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Résumé :

L’anémie est définie par la baisse du taux d’hémoglobine au dessous de la valeur
normale, variable selon 1’age et le sexe. L’anémie est le résultat d’un déséquilibre entre la
production et la destruction des hématies. 1l est indispensable de la corriger de la maniére la plus
efficace possible aprés avoir fait le diagnostic étiologique précis. Ce dernier est base sur : les
données cliniques, I’hémogramme, le taux de réticulocytes, I’étude de la morphologie
érythrocytaire sur frottis sanguin réalisée par un(e) spécialiste et d’autres examens
complémentaires (fer sérique, ferritine, Vitamine B12, Vitamine B6, électrophorése
d’hémoglobine et autres), vont permettre aux cliniciens de s’orienter, diagnostiquer et prendre
en charge les différentes étiologies selon le type d’anémies.

Dans ce travail nous concluons que le frottis sanguin est un examen d’orientation dont

fait partie des examens pratiqués pour I’exploration d’une anémie.

Mots clés : anémie, hémogramme, frottis sanguin, ferritine, diagnostic étiologique.

Summary:

Anaemia is defined by lower variable haemoglobin below the normal value, by age and
sex. Anaemia is the result of an imbalance between the production and destruction of red blood
cells. It is essential to correct the most efficient manner possible after the specific etiologic
diagnosis. The latter is based on: clinical data, the complete blood count as the reticulocyte, the
study of erythrocyte morphology on blood smear performed by a (e) specialist and other tests
(serum iron, ferritin, vitamin B 12 , Vitamin B6, haemoglobin electrophoresis and others), will
allow clinicians to move, diagnose and manage various etiologies depending on the type of
anaemia.

In this work we conclude that the blood smear is a test of orientation which is part of the

examinations for the Exploration of anemia.

Keywords: Anaemia, hemogram, blood smear, ferritin, etiological diagnosis.
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Introduction

Depuis la plus haute antiquité, le sang et son rapport a la vie en attiré I’attention des hommes
et des médecins. La révolution scientifique du XVI1I° siécle et la description par Harvey de la

circulation sanguine.

Trois événements majeurs concourent a batir le paradigme contemporain du sang: la théorie
cellulaire de Virchow, le début de la biologie expérimentale avec Claude Bernard et le transfert du

questionnement de la clinique au laboratoire qu’illustre Louis Pasteur [13].

Depuis longtemps I’analyse morphologique reste, avec la corrélation anatomoclinique, le seul
moyen d’investigation. Il faut attendre le développement de 1’enzymologie, de la biochimie des
macromoléculaires puis de I’immunologie, des techniques d’automatisation, de culture de cellules
et finalement d e la biologie moléculaire pour que des réponses biologiques puissent étre apportées.
D’emblée I’hématologie s’affirme comme une discipline clinico-biologique, inconcevable sans le
laboratoire [13].

L’anémie est diagnostiquée et traitée par le médecin de premier recours dans plus de 80%
des cas, c’est pourquoi il doit étre capable de reconnaitre les différents cas d’anémie au moyen de

tests simples [28].

L’incidence de 1’anémie dans la population générale est d’environ 1.5%, avec un taux de
prévalence chez la personne agée de 2.9 pour les hommes et 3.3 pour les femmes. L’anémie
carentielle en fer est de loin la plus fréquente avec plus de 1,5 milliards d’étre humains dans le
monde [28].

En pratique, plus de 80 % des cas d’anémie sont diagnostiqués et traités par le médecin de
ville. C’est pourquoi la démarche diagnostique doit étre fondée sur des éléments simples, car la
prévalence de I’anémie dans la population générale est de 15 % environ. L’anémie par carence

martiale est de loin la plus fréguente [8].

L’anémie est définie par une diminution d’un des principaux marqueurs caractérisant les
globules rouges. Dans la pratique, seul le taux d’hémoglobine est important, car il est le reflet de
I’oxygene apporté aux tissus. L’anémie se définit par une diminution du taux d’Hb: chez ’homme

adulte : Hb <130 g/L, chez la femme adulte Hb < 120 g/L [28].

-
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Comme dans toute démarche diagnostique, 1’orientation étiologique d’une anémie repose sur
une bonne anamnése, un examen clinique soigneux et une lecture rationnelle de I’hémogramme ; le
nombre de réticulocytes et I’examen approfondi du frottis sont les paramétres de base
indispensables. Quelques examens complémentaire tels que la ferritine, le dosage de la VB12 et le

bilan de I’hémolyse permettant d’avancer rapidement dans le diagnostic [8 et 28].

