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Présentation de la structure d’accueil

Le laboratoire international d’Analyses Biologiques et Médicales, est un établissement privé
localisé dans la ville de SIDI KACEM, sur une superficie de plus de 280 m?.

Le laboratoire est constitu¢ d’une salle d’attente, un grand comptoir d’accueil, 2 toilettes
séparées pour les patients et 2 toilettes séparées pour le personnel, 3 salle de prélevement dont
une salle est dédiée aux bébés et aux prelevements spéciaux (urétraux, mycologie, sperme...)
et 3 salles techniques séparées, un bureau de Médecin Biologiste, un bureau de secrétariat, un

dépot, une salle d’archivage et une laverie.

Le laboratoire réalise une gamme importante d’examens biologiques

Les différents examens réalisés au laboratoire

.. , _ Bactériologie
Biochimie Hématologie

Biochimie de routine - Etudes des cellules du ECBU, antibiogramme.

sang (NFS, réticulocytes)

Glycémie, cholestérol, urée Isolement, culture et
Aatini L’hémostase : TP, TCA ...
réatinin : e -
SRR Identification des bactéries
Biochimie spécialisée : Immuno-hématologie :
Vitamines, enzymes, acides- Groupages sanguin, test

aminés. coombs



Introduction générale

Depuis toujours, I’Homme a eu la curiosité de connaitre son état de santé et ’origine de ses

maux en faisant I’étude sur les liquides et les sécrétions de 1’organisme.

Actuellement, les analyses médicales sont des outils incontournables qui concourent au

diagnostic, au suivi et a la prévention des pathologies humaines.

Il existe tant des analyses médicales, on peut citer a titre d’exemple: les analyses

hématologiques, bactériologiques, sérologiques....

Dans ce travail, nous allons nous intéresser particulierement aux analyses hématologiques, qui
s’intéressent & 1’étude du sang et des pathologies associes (hémopathies) tels que les anémies,

les cancers (leucémies et lymphomes), les hémophilies et les problemes de coagulation.

Concernant les tests les plus utilisés pour le diagnostic ou le suivi des problémes

hématologiques, on cite I’hémogramme, c’est I’examen de base en hématologie cellulaire.

Les tests explorant les problémes d’hémostase servent essentiellement a I’identification des

sujets a risque de thrombose ou d’hémorragie.

La vitesse de sédimentation, c’est un examen important pour la détection d’une inflammation

ou d’une infection tels que la tuberculose ou I’infection urinaire.
Le groupage sanguin, joue un role primordial dans le cadre d’une transfusion sanguine.

Les tests de coombs direct et indirect, sont indispensables pour mettre en évidence une

anémie dite hémolytique ou pour la sécurité immunologique des transfusions.
Objectif du travalil

Ce stage effectué au Laboratoire International, a pour but de me familiariser avec les
méthodes et les techniques d’analyses réalisées en hématologie pour le diagnostic et le suivi

de certaines pathologies, et de Connaitre I’intérét clinique des paramétres mesures.



I- Rappels sur le sang

-1 Définition

Le sang est un tissu liquide qui circule dans les vaisseaux et irrigue les organes [1]. Il joue des
roles indispensables dans 1’organisme tels que le transport d’oxygene et des nutriments,
I’élimination des déchets ou encore la défense contre les agents pathogénes tels que les

bactéries et les virus....

Un adulte moyen est doté d’environ 5 litres de sang soit 8% de sa masse corporelle.

I-2 les constituants du sang

Le sang a I’eil nu, fraichement prélevé apparait totalement liquide. Il est en fait constitué de
deux composantes majeures [2], une partie liquide appelée plasma qui occupe 55% du volume
total du sang (VT), elle se présente sous forme d’un liquide jaunatre compose essentiellement

d’eau (90 %), protéines, anticorps, hormones, vitamines, et des sels minéraux.

La deuxiéme composante est un culot cellulaire constitué par les cellules sanguines, sont
appelées Eléments Figurés du Sang (EFS) en suspension dans le plasma [1]. lls représentent
45% du VT.

Nous pouvons distinguer, des cellules anucléées qui sont les globules rouges (GR) appelés
aussi hématies ou érythrocytes (cellules les plus abondantes des EFS) et les plaquettes (PLT)
appelées également thrombocytes, et des cellules nucléées qui sont les globules blancs
appelées également leucocytes, impliquées dans la défense immunitaire [3]. Ces derniers
représentent une population hétérogéne formée par cing catégories cellulaires a savoir les
polynucléaires neutrophiles (PNN), les polynucléaires éosinophiles (PNE), les polynucléaires

basophiles (PNB), les lymphocytes et les monocytes (figure 1).

< >

4«— Plasma
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=— Plagquettes et
globules blancs
(moins de 12%)

Globules rouges
(452%0)

Figure 1 : les composants du sang apres centrifugation [2]




Chaque type d’EFS a une fonction propre et des caractéristiques morphologiques différentes

[1] (tableau 1).

