TP
varie en fonction des réactifs utilisés, il est actuellement proposé d’exprimer les résultats en INR
(International Normalised Ratio) qui tient compte des différences de réactifs et permet de
standardiser les résultats grace a I’introduction d’un coefficient qui sera fourni par chaque
fabricant de réactif.

R=temps du malade/temps du témoin  INR= R™

Avec isi: index de sensibilité international déterminé vis-a-vis de la thromboplastine de
référence, il est donné par le fabricant.

5) les résultats de TCA

Le TCA normal se situe aux environs de 30 a 40 secondes selon les réactifs utilisés, on considere
qu'un TCK est allongé chez un malade si I’écart avec le témoin dépasse 8 a 10 secondes. Un
temps inférieur a celui du témoin n’a habituellement pas une signification pathologique. D’une
fagon générale le TCK est allonge lorsque le rapport TCK du malade/TCK témoin est supérieur a
1,2.

% Interpretation :
L’allongement du TCA est interprété en fonction des résultats du TQ.

TCA allongé et temps de Quick normal

Cliniqguement, devant un syndrome hémorragique, on recherchera un déficit de certains
facteurs de la coagulation de la voie endogéne.
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- Si Pallongement du TCA est corrigé par ’addition de plasma témoin normal a parties
égales, on recherchera alors un déficit éventuel respectivement en facteur anti
hémophilique A (VII1), anti hémophilique B (IX) et en facteur (XI) ; car les hémophilies A
ou B représentent la grande majorité des déficits congénitaux de la voie intrinseque.

Si I’allongement du TCA n’est pas corrigé par I’addition de plasma témoin normal a
partieségales, on recherchera un anticorps anticoagulant circulant.

En absence d’un syndrome hémorragique, on recherchera un déficit en facteur XIlI,
kininogenes. ..

TCA allongé et temps de Quick allongé

- Insuffisance hépatique séveére.
- Coagulopathie de consommation.

- Afibrinogénémie congénitale.

Tableau VI : Résultat d’une femme enceinte sous AVK

Paramétre Valeur Référence

TP (%) 35 702 100

TCK (secondes) 37 30a40

D’apres les résultats mentionnés dans le tableau ci-dessus, on remarque :
- Un temps de céphaline active normal (37 secondes) car il est compris entre 30 et 40
secondes.
- Un temps de prothrombine abaissé, (35%) car il est inférieur a la limite inférieure de la
normale ; ce résultat est compatible avec les donnés cliniques, la patiente est sous AVK.
Selon la littérature les AVK ont un effet inhibiteur de la coagulation et donc ils empéchentla
formation de la thrombine et par conséquent un taux abaissé de TP.
Dans ce cas, on doit calculer I’INR :
Si  2<INR<3 c’estune valeur normale.
Si INR< 2 il faut augmenter la dose des AVK.
Si INR>3 il faut diminuer la dose des AVK.

6) les résultats de VS

Le résultat est exprimé en mm/h, ce qui correspond a la distance parcourue par les globules
rouges en une heure. Il n’est pas utile de poursuivre la lecture plus longtemps, le résultat obtenu au
bout d’une heure est largement suffisant. La valeur de VS varie avec I’age et le sexe :

Homme 3a 15 mm/h
Femme 7 a20 mm/h
Enfant 0a 10 mm/h




¢ Interprétation :

Concernant I’interprétation de la vitesse de sédimentation, il faut savoir que c’est un test non
spécifique, imprécis et indiqué surtout dans la surveillance de 1’évolution d’une affection a
composante inflammatoire. L’¢lévation de lavitesse de sédimentation n’est pas toujours due a
I’augmentation des protéines de I’inflammation, mais peut étre provoquée par d’autres
mecanismes :

Facteurs globulaires (anémie).
Hyperlipoprotéinemie.
Maladies rhumatismales.

La grossesse.

Par ailleurs, plusieurs facteurs vont faire varier la VS malgré I’existence d’un processus
inflammatoire comme des causes techniques (non verticalité du tube ; erreur de dilution,
allongement du temps de sédimentation), des facteurs globulaires (drépanocytose, polyglobulie),
ou consommation du fibrinogene...

PARTIE IV : CONCLUSION GENERALE




Les analyses médicales en hématologie sont des examens de laboratoire destinés a faciliter
lediagnostic médical, le traitement ou la prophylaxie des maladies humaines. Différents
typesd’analyses médicales sont actuellement réalisés dans le laboratoire, il s’agit des
analysessérologiques ou encore biochimiques. Les progres technologiques ont permisl’apparition
des automates de mesure permettantla réalisation d’une quantité importante d’analyses en un
temps limité.Ainsi que la réduction des erreurs causées par les dilutions manuelles et la lecture
optique ; de plus une parfaite reproductibilité des résultats. Le laboratoire d’analyses médicales de
CHP d’Ifrane doté de ce type d’appareils. Cependant des dosages classiques manuels sontencore
appliqués a 1’hopital.

Le stage que j’ai effectué au sein de laboratoire d’analyses médicales a été tres enrichissant, il m’a
permis tout de montrer mes capacités a s’intégrer dans un travail d’équipe, il m’a offert une vision
proche de la réalit¢ du monde de la santé. Ce stage m’a également permis d’améliorer mes
connaissances pratiques et de faire le lien entre la théorie acquise a la faculté et 1’application dans
le milieu professionnel. J’ai pris ainsi connaissance des protocoles expérimentaux pour la
réalisation des analyses ; mais aussi du matériel nécessaire pour la réalisation de ces analyses et de
I’interprétation des résultats.
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