Le frottis sanguin est 1’examen complémentaire dans le diagnostic des anémies, sa
confection est assurée par un biologiste et sa lecture faite par un hématologue ou cytologiste.

Dans ce travail, nous intéressant a I’examen morphologique du frottis et leur apport positif a
orienter les cliniciens pour porter un pronostic et établir un diagnostic et guider la prise en charge
thérapeutique.

-
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I1.- Hématopoiése
1.- Définition

C’est I’ensemble de processus conduisant a la libération dans le sang des cellules
circulantes. Ces derniere dérivent de cellules au pouvoir d’auto-renouvellement et différenciation,

appelées cellules souches hématopoiétiques [2].
1.1.- Localisation

Avant la naissance, I’hématopoi¢se se situe dans le sac vitellin, puis dans le foie
et la rate (3° mois de la vie), avant de gagner progressivement la moelle osseuse,

(10° semaine de grossesse) [2] [Fig. 1].

Les cellules souches se différencient en progéniteurs qui eux-mémes subiront trois processus
de différenciation : I’érythropoiése; la leucopoiése comprenant la granulopoiése et la

thrombocytopoiese [14].

CS lymphoide

©

cellule dendritique
monocyte

neutrophile

plaquettes

Y & érythrocytes

@ gosinophile
@ basophile

sang

Progéniteurs Cellules matures

Figure 1 : Les différents compartiments de la moelle osseuse hématopoiétique [17].
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2.- Erythropoiese

Processus permettant la fabrication et la production des érythrocytes (globules rouges) dans
la moelle osseuse rouge a partir de cellules souches hématopoiétiques totipotentes, sous la
dépendance de I'érythropoiétine. L'érythropoiése dure environ 5 jours, mais en cas de stimulation
par I'érythropoiétine, sa durée ne dépasse pas 2 jours [14].

La formation du globule rouge, ou érythropoi¢se, s’effectue dans les tissus
hématopoiétiques, ou sont synthétisées toutes les protéines qu’il contient (ex.: hémoglobine,

enzymes, protéines membranaires) pendant la période de maturation [6].
2.1.- Origine de I’érythropoiése

L'érythropoiése débute par une cellule souche pluripotente de la moelle osseuse (CFU:
colonie forming unit) et aboutit & des millions de cellules souches matures (production de 2 500 000

hématies par seconde) [16].
2.1.1.- Cinétique de I’érythropoiése

« un pool de géniteurs totipotents, puis pluripotents.

o le proérythroblaste : cellule arrondie mesurant 20 a 30 um de diamétre, le noyau est gros et
rond, le cytoplasme est riche en ARN (basophile).

« I'érythroblaste basophile I : il a une taille de 15 a 18 um, sa chromatine se condense alors que le
cytoplasme reste basophile.

o ['érythroblaste basophile II.

o I'érythroblaste polychromatophile I : le cytoplasme devient gris, 'ARN (bleu) se mélangeant
a I'némoglobine nouvellement synthétisée (rouge).

o ['érythroblaste polychromatophile.

o I'érythroblaste acidophile : sa taille a diminué (10 um), le noyau est petit, rond et dense, le
cytoplasme, riche en hémoglobine a quasiment la couleur d'un globule rouge.

o leréticulocyte : il correspond a un érythroblaste qui a expulsé son noyau.

o ['érythrocyte (ou hématie) du sang circulant [16] [Fig. 2].

Les hématies ont une durée de vie moyenne de 120 jours, une. La cinétique de

I’érythropoiése est étudiée par cytologie et histologie (compartiment de multiplication et de
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maturation), par méthodes isotopiques (cinétique du fer59) et par cultures des progeniteurs
érythroides (BFU-e et CFU-e) [17].

CFU-mix

\3\

BFU-E

CFU-E

( prodrythroblastes

érythroblnstes besophiles |

drythroblastes basophiles IT

érythroblastes polychromatophiles

érythroblastes acidophiles

k réticulecytes o —-—-—4

Hématies o  /

Figure 2 : La cinétique de I’érythropoiése [17].
3.- Régulation de I’érythropoiése

Parmi les ¢éléments nécessaires a I’érythropoiese on citera surtout le fer, les folates,
la vitamine B12 et les androgénes. Parmi les facteurs de croissance hématopoiétiques on a
vu le role de facteurs non spécifiques qui interviennent surtout aux stades initiaux : IL3,
GM-CSF, 1IL9 et IL11.L’érythropoiétine est le facteur de croissance majeur de
I’érythropoicse.
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3.1.- Erythropoiétine (EPO)