Tableau 1 : Aspect et caractéristiques des différentes cellules sanquines

@a . { W
b @oadd

Type Aspect Caractéristiques
Les globules rouges A »}%‘ Cellules dépourvus de noyau, de taille
| b ¢ } ? uniforme avec un diamétre moyen de 8um,
- ;3{ dont le cytoplasme est riche en

hémoglobine et dépourvus d’organites.
Ces cellules assurent le transport des

gaz respiratoires Oz et CO,,

Les polynucléaires

neutrophiles

Cellules arrondies de 12 a 15um de
diametre. Le noyau est polylobés et le
cytoplasme légerement acidophiles,
renferment des granulations trés fines.

Ils sont Responsables de la défense
contre les infections bactériennes et

autres processus inflammatoires.

Les polynucléaires

éosinophiles

Elles traitent en premier lieu les infections
parasitaires, peuvent augmenter au moment
des réactions allergiques. 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 des grosses

granulations violettes.

Les lymphocytes

Deuxieme cellules la plus importante apres
les neutrophiles son augmentation est le
plus souvent signe d’une infection en
particulier virale. Le noyau occupe la
quasi-totalité de la cellule et se caractérisent

par un cytoplasme réduit.




.Ce sont les cellules les plus volumineux du
Les monocytes sang, dont la fonction principale est la
phagocytose. (les monocytes se
transforment en macrophages dans les

tissus). Possedent un noyau encoché, un
cytoplasme gris-bleu et contient des

granulations.

Cellules anucléées en forme de disque,
Les plaquettes Nl oF interviennent dans la coagulation du sang,

. o . et I’arrét des hémorragies.

Les EFS jouent des rbles primordiaux pour I’organisme, ils permettent le maintien de
I’intégrité de 1’organisme a savoir I’oxygénation, la défense contre les agents pathogenes et la

prévention du risque hémorragique.

Les cellules sanguines sont fabriquées et renouvelées au cours d’un processus d’hématopoiese

qui se déroule dans la moelle osseuse (MO) (figure 2).

HEMATOPOIESE:
UNE CASCADE DE DIFFERENCIATION (1 )

Cellule soud\e\
hématopoiétique

Pr ogenlteur Progéniteur lymphoide

myéloide commun
commun
Mastocyte

Plaquettes Erythrocyte Polynucléaires Monocyte Lymphocyte B Lymphocyte T

Figure 2 : Schéma de I’hématopoiése




11- les différentes techniques d’analyse au laboratoire
d’hématologie

11-1 hématologie-cytologie

A-Hémogramme

I. Généralité

L’hémogramme appelé également la Numération Formule Sanguine (NFS), généralement
automatisé. C’est le premier examen biologique prescrit pour dépister, explorer et suivre des
hémopathies tant bénignes que malignes [4], il correspond a 1’étude quantitative et qualitative

des cellules du sang.

L’hémogramme constitue 1’expression des résultats de :

- I’énumération cellulaire sanguine ; GR, GB et PLT, accompagnée des parameétres permettant
de caractériser la population érythrocytaire a savoir I’hématocrite (Ht), le taux
d’hémoglobine (Hb), le Volume Globulaire Moyen (VGM), la Concentration
Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine (CCMH) et la Teneur Corpusculaire Moyenne
en Hémoglobine (TCMH). L’hémogramme permet également de déterminer la formule
leucocytaire, qui exprime le pourcentage relatif (et le nombre absolu) des différentes sous-

populations leucocytaires.

Une interprétation correcte de I’hémogramme permet d’orienter vers des pistes diagnostiques
et vers la prescription rationnelle d’examens complémentaires. Ces données doivent étre bien
entendues et intégrés au données de I’interrogatoire et avec 1’examen clinique ainsi qu’avec

les résultats biologiques.
1) Prélevement sanguin

Le prelevement se fait d’une maniére rigoureuse, il est toujours accompagné d’une fiche de
renseignement. Le prélévement est effectué sur du sang veineux (veine de pli de coude),
mais peut aussi étre réalisé au niveau du bout du doigt, du lobe de I’oreille ou du talon en
particulier chez les nourrissons. Ensuite le sang prélevé est recueilli dans un tube EDTA, un

chélateur du calcium qui bloque la coagulation et n’interfére pas les mesures effectuées. [5]



L’examen doit étre réalisé rapidement (<2 heures) apres le prélevement.
2) Appareil SYSMEX-XN 350

L’automate SYSMEX XN-350 permet d’effectuer la numération automatique globulaires
(GB, GR) et plaquettaire et le calcul des constantes ou des indices hématimétriques (VGM,
CCMH, TCMH) (figure 3).

Figure 3 : Pappareil SYSMEX XN-350

% Principe du SYSMEX XN-350

L’analyseur SYSMEX XN-350 s’appui sur les principes de cytométrie de flux et de
fluorescence des acides ribonucléiques cellulaires pour la détermination de la formule

N — /
\—J



sanguine. Apres lyse des GR, les cellules marquées sont injectées devant le faisceau laser ou
elles sont analysées selon leur volume, leur structure et leur fluorescence. Cette analyse
permet non seulement de séparer les cing populations des GB mais aussi elle permet de

détecter les cellules granuleuses immatures tels que les myélocytes et les métamyélocytes

*»» Réactifs utilisés

Tableau 2 : Réactifs utilisés par Pappareil SYSMEX XN-350

Réactif Role

SLS SULFLYSER Réactif sans cyanure destiné a la
détermination de 1’hémoglobine, il lyse les
érythrocytes et agit sur la globine pour

formé un complexe coloré stable.

CELLPACK Diluant sert a nettoyer 1’aiguille apres

’aspiration d’un échantillon.

CELLCLEAN cl 50 Un deétergeant alcalin puisant destiné a
supprimer les réactifs lytiques des résidus
cellulaires, et les protéines sanguines
restées dans les systemes de conduits des
analyseurs d’hématologie SYSMEX.

FLLUOROCELL WDF Permet de colorer les leucocytes des
échantillons  lysés, il  permet Ila
détermination de la formule leucocytaire de
cing population (PNN, PNE, PNB,

monocytes et lymphocytes).

LYSERCELL WDF Réactif lysogene




+ Exemple d’un hémogramme
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Figure 4 : Exemple d’un hémogramme normal [Femme]

Les valeurs physiologiques des parameétres mesurés par I’ NFS sont variables en fonction de

I’age (nouveau —né, enfant, adulte), du sexe et de I’origine ethnique [6]. Chez I’adulte, en

absence de pathologie, il n’y a pas de modifications physiologiques de I’hémogramme avec le

vieillissement.

I1- Etude des différents paramétres de I’hémogramme
1/ Numération globulaire
-GR: - Homme 4,5 45,8 .10°% mm®

- Femme 3,9 45,4. 10% mm®




On peut constater une augmentation du nombre des GR au cours des polyglobulies, des
hémoconcentrations (déshydratation, diurétiques). En revanche une diminution de ces cellules

est observée dans la majorité des anémies [1], des hémorragies ou lors des hémolyses.
- GB: pour les polynucléaires :

e PNN 1500 & 7500 /mm?®
e PNE 804400/ mm?
e PNBO04a100/mm?®

Pour les mononuclés :

e Les monocytes 100 & 700 / mm®
e les lymphocytes 1500 & 4000 / mm?®

On peut constater une augmentation du nombre des GB ou hyperleucocytose au cours des
infections, des inflammations, des leucémies et méme lors des syndromes myéloprolifératifs.
Par ailleurs une diminution de ces cellules (neutropénie et parfois lymphopénie) peut étre

constatée au cours des insuffisances ou d’aplasie médullaire [1].
- PLT: - 150 000 & 400000 / mm®

Une thrombocytose peut étre observée apreés une splénectomie ou lors des syndromes
myéloprolifératifs chroniques, tandis qu’une thrombopénie peut étre constatée au cours d’une
insuffisance de production de la MO ou au cours d’une destruction excessive des

thrombocytes (anticorps antiplaquettaire) [1].
2) le taux d’hémoglobine

L’hémoglobine (Hb) est une protéine riche en fer, dont la fonction principale est le transport

d’oxygene a tous les tissus de 1’organisme.

»  Adulte:
- Homme 13 a 16 g/100 ml
- Femme 11,75 a 15 g/100 ml

= Nouveau né :

13,5a 19 g/100 ml

= Enfant 12 al4 g/100 ml



- On peut constater une augmentation de taux d’Hb au cours de polyglobulie, d’hypoxie. En

revanche toute diminution du taux d’hémoglobine total est définie par une anémie.
3) L’hématocrite

L’hématocrite (Ht) correspond au volume occupé par les hématies par rapport au volume

sanguin total. Elle s’exprime en pourcentage (%).

»  Adulte : -Homme 40a54 %

-Femme 37247 %
= Nouveau-né 44264 %
= Enfant : 36 a 44 %

- L’augmentation de I’hématocrite est observée au cours des polyglobulies, des

déshydratations. Par ailleurs, une diminution est observée au cours des hémodilutions.
4) les constantes érythrocytaires
Les constantes érythrocytaires sont classées en deux catégories :

Les valeurs physiologiques qui sont le taux de GR, Ht et Hb, et les constantes érythrocytaires
a savoir VGM, TCMH et CCMH.

a/ VGM : il représente le volume moyen d’un globule rouge.

VGM (um?®) = Hématocrite (%) / Nombre d’hématies (10*%/1)

Chez I’adulte le VGM normale varie entre 85 a 95 um?’.
Selon la valeur de VGM on peut classer les anémies en :

= VGM =854 95 um?® : normocytose
= VGM <80 pm?®: microcytose
= VGM >100pm?® : macrocytose

b/ TCMH : c’est la quantité moyenne en Hb dans un GR.