Elle est synthétisée par le rein et par le foie feetal. C'est une hormone de nature
glycoprotéique fortement glycosylée (40 %). L'érythropoiétine circulante comporte 165 acides
aminés. Son poids moléculaire est de 30400 daltons. Sa synthese est codée par un gene unique
localisé sur le bras long du chromosome 7. L'érythropoiétine est synthétisée par les cellules
endothéliales des capillaires juxta tubulaires du rein. Cette synthese est régulée par le niveau de
I'oxygénation rénale. Sa demi-vie est de 5 heures. Les taux plasmatiques moyens sont de 5 a 30
(Ul /) quelque soit 1’age, et le sexe. Les dosages d'érythropoiétine sérique sont réalisés a l'aide
d'anticorps monoclonaux, par des techniques radio-immunologiques ou par des techniques
d'ELISA. L'érythropoiétine agit en se fixant sur des récepteurs spécifiques. Lors de cette fixation,

I'érythropoiétine est consommée [17] [Fig. 3].

Hormones acteurs exogénes
BFU-E C undrogénze.s
CFU-E

proérythroblastes
wwwwwwwwwwwww fer
—p synthése Hb

érythroblastes basophiles T vitamine B6

érythroblastes basophiles IT

érythroblastes polychromatophiles vitamine B9

—p synthése ADN

vitamine B12
érythroblastes acidophiles

réticulocytes

000000 ®

Hématies

Figure 3 : Régulation de I’érythropoiése [17].
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I11.- Sang et globule rouge
1.- Sang

Le sang est un tissu conjonctif fluide vital qui circule continuellement dans les vaisseaux
sanguins et le cceur. Ce liquide sert a diffuser le dioxygene (O;) et les éléments nutritifs nécessaires
aux processus vitaux de tous les tissus du corps, et a transporter les déchets tels que le dioxyde de
carbone (CO,) ou les déchets azotés vers les sites d’élimination (reins, poumons, foie, intestins). Il
sert également a amener aux tissus les cellules et les molécules du systeme immunitaire, et a

diffuser les hormones dans tout 1I’organisme [5].
2.- Globule rouge

Les hématies sont des cellules dépourvues de noyau, issues des érythroblastes médullaires
(«bébés » globules rouges) dont le réle le plus important est d'assurer le transport de I'oxygene des

poumons vers les tissus [6].
2.1.- Définition

Les globules rouges correspondent a des cellules se présentant sous la forme de lentilles

creuses des deux cotés (biconcaves), d'un diamétre de 7 a 8 micrometres [6].

7,5 micrométr/e;’

Globule rouge mature (hématie)
vu de dessus

:t: 2 micrometres

Copyright Dr Richard Martzolff-Encyclopédie médicale Vulgaris

Figure 5 : Globule rouge mature [6].


http://fr.wikipedia.org/wiki/Vaisseaux_sanguins
http://fr.wikipedia.org/wiki/Vaisseaux_sanguins
http://fr.wikipedia.org/wiki/C%C5%93ur
http://fr.wikipedia.org/wiki/Liquide
http://fr.wikipedia.org/wiki/Dioxyg%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Nutriment
http://fr.wikipedia.org/wiki/Dioxyde_de_carbone
http://fr.wikipedia.org/wiki/Dioxyde_de_carbone
http://fr.wikipedia.org/wiki/Catabolisme
http://fr.wikipedia.org/wiki/Syst%C3%A8me_immunitaire
http://fr.wikipedia.org/wiki/Hormones
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3.- Anomalies des érythrocytes
3.1.- Anomalies de taille, de couleur, de forme
Taille

B Anisocytose
» Les hématies peuvent apparaitre de plus grande taille. La présence des réticulocytes
peut en etre la cause
B Macrocytose
» Heématies de grande taille 8um ou plus de diametre
B Microcytose
» Globules rouges dont le diametre est diminué

» Présents dans les anémies hypochromes

Couleur

B Polychromatophilie
* Présence d’érythrocytes basophiles(perte du noyau avant hémoglobinisation
apparaissent bleus) et polychromatophiles (perte du noyau a un stade ultérieur)
B Hypochromie
» Globule présente une teinte plus claire que normalement au MGG
B Anisochromie

* M:¢élange de cellules d’intensité de coloration variable

Forme

Poikilocytose, Echinocyte, Discocyte et Echinocyte, Acanthocyte, Stomatocyte,
Elliptocyte, Schizocyte, Dacryocyte, Leptocyte, Drépanocyte, Codocyte, Cupules, Annulocyte,

Rouleaux.