TCMH (pg) = Hémoglobine g/dl x 10/ nombre d’hématies (10*%/1)

10



Le TCMH chez I’adulte varie entre 26 a 34 pg. Ce paramétre est considéré comme 1’un des

meilleurs indices d’un déficit de synthése de ’hémoglobine.
Le TCMH< a 26 pg traduit un état d’hypochromie.

¢/ CCMH : correspond a la concentration moyenne en Hb dans un GR. C’est aussi le poids en

gramme d’hémoglobine contenu dans 100 ml d’hématies.

CCMH (%) = Hémoglobine g/dl x 100/Hématocrite %

La valeur normale du CCMH varie entre 32 et 34 %.
La valeur de CCMH permet de conclure a :

= CCMH =32 a 34 % : normochromie
» CCMH<30% : hypochromie

La CCMH ne peut pas dépasser 34 %, donc il n’ya pas d’hyperchromie, car ce pourcentage

correspond a une saturation du globule rouge en hémoglobine.
5) La numération des réticulocytes

Ce parametre ne fait pas partie de I’hémogramme il doit faire 1’objet d’une demande

spécifique.

Le taux de réticulocyte reflete le taux de production médullaire au cours de I’érythropoiese et

donc le renouvellement érythrocytaire.

Le reticulocyte posséde des ribosomes et des mitochondries, mis en évidence et dénombrés
sur des frottis aprés une coloration au bleu de crésyl brillant. Un réseau de grains bleu violet a

I’intérieur de la cellule permet de les différencier des hématies. [7]

Le taux de réticulocyte définit le caractére régénératif ou arégénératif de I’anémie quand il est

respectivement supérieur ou inférieur & 120 000/mm?®.

11



B- Frottis sanguin

1- Principe

Le frottis sanguin a pour but d’observer et de dénombrer les cellules sanguines d’une goutte
de sang étalée sur une lame de verre d’un microscope et colorée par le May Grunwald Giemsa
(MGG). Cette technique permet de faire une étude morphologique des cellules du sang, de

repérer les anomalies cellulaires et la présence de certains parasites dans le sang.
2- Réalisation

2.1- confection de frottis sanguin

Lame Larmika Mise en contact lamelle / sang

Réalisation du frottis

Figure 5 : les différentes étapes de réalisation d’un frottis sanguin [8]

On dépose une goutte de sang sur une lame dégraissée, puis on place la lame rodée contre la
goutte du sang, par un mouvement regulier nous faisant glisser la lame rodée vers I’extrémité

de la lame dégraissée.
Apreés la preparation du frottis sanguin, il faut vérifier que I’étalement est bien fait [9] :

- Il ne doit étre ni trop mince, ni trop épais.
- Il ne doit pas présenter des stries verticales ou horizontales

- Il doit étre étalé uniformément

12



2.2- coloration au MGG

C’est la coloration de routine utilisée en hématologie pour étudier les frottis sanguins ou

médullaires.
% Composition [10]

Le colorant de May-Grunwald est une solution neutre d’éosine et de bleu de méthylene, ce qui
permet la fixation des éléments. Aprés 1’ajout de ce colorant, les noyaux sont colorés en bleu
pale, les cytoplasmes en bleu trés clair ou sont incolores, les granulations secondaires des
granulocytes en rouge clair pour la lignée neutrophile, en bleu foncée pour la lignée basophile

et en rouge orangé pour la lignée éosinophile. Les hématies sont colorées en beige rose.

Le colorant Giemsa est une combinaison d’éosine et de dérivés du bleu de méthylene dont
I’azur. 11 colore les noyaux en violet, les cytoplasmes en bleu plus au moins intense ou en rose
selon les cellules et les granulations primaires des granulocytes en rouge-pourpre intense

(granulations dites alors azurophiles).
3- lecture

La lecture se fait au faible grossissement (objectif x 10) afin de pouvoir déterminer la
répartition des cellules, la qualité de frottis et de la coloration. Si la répartition apparait
satisfaisante, on dépose une petite goutte d’huile a immersion sur la queue de 1’étalement,

puis on met on place 1’objectif x 100.

La répartition des cellules n’est pas parfaitement égale, les cellules les plus petites tels que les
lymphocytes se regroupent au centre du frottis, les plus volumineuses tels que les
polynucléaires et les monocytes, sont entrainés dans les franges et la queue. Les hématies
observées dans la zone d’épaisseur idéale, doivent étre étalées en couche monocellulaire, leurs

contours doivent étre réguliers et leur coloration rose (figure 6).
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Figure 6 : les différentes cellules d’un frottis sanguin normal [11]

L’examen microscopique du frottis sanguin permet d’étudier la morphologie des différentes

cellules sanguines.

Les GR sont dépourvus de noyau. Vue au microscope ressemblent a des disques rose plus

pale au centre.

Contrairement au GR les GB sont des cellules nucléées ce qui permet de les identifier

facilement selon la forme du noyau et le type des granulations.

Les PLT, sont des disquettes de petites tailles, aprées la coloration de Giemsa elles prennent

une couleur pourpre plus intense que les hématies.

- le frottis sanguin peut nous montrer des anomalies morphologiques qui peuvent toucher
les trois catégories des cellules sanguines. A 1’état normal les GR sont homogénes. Toute
variation signifie une anomalie [1], on peut observer des GR de taille variable
(anisocytose), de forme variable (poikyllocytose) ou de couleur variable (anisochromie).
le frottis peut révéler également des polynucléaires (surtout les PNN) dé granulés, hyper
ou hypo segmentés, comme il peut mettre en évidence des plaquettes anormales (géantes

ou vides).
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C- Vitesse de sédimentation (VS)

1- Principe

Par définition la vitesse de sédimentation est la vitesse a laquelle les globules rouges chutent
dans un tube de Westrgreen placé a la verticale [12]. La VS dépend du nombre des GR, la
viscosité du plasma liée en particulier a 1’augmentation du taux des protéines de
I’inflammation tels que le fibrinogéne et 1’haptoglobine, ou les immunoglobulines (favorisent

I’agrégation des GR)
2- Prélévement sanguin

Le sang prélevé est placé dans un tube citraté, a bouchon noir. Une homogénéisation par

retournements est demandée afin d’éviter la formation de caillot.
3-Réalisation de la VS

La VS peut étre mesurée de 2 méthodes ; méthode manuelle et méthode automatisée
3-1 Méthode manuelle

Le sang prélevé est aspiré dans le tube de Westrgreen jusqu’a repere zéro afin d’éviter toute
formation de bulle d’air, juste apres, on place le tube bien verticale sur son support, puis on
observe la sédimentation. La lecture se fait au bout d’une heure (1 h) ou méme de 2 heures

(n’a aucun intérét) (figure 7)

Figure 7 : Schéma explicatif du mode opératoire de VS
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3-2 Méthode automatisée

Le MIN-CUBE est un instrument automatique concu pour mesurer la VS des GR, les résultats

seront affichés au bout de 20 minutes (figure 8).

MiINNICuSeE

@O@@

il

OO@

Figure 8 : L’appareil MINI-CUBE

4- Interprétations

La VS apres 1 heure est normalement inférieur a 10 mm chez I’homme et a 20 chez la femme.
Chez les sujets de plus de 50 ans, les valeurs normales peuvent atteindre 20 et 30 mm
respectivement chez ’homme et la femme, et peut méme atteindre 40 a 50 mm chez les

personnes agees.
* Variations physiopathologiques

L’¢lévation de la VS a été reconnue longtemps comme un signe de 1’inflammation, comme
elle peut augmenter également au cours des infections, des maladies rhumatismales, ou lors
des anémies hémolytiques.... En revanche une diminution est observée au cours des

polyglobulies ou lors des hyperviscosités.
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Il -2 HEMOSTASE

1- Définition

L’hémostase est I’ensemble des mécanismes mis en jeu pour colmater une breche vasculaire
afin d’arréter des hémorragies en cas de blessure, de choc thermique ou d’intervention
chirurgicale (Figure 9). Elle regroupe 1’hémostase primaire, 1’hémostase secondaire et la

fibrinolyse.

Hémostase primaire ; elle dure 3 a 5 min et correspond a la premiére étape de 1’hémostase

aboutissant a la formation d’un caillot ou d’un clou plaquettaire.

Hémostase secondaire ; appelée également la coagulation, elle dure de 5 & 10 min, c’est la

transformation du clou plaquettaire en un véritable caillot de fibrine: caillot fibrino -

plaquettaire insoluble (figure 9).

On peut schématiquement diviser la cascade de réactions de la coagulation en 3 étapes.

Cellules =—*
endothéliales
lésées

Complexe
prothrombinase

=
Cat+ Phospholipides |

membranaires

=l em L

“activé par la thrombine

Figure 9 : Les étapes d’activation de la coagulation [13]
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- La génération de la prothrombinase par I’aboutissement de 2 voies différentes de la

coagulation appelées extrinseque et intrinséque.

- La formation de thrombine ou la transformation de la prothrombine en thrombine par le

complexe prothrombinase.
- La formation de fibrine ou la transformation du fibrinogene en fibrine.

Fibrinolyse ; elle dure 48 h a 72 h et permet de dissoudre le caillot de fibrine et le retour de la

circulation a la normale.