Inclusions

- Ponctuations basophiles- Corps de Howell Jolly- Corps de Pappenheimer- Anneaux de Cabot On
note Autres anomalies - Hématies parasitées (plasmodium vivax ou falciparum)- Rouleaux-

formation_. Agglutinines froides [7].
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4.- Hémoglobine

L’'hémoglobine est une macromolécule de nature protéique présente dans les globules
rouges et a pour role le transporter I'oxygéne des poumons vers les tissus du corps et le gaz

carbonique des tissus vers les poumons.

L’hémoglobine est composée de quatre molécules de protéines, appelées globulines, qui sont

reliées entre elles.

La molécule d’hémoglobine adulte normale (HBG) est composée de deux chaines alpha-
globulines et deux chaines béta-globulines.

Chez les feetus et les nourrissons, les chaines béta ne sont pas présentes, la molécule
d’hémoglobine est constituée de deux chaines alpha et de deux chaines gamma. Pendant la
croissance de I’enfant, les chalnes gamma sont progressivement remplacées par des chaines béta,
formant ainsi la structure d'hémoglobine adulte.Chaque chaine de globulines contient une
importante structure centrale appelée d’héme. Cette molécule 1’heme contient du fer qui est dans
le transport de I'oxygéne et dudioxyde de carbone dans le sang. Le fer contenu dans

I'hnémoglobine est également responsable de la couleur rouge caractéristique du sang.

L'hémoglobine joue également un réle important dans le maintien de la forme des globules
rouges. Il est généralement mesuré en tant que partie intégrante de la formule sanguine. Il existe
plusieurs méthodes de mesure de I'hémoglobine, dont la plupart sont faites aujourd’hui par des
machines spécialement congues pour effectuer les tests sanguins. Dans la machine, les globules
rouges sont décomposés afin d’obtenir de 1'hémoglobine en solution. L'hémoglobine libre est
mélangée a une substance chimique contenant du cyanure qui se lie alors fermement avec sa
molécule pour former ce qu’on appelle « la cyanométhémoglobine ». La quantité d’hémoglobine
peut étre déterminée par I’intermédiaire d’une lumiére projetée a travers la solution et de la mesure
de la quantité de lumiére absorbée par la molécule (en particulier sur une longueur d’onde de 540

nanometres).

-
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Hemoglobine

chaine c

globule rouge

chaine B

polypeptide en
forme d’ helice

Figure 6 : Schématisation de I'hémoglobine. L'héme est une molécule composée de fer[8].

4.1.- Valeurs normales d’hémoglobine

Le taux d’hémoglobine est exprimé en grammes par decilitre (g/dl).

Le taux normal d’hémoglobine dépend de I'dge et, a partir de I'adolescence, du sexe de la

personne. Les valeurs normales sont les suivantes :

o Nouveau-né: 17 a 22 g/dI
e Bébé d’une semaine : 15 a 20 g/dI
e Bébé d’un mois : 11 a 15 g/dI
o Enfant:11a13 g/dl
e Adulte homme : 14 a 18 g/dl
e Adulte femme : 12 a 16 g/dI
e Homme d'age mar : de 12,4 a 14,9 g/dI
o Femme d'd4ge mar : de 11,7 a 13,8 g/dI [9].
Toutes ces valeurs peuvent varier Iégerement selon les laboratoires. Certains laboratoires ne

font pas de distinction entre les valeurs d’hémoglobine des adultes et des personnes d’age mur.

4.2.- Taux/valeur d’hémoglobine faible

Un faible taux d'hémoglobine est appelé « anémie », qui est une diminution du nombre de

globules rouges dans le sang. Voici quelques causes courantes qui peuvent entrainer 1’anémie :

o Perte de sang (blessure traumatique, chirurgie, saignements, cancer du c6lon, ulcere de
[’estomac)

o Carence nutritionnelle (Fer, Vitamine B;,, Acide folique)

o Problémes de moelle osseuse (remplacement de la moelle osseuse a cause d’un cancer)



http://vitamineb12.fr/
http://acidefolique.info/
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e Suppression par les médicaments de chimiothérapie
« Insuffisance rénale

o Une structure anormale de 1’Hb suite & une drépanocytose ou a une thalassémie [9].
4.3.- Taux/valeur d’hémoglobine élevée

Un taux d’hémoglobine élevé peut étre observé chez les personnes qui vivent en haute
altitude ou encore les fumeurs. La déshydratation entraine également un taux faussement élevé

d’hémoglobine qui disparait lorsque 1’équilibre d’hydratation est revenu a la normale.

Il existe également des causes moins fréquentes qui entrainent un taux d’hémoglobine élevé,

comme :

e Une maladie pulmonaire avancée, telle que I’emphyséme.
 Certaines tumeurs.

e Untrouble de la moelle osseuse appelé maladie de « Vaquez ».

« L’abus d’EPO (érythropoiétine) par les athlétes pour des fins de dopage sanguin [9].

0
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V.- Anémies
4.1.- Définition

L’anémie est un signe fréquent d’étiologie variée dont la définition repose uniquement sur la
constatation d’une concentration en hémoglobine (Hb) dans le sang inférieure au seuil de référence
pour I’age et le sexe du patient (1) : < 130 g/L chez I’homme, < 120 g/L chez la femme et I’enfant
de 3 al2ans, <110 g/L chez I’enfant de 1 an, et < 140 g/L chez le nouveau-né (la concentration
d’hémoglobine était antérieurement exprimée en g/100 mL ou dL, soit un seuil de référence de 13

9/100 ml ou dI chez I’homme) [10].
4.2.- Mécanisme d’anémies

De multiples perturbations de 1’équilibre dynamique entre 1’érythropoi¢se et la destruction

physiologique des hématies peuvent étre a 1’origine d’une anémie. On distingue schématiquement :
» Les anémies par troubles de production médullaire (mécanisme central)

L’insuffisance médullaire peut étre quantitative par défaut de cellules souches. Celui-Ci peut
toucher I’ensemble des cellules hématopoiétiques (hypo ou aplasie médullaire) ou plus rarement la
lignée érythroblastique (érythroblastopénies). L’insuffisance médullaire peut étre qualitative ; la
cellularité médullaire est normale ou augmentée, mais les cellules produites sont anormales c’est
I’hématopoiese ou I’érythropoiese inefficace, exemples : carences en fer, en volates, en vitamine

B12 et les dysplasies médullaires congénitales ou acquises.

Nous citons enfin les anémies par défaut d’érythropoiétine (ex : insuffisance rénale chromique
souvent et les anémies inflammatoires. Le dénominateur commun entre ces anémies dites
« centrales » est la normalité ou la baisse du taux des réticulocytes traduisant I’insuffisance de
réponse médullaire a la stimulation érythropoiétine due a 1’anémie. Ce sont des anémies non ou

agregenératives [11].
» Les anémies par pertes exagérées ou par hyperhémolyse (mécanisme périphérique)

- Hémorragie aigué extériorisée ou non extériorisee,
- Hémolyse intratissulaire ou intravasculaire.
Dans ces 2 cas, la moelle osseuse normale, stimulée par 1’érythropoiétine, va augmenter sa

production d’érythroblastes traduite par une hyperréticulocytose> ou égale & 150.000/mm?

-
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Ce sont des anémies régénératives L’hyper-réticulocytose sanguine ne devient franche que 2 a 3
jours aprés une hémorragie ou une hémolyse, soit lorsque celles —ci dépassent les capacités de

1’érythropoiése médullaire [11].
4.3.- Signes Clinique

La manifestation des signes cliniques dépend de la vitesse avec laquelle la baisse de
I’hémoglobine s’installe, mais aussi de la capacité du systéme cardiovasculaire a compenser
I’anémie et, évidemment, de la maladie sous-jacente. Lorsque 1’anémie est modérée (Hb entre 110
et 80 g/l) ou qu’elle s’est installée lentement, sur plusieurs mois, les signes sont une asthénie, une
péleur et une polypnée avec tachycardie a ’effort. Si I’anémie est sévére (Hb < 70 ou 80 g/L) ou
d’instauration rapide en quelques jours ou semaines (anémie aigu€ avec risque d’état de choc), les
signes sont nets avec polypnée et tachycardie permanentes, céphalées, vertiges, cedémes, souffle

systolique [9].

Au plan clinique, il convient d’évaluer I’anémie, d’en préciser le mode d’installation aigu ou
insidieux, et de préciser le début des signes. L’historique doit étre établi, avec 1’origine ethnique,
I’histoire familiale, les examens déja effectués, la présence d’un ictere, de calculs biliaires, d’une
cholécystectomie, d’une splénectomie, le nombre de grossesses chez la femme, les habitudes
nutritionnelles (alimentation, alcool, thé, café), ’exposition aux solvants et aux toxiques, les
médicaments (anti-inflammatoires non stéroidiens, laxatifs, antifoliniques), les voyages.
L’interrogatoire doit également s’intéresser au rythme des selles, leur consistance, la présence
d’hémorragie extériorisée, d’hémorroides, le volume de sang menstruel, la couleur des urines
(hématurie, hémoglobinurie, urobilinurie).

Enfin, on doit rechercher I’existence éventuelle d’une ficvre et la présence d’ecchymoses, de

pétéchies, d’adénopathies ou d’une splénomégalie [9].