¢

Bréche vasculaire
.8
o«
F 4

- _ Hémostase primaire

Thrombus plaquerttaire

[Coag-latio-|

Thrombus fibrino-plaquettaire

@ Arrét du saignement
Fibrinolyse

Dissolution du caillot
Reperméabilisation du vaisseau

Figure 10 : les trois étapes de d’hémostase

2- Prelevement sanguin

Le prélévement est réalisé par ponction veineuse chez un sujet a jeun, ensuite le sang prélevé

est recueilli dans un tube citraté, a bouchon bleu.
3- Appareil Start Max

Le Start Max est un analyseur semi-automatique, permettant la réalisation des tests explorant
I’hémostase. (Figure 11).
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11 : L ’automate Start Max

4- Les tests explorant la coagulation

Les tests explorant I’hémostase Il permettent de mesurer la capacité du sang a se coaguler
toute en mesurant le temps nécessaire a la coagulation, ils sont utilisés pour le diagnostic
étiologique d’un syndrome hémorragique, ou pour évaluer le risque hémorragique avant une
intervention chirurgicale [6]. Comme ils permettent de surveiller 1’état des personnes

consommant des médicaments qui affectent la capacité de coagulation.

Avant toute réalisation, un interrogatoire du patient est nécessaire afin de savoir s’il a
consommé des drogues qui peuvent fausser les résultats du test tels que I’aspirine ou les

corticoides...

4-1 Le temps de céphaline activée (TCA)

¢ Principe [14], [15]

Appelé aussi TCK quand I’activateur utilisé est le kaolin. Le test explore la voie endogéne
(facteurs VIII, 1X, X1 et XII) et la voie finale commune (facteurs I, I, V et X). Il correspond
au temps de coagulation d’un plasma déplaquetté, décalcifié et recalcifié en présence de
céphaline et d’un activateur des facteurs.

Les résultats de TCA sont exprimés en secondes.
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% Réactifs utilises

- CaCl, (0,025 M)

- CK press-00598

s Mode opératoire

- Remplir les godets par les billes

- Mettre 50 pl du plasma (t¢émoin, malade ou contréle) + 50 pl de CK press
- Incubation pendant 3 minutes

- Mettre 50 pl de CaCl; et en déclenche le chronométre en méme temps.

» Valeurs de références

La valeur de référence dépend des réactifs utilisés, elle varie généralement de 30 a 40

secondes. Dans le Laboratoire d’accueil la normale varie entre 30 a 33 secondes.

On considere que le TCA est anormale lorsque le rapport temps du malade / temps de témoin

est supérieur a 1,2, ou s’il dépasse 6 a 8 secondes celui du témoin.
L’allongement de TCA peut révéler [6] :

- Une anomalie & risque hemorragique, déficit en facteur anti-hémophilique A (Facteur
V).

- Un déficit asymptomatique, ne prédisposant pas a I’hémorragie (déficit en facteur XI1).

Le TCA n’explore pas les plaquettes et donc n’est pas modifié en cas de thrombopénie ou

thrombopathie.

3-2 Taux de prothrombine (TP) ou temps de Quick (TQ)

Le TQ correspond au temps qu’un plasma déplaquetté auquel on a ajouté la thromboplastine

(extrait tissulaire) et le calcium.

Ce test permet d’explorer la voie exogene et la voie finale commune, il permet d’évaluer
plus précisément 1’efficacité de la coagulation faisant intervenir plusieurs facteurs (facteurs

VI, V, X, 1l et le fibrinogene (facteur 1).

Le TQ est normalement exprimé en secondes, mais peut aussi étre exprimé en % par rapport

a un témoin : c’est le temps de prothrombine.
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Le TQ est exprimé par I’INR chez les patients sous AVK (anti-vitamine K). 1l se calcul par le
rapport TQ du patient et le TQ de témoin en prenant en compte de I’Indice de Sensibilité
Internationale de la thromboplastine humaine (ISI). Cet examen permet une interprétation
plus aisée et plus fiable que le TQ, il sera systématiquement prescrit dans les 24 heures avant

une intervention chirurgicale chez un patient sous AVK.

INR = (Temps du malade / Temps du témoin) '

ISI = Indice de Sensibilité International

% Reéactifs utilisés
Néoplastine-RE 00375

% Mode opératoire
- Remplir les godets par les billes
- Mettre 50 pl du plasma (témoin, malade ou contréle)
- Incubation : initier I’incubation en appuyant sur le bouton déclencher. (Incubation 60
secondes).

- Mettre 100 pl de néoplastine et en déclenchant au méme temps.

+» Valeurs de références

Le taux de prothrombine normal varie entre 70 et 100 %

INR=1

Un taux supérieur a 100 % n’a pas de signification pathologiques et il est considéré comme
normal, en revanche un taux inférieur a 70 % est considéré comme pathologique, et peut étre
le résultat d’un déficit en facteurs (Il, V, VII, X), d’une atteinte hépatique sévere, d’un
traitement anti coagulant par les antis vitamines k, ou de la présence d’anticoagulants

circulants tels que antis 11, V, VII, X ou I’antiprothrombinase.
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I1-3 Immuno-hématologie

L’immuno-hématologie, correspond a 1’étude des propriétés antigéniques du sang ainsi que
les réactions immunologiques correspondantes telles que le groupage sanguin, la recherche

des anticorps anti-érythrocytaires et le test coombs.
% Prélevement sanguin

Le préléevement est réalisé sur sang veineux, ensuite le sang prélevé est placé dans un tube a

bouchant noir contenant du citrate de sodium.