4.4.- Classification des anémies

I’identification d’une anémie chez un malade repose sur des éléments importants qui sont : les
résultats de I’hémogramme(Hb ,Hte nombre des GR), indices globulaire(VGM,TCMH.CCMH) ; la
numération des réticulocytes et I’observation des hématies sur frottis sanguin. Les anémies peuvent
étre classées selon leur étiologie, selon leurs physiopathologies, ou selon la morphologie

érythrocytaire.

» La classification etiologique : regroupe les anémies selon les causes, celle-ci peut étre
difficile a construire, car plusicurs facteurs d’une méme maladies peuvent contribuer a

I’anémie [9].

-
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» La classification physiopathologique: les anémies sont classées selon le
mécanisme responsable de 1’anémie. Il peut s’agir d’'une méme anémie par perte
de sang, par destruction érythrocytaire excessive ou par diminution de production
de globules rouges [9].

» La classification morphologique : repose sur la morphologie des globules rouges
observées au microscope optique. On distingue alors des anémies macrocytaire, les anémies
microcytaire, les anémies normocytaire. Pour les classées morphologiquement, Les indices
érythrocytaires VGM, TCMH et CCMH permettent de caractériser le type d’anémie [9].

Tableaul : La morphologie de GR et classification des anémies.

VGM (Volume Globulaire Moyenne des volumes de toutes les | 82-98 Fl
hématies mesurées

Moyen)

TCMH (Teneur Corpusculaire Taux moyen d’hémoglobine par hématie | 26-34 pg

Moyenne en hémoglobine)

CCMH Taux moyen d’hémoglobine dans le
] _ volume occupé par les hématies dans le
Moyen D’hémoglobine) d’hémoglobine par I’hématocrite
Anémie microcytaire Anémie avec érythrocytes de petite taille | VGM < 82 fl
en moyenne
Anémie macrocytaire Anémie avec érythrocytes de grande VGM> 98 fl

taille en moyenne

Anémie hypochrome Anémie avec une teneur corpusculaire CCMH < 320
g/L

d’hémoglobine inférieure a la normale
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V1.- Matériels Et Méthodes

6.1.- Matériels
6.1.1.- Matériel biologique
6.1.1.1.- Echantillonnage

Pendant dix jours de présence et d’observation, du 27 Avril au 8 Mai 2014 a ['unité
d’hématologie d’EPH de Ghardaia (Etablissement Public Hospitalier) et dans le but de notre théme,

on a décidé avec Dr SAIDANI I’hématologue, d’examiner quelques lames a condition :

¢ Tous les patients choisis ont un taux d’hémoglobine abaissé apres avoir bénéficier d’un
hémogramme complet.
% Un frottis sanguin.

¢ Quelques patients ont bénéficié d’un taux de réticulocyte.
6.1.1.2.- Préléevement du sang

Un prélévement sanguin a la veine par une ponction au pli du coude, le sang préleve a
une quantité suffisante sera mis directement et rapidement dans un tube contient d’ETDA
(éthylene diamine tétra acétique) comme anticoagulant, généralement a un bouchon violet. Cet
anticoagulant nous permet de conserver les éléments figurés et les substances présentes dans le sang
pour 24 a 48 heures a 4°C.

6.1.2.-Matériels non biologiques

6.1.2.1 Matériel utilisé pour la numération de la formule sanguine (NFS)

L’hémogramme est assuré par un analyseur automatique d’hématologie de 16

parametres, (Mytic 16 d’Orphée Médical).
6. 1.2.2 Matériels utilisés pour la numération des réticulocytes
a) Matériels

v Tube & hémolyse en plastique.
v' Bain marie.
v Micropipettes réglables de 5ul a 50ul, et de 50ul a 200pl.

v' Lames en verre.
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v Microscope optique binoculaire.

v" Huile d’immersion.
b) Réactif

v’ Sang total prélevé sur EDTA.
v" Colorant bleu de crésyl brillant.

6.1.2.3 Matériels utilisés pour le frottis sanguin
a) Matériels

Tube & essai en verre.

Eau distillée ou eau de robinet.

Lames en verre.

Micropipette réglables, de 5 a 50ul, de 100 a 1000pl.
Chronométre.

Microscope optique binoculaire.

NS N N N N S

Huile d’immersion.

b) Réactif

v’ Sang total prélevé sur EDTA.

<\

Colorant May Grunwald.

v" Colorant Giemsa

6.2. METHODES

6.2.1 Hémogramme complet (Numération de la Formule Sanguine ; NFS)

L’obtention d’une numération sanguine complete est assurée par un analyseur
automatique d’hématologie de 18 parameétres. (Mytic 18 d’Orphée Médical), qui nous fourni un
hémogramme complet : Globule blanc (GB). Globule rouge (GR). Hemoglobine (Hb). Hématocrite
(Hte). Les indices érythrocytaires (VGM, TCMH, CCMH). Plaquettes (PIt). Indice de distribution
de rouge (IDR). Indice de distribution de plaquettes (IDP). Les granulocytes (GRA) en pourcentage
et valeur absolue. Les monocytes (MON) en pourcentage et valeur absolue. Les lymphocytes

(LYM) en pourcentage et valeur absolue.
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6.2.2 Numération des réticulocytes
6.2.2.1Principe

La numération des réticulocytes permet d’apprécier I’activité érythropoitique de la
moelle osseuse. Il s’agit de déterminer le nombre de réticulocytes présent dans le sang a 1’aide de

colorant vitaux et un microscope optique.
6.2.2.2 Mode opératoire

» Déposer 100 ul de colorant bleu de crésyl brillant dans un tube a hémolyse en plastique.

A\

Ajouter au colorant dans le tube, 100ul de sang. (ajouter 200ul de sang devant une anémie,
il faut mettre plus d’avantage au sang).

Mélanger doucement.

Incuber pendant 15 a4 20 minutes a 1’étuve ou au bain marie a 37°C.

Apres ’incubation agiter pour mettre les hématies en suspension.

YV V V VY

Déposer une petite goutte (environ Sul) sur une lame en verre et réaliser un frottis a 1’aide

d’une autre.
6.2.2.3 Numération

La lecture se fait au microscope optique, grossissement 100, avec I’huile a immersion.
La substance granulofilamenteuse apparait colorée en bleu sombre.
Compter 1000 globules rouges en notant le nombre de réticulocytes présents.

6.2.2.4 Calcul

Nombre de Réticulocytes dans 1000 globules rouges

Valeur relative (VR) % =
10

Valeur Absolue (VA) mm® = Valeur du globule rouge du patient (hémogramme) x VR / 100

6.2.3 Frottis sanguin
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Il s’agit de réaliser un étalement mince d’une goutte de sang sur lame apres une coloration au

May Grunwald-Giemsa et lecture par un cytologiste au microscope.
6.2.3.1 Mode opératoire
6.2.3.1.1 Confection du frottis

+ Déposer une petite goutte du sang, a environ 1 centimétre de I’un des extrémités de la lame
propre.

+ Incliner a 45° une deuxiéme lame propre, juste a I’avant de la goutte du sang.

+ Amener le sang au contact, puis le tirer vers I’extrémité opposée de la lame horizontalement
et d’un mouvement rapide.

% Sécher la lame par agitation a I’air.

* Marquer sur le frottis par un crayon soit sur la lame si ¢’est une lame rodée, ou bien sur le

film lui-méme.
6.2.3.1.2 Coloration du frottis

La technique est basée sur I’emploi du deux colorants : May Grunwald et le Giemsa, en suivant ce

protocole :

Verser sur le frottis 10 a 15 gouttes du May Grunwald de maniére a bien recouvrir la lame.
Laisser le réactif agir pendant 3 minutes.

Rejeter le premier réactif (May Grunwald).

Verser le Giemsa dilué au 1/10°™ dans 1’eau de robinet (Ph = 7.0).

Laisser le réactif agit pendant 20 minutes.

Laver le frottis rapidement sous un doux jet d’eau.

-+ F & F F #

Sécher le frottis par égouttage ou par ventilation.

On note qu’il est possible d’utiliser 1’alcool méthylique (Méthanol) en absence du May Grunwald.

-
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VII.- Résultats

Tableau 2 : Valeurs d’hémogramme

Cas | GR Hb Hte VGM | TCMH | CCMH | Plaquette | Réticulocyte (VR/VA)
1 4.3 7.1 26 59 16 29 139 000 /
2 4.5 9.1 32 71 20 28 210 000 /
3 4.3 111 | 37 86 26 30 187 000 /
4 3.4 8.5 29 84 25 30 116 000 3.5/119 000
5 3.6 10.7 |36 100 31 31 145 000 /
Tableau 3 : Examen du frottis sanguin
Cas Examen du frottis sanguin
1 Anisocytose+, hypochromie+++, microcytose+++, poikylocytose+, agrégats
plaquettaires++, Présence de cellule en cible et hématie en rouleaux, GB sans anomalies.
2 Anisocytose +, hypochromie+++, microcytose+, poikylocytose+, GB sans anomalies.
3 Hématies normochrome, normocytaire et GB sans anomalies.
4 Anisochromie+, hypochromie+, anisocytose+, microcytose+/++, Agregats
plaquettaires+++.
5 Anisocytose++, macrocytose++/+++, agrégats plaquettaires+, GB sans anomalies.