A- Groupage ABO-Rhésus

Un groupe sanguin est une classification de sang reposant sur la présence ou 1’absence de
substance antigénique a la surface des érythrocytes, en effet les hématies comportent une
vingtaine de systeme mais les plus importants pour la transfusion sont les systemes ABO et

Rh. Les personnes qui présentent le méme antigéne appartiennent au méme groupe sanguin.
l. Le groupe ABO

Les groupes ABO se définissent a la fois par les antigénes (Ag) présents sur I’hématie (A et
B) et par les anticorps (AC) naturels réguliers (anti A et anti B) qui sont toujours présents

dans le sérum chez tout les individus lorsque I’antigéne correspondant est absent.

Tableau 3 : les différents antigénes et anticorps du systéme ABO

Groupe A Groupe B | Groupe AB Groupe O
’
Globule
Rouge
> 4 > i
)Q |/¢I\ /\Q' = /\§\“ 41\ /\Ql ¢I\
Anticorps V& . A - /N —
-%x =% 4 . o i
Anti-B Anti-A Aucun Anti-A et Anti-B
ige *T
Antigene Antigéne A Antigéne B JAntigéne A et B| Pas d'antigéne
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< La détermination du groupe ABO

C’est un examen prescrit dont le but est de déterminer le groupe sanguin d’une personne. Il
est principalement utilis¢ dans le cadre d’une transfusion sanguine ou d’un don de sang, et
chez la femme enceinte pour déterminer le risque d’avoir une incompatibilité Rhésus entre la

mere et le feetus. Ce groupe sanguin est déterminé par deux techniques différentes :
- Epreuve globulaire (Beth-Vincent)

Il permet I’identification des Ag globulaires a I’aide d’anticorps connus (sérum tests)
(figure 12).

- Epreuve plasmatique (Simonin-Michon)

Il sert a I’identification d’AC naturels gréce a des Ag connus (hématies tests). (Figure 12).

test les globules test le sérum
utilisation sérum test : utilisation globules test

| Anti-A | | Anti-B || Anti-A+B {i A1 A2

"YY LT IK
20200 -
O3B HH@ -

*P>>2000

IFSILANNION 102010

Figure 12 : Epreuve de Beth-vincent et de Simonin
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Il. Le groupe Rhésus

Le groupe Rhésus est un systeme complexe qui comprend plusieurs antigenes. Seuls 5

d’entre eux présentent un intérét clinique en médecine transfusionnelle D, E, e, C, c.

Le gene RHD détermine ’expression d’une protéine exprimant I’Ag D. La présence
d’antigéne ‘D’ définit le groupe Rhésus positif (Rh+) et son absence définit le groupe
Rhésus négatif (Rh-).

Les anticorps correspondant a I’antigéne D n’existent pas d’une fagon naturelle, or ils
peuvent apparaitre apres une allo-immunisation lors d’une transfusion sanguine ou d’une

grossesse incompatible.

L’Ag D est mis en place a I’aide de sérum test Anti-D.

e Heématies+ AntiD ——» agglutination + ——» Rh+

e Heématies+AntiD —» agglutination- ——» Rh -

% Reéalisation pratique du groupage

La détermination du groupe sanguin, se fait de deux fagons, sur plaque (figure 13) ou sur

cassette (figure 15).

- Sur Plague :

Figure 13 : La plague du groupage sanguin
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- Réactifs utilisés

Les Réactifs utilisés sont les anticorps : Anti-A, Anti-B et Anti Rhésus. (Figure 13).

NTLD (RH1) TOT
| (o

Figure 14 : Les réactifs du groupage ABO-Rhésus

On dépose sur chaque Puits de la plaque une goutte de chacun des 3 sérums anti (A-B-D),
puis on ajoute sur chacune de ces gouttes une goutte de sang a déterminer, on mélange les

gouttes a I’aide des cure- dent et on observe I’agglutination.

- Sur cassette : technigue de Scan Gel

Cette technique consiste a déposé une suspension de GR dans la cupule (contient déja le gel
imprégné de réactif spécifique de 1’antigéne érythrocytaire a déterminer), puis on centrifuge la

cassette (figure 15).

(RH1)

', ¥
(ABO2) (ABO3)
manocional

DVI+| ctl | DAT

E00S 606

Figurel5 : Cassette du groupage sanguin
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Les GR non agglutinés sont collectés au fond de micro tube, en revanche les agglutinats sont
retenus dans la hauteur de Gel en fonction de leur taille.