-
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VI1I11.- Discussion

La lecture du frottis sanguin au microscope comporte une analyse de la morphologie des
différentes populations de cellules, globules rouges, leucocytes, plaguettes, et une recherche de
cellules pathologiques orientée par le contexte clinico-biologique et le type d’alarme déclenchée par

I’automate.
Le but de notre travail est :

v" La confection du frottis sanguin (Réalisation et coloration).

v Connaitre les formes majeurs d’anémies au microscope (microcytose , normocytose , et
macrocytose) ainsi I’hypochromie et la normochromie.

v' La corrélation entre I’anémie présente aprés un hémogramme complet et le frottis sanguin.

v' L’apport positif du frottis sanguin dans 1’orientation et diagnostic d’une anémie.
Pour cela, nous avons choisi quelques cas significatifs:

Le tableau 2: présente des valeurs d’hémogramme complet pour cing patients choisis selon leurs
Volume globulaire moyen (VGM).
% Le1%etle 2°™ cas : présents une anémie sévére avec un taux d’hémoglobine abaissé avec un
VGM < 81 fl, cela nous oriente vers une microcytose selon les résultats d’automate.
< Le 3™ et le 4 ™ cas: présents une anémie normocytaire selon les résultats d’automate, un
VVGM varie entre 84 et 86 fl ; mais deux taux d’hémoglobines différents.

% Le 5™ cas : une anémie macrocytaire selon leur VGM qui est supérieur a 98 fl.

Le tableau 3 : interprétation des frottis réalisés par I’hématologue pour chaque cas, on note :

o Le 1% et le 2°™ cas : Présence la microcytose avec I’hypochromie et d’autres anomalies
morphologiques d’hématies et de plaquettes, d’ou I’automate n’a pas signalé.

<> Le 3°™: Présence une taille d’hématie normale.

<> Le 4°™ cas : malgré que I’hémogramme nous oriente vers une anémie normocytaire, mais le

frottis sanguin montre une anémie a double populations, normocytaire et microcytaire avec une

Iégere hypochromie, et d’agrégats plaquettaires.

Le taux de réticulocyte a été réalisé afin d’observer et connaitre la forme d’un réticulocyte.

.
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< Le 5™ cas : une anémie macrocytaire.
Apres cette analyse, nous constatant que le frottis sanguin est un examen complémentaire,
indispensable et obligatoire, pour s’orienter et d’interpréter correctement les résultats devant les

différents types d‘anémies.

:



CONCLUSION
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Conclusion

En hématologie, la pratique de 1’é¢tude de la morphologie cellulaire sanguine a beaucoup
évolué depuis quelques années grace aux automates modernes d’hématologie qui identifient les
cellules normales circulantes par une technique de cytométrie en flux. La microscopie optique
demeure cependant toujours indispensable a la reconnaissance sur frottis sanguin des cellules
pathologiques. Une bonne connaissance de la morphologie des éléments normaux du sang, globules

rouges, plaquettes et leucocytes, reste un préalable a 1’étude de la pathologie [3].

La présence d'anomalies cytologiques érythrocytaires, leucocytaires et/ou thrombo-cytaires
nécessitera I'analyse microscopique d'un frottis sanguin coloré. L’ceil du biologiste ou du

cytologiste est essentiel pour détecter les anomalies évocatrices de ces différentes pathologies [1].

Au terme de ce travail qui est pour le but de montrer I’importance du frottis sanguin dans
I’orientation et le diagnostic d’anémies. Nous pouvons dire que I’hémogramme est un examen

fondamental qui intervient dans la recherche d’une anémie quelconque.

Mais il est nécessaire de I’associer a d’autres examens pour un diagnostic final et précis

devant une anémie.

En effet, le diagnostic biologique : hémogramme, réticulocyte, fer sérique, ferritinémie, frottis
sanguin et autres examens sont indispensable devant chaque cas d’anémies.
L’examen attentif de la morphologie des cellules sanguines, orienté par des données cliniques

et biologiques, est une étape primordiale dans le diagnostic de pathologies héréditaires et acquises

[1].

Enfin, il est nécessaire de combattre et lutter I’anémie ; ce Véritable probléme de santé
publique en Algerie, en la surveillant et en la prévenant par une bonne prise en charge de la
population a risque (nourrissons et enfant, femme enceinte...) avec un diagnostic biologique correct

et une prise en charge médicale précoce.

-
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