Lorsque le test de Beth-Vincent sur la plaque donne un résultat de Rh-, le test est confirmé

par la technique sur plaque parce qu’elle est plus fiable.
B. Test coombs

Le test coombs appelé aussi test a ’anti globuline, ¢’est un examen de laboratoire qui permet
de mettre en évidence des anticorps anti-érythrocytaires et il peut étre de deux types : test

coombs direct et test coombs indirect.
a) Test Coombs direct (TCD)

C’est un test qui permet la détection des anticorps anti- €rythrocytaires qui se trouvent a la
surface des GR et susceptibles d’entrainer leur destruction. Cet examen est utile dans la
recherche de diagnostic d’une anémie hémolytique auto-immune (AHAI), anémie

hémolytique chez le nouveau né (AHNN) ou des incompatibilités transfusionnelles.
b) Test Coombs indirect (TCI)

La recherche d’anticorps irréguliers (RAI) est un examen qui permet de mettre en évidence et
d’identifier la spécificité d’anticorps anti-érythrocytaires présents dans le sérum d’un malade
pour prévenir un choc transfusionnel ou chez une femme enceinte en vue de détecter une
incompatibilité foeto-maternelle. Les anticorps recherchés ne sont pas des auto-anticorps
puisqu’ils ne reconnaissent pas les GR de sujet, mais des ‘allo-anticorps’, résultant d’une allo-

immunisation [16].
% Prélevement sanguin

Le prélévement est réalisé sur sang veineux, puis le sang prélevé est placé dans un tube a
bouchon rouge qui ne contient aucun anticoagulant, le sang va donc pouvoir coaguler dans le
tube.

s+ Matériel

Le matériel utilisé est commun pour les deux tests : les cartes gel de test coombs (figure 16)
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Figure 16 : Les cassettes de test coombs

* Mode d’analyse
- Test direct a ’anti-globuline

Le test direct a I’anti globuline, il est appelé direct car les érythrocytes du patient sont
directement mis en contact avec des anti-globulines artificielles (anti-globulines du lapin) en
une seule réaction. Ces anti-globulines ont la capacité de se fixer sur les anticorps humain. Si
les conditions expérimentales le permettent il y’aura formation d’agglutinats. Il s’agit donc

d’une réaction d’agglutination artificielle entre Ag-AC (figure 17).
- Test indirect a I’anti-globuline

Le test indirect a I’anti globuline, c’est un examen qui consiste a faire réagir un sérum (ou un
plasma) inconnu sur un certains nombre de GR tests c’est a dire dont les divers groupes
sanguins connus. Ce test de coombs est dit indirect vu qu’il comprend deux phases. Au cours
de la premiére le sang du patient est centrifugé pour pouvoir récupérer le sérum, ce dernier est

mis en contact avec les hématies d’un donneur sain, (phase sensibilisation).

La deuxiéme phase elle est la méme que celle du test direct (des lavages sont réalisés et le
sérum est mis en solution avec les antis globulines, (phase de révélation) (figure 17).
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Antigéne ala
surface du
globule rouge

Anticorps

Y humain
anti-
érythrocytaire

Antiglobuline
Y (AGH, Réactif
de Coombs)

Globules rouges sensibilisés (GRS), chez Ajout de I'antiglobuline Agglutination : Ponts formés par
un patient ayant une anémie hémolytique aux GRS lavés. |'antiglobuline fixée aux anticorps
immunologique. Anticorps humains fixés humains.

aux antigenes des globules.

Pantiglobuline

4
\ Réaction positive

Anticorps d’un sérum Incubation des globules Complexes antigéne-anticorps Ajout de I’AGH Agglutination car les

humain reconnaissant dans le sérum humain. ala surface des globules (GRS) aprés lavage globules rouges sont
un antigene des GRS. sensibilisés.

érythrocytaire,

Figure 17 : Test direct et indirect a Panti-globuline
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La présence de ces anticorps peut étre due a des transfusions antérieures, des grossesses
antérieures, ou d’une auto-immunisation due a un déréglement du systeme immunitaire peut
provoquer lors de transfusion des produits sanguins une inefficacité de la transfusion

(destruction des GR) qui peut avoir des conséquences clinique graves (choc transfusionnel).
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Conclusion

L’hématologie est une specialité médicale qui s’occupe de 1’étude du sang et des

pathologies associées.

Le laboratoire d’hématologie joue un role important dans le diagnostic et le suivi
des maladies associées au sang « le sang est un ordinateur transmettant les

messages, un mémoire ou se refletent les maladies de nos visceres ».

Les renseignements recueillis par 1’étude du sang guident le clinicien dans le
diagnostic des maladies et leur traitement, car le sang reflete 1’¢tat des organes.
Il nous permet aussi d’avoir des précisions sur la prédisposition a certaines

maladies.
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