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Ce guide est conçu pour vous fournir une vue d'ensemble complète des différentes 

analyses biologiques utilisées en hématologie, un domaine de la médecine dédié à l'étude des 

cellules sanguines et des troubles hématologiques. 

 Les analyses biologiques jouent un rôle essentiel dans le diagnostic, le suivi et le 

traitement des maladies hématologiques. Elles permettent d'évaluer la composition, la fonction 

et les caractéristiques des cellules sanguines, telles que les globules rouges, les globules blancs 

et les plaquettes, ainsi que les composants du plasma sanguin.  

Dans ce guide, nous explorerons les différentes techniques et tests utilisés en 

hématologie, tels que l'hémogramme complet, la numération des réticulocytes, l'étude de la 

coagulation, les tests de la fonction plaquettaire et bien d'autres encore, à exclure les examens 

complémentaires pour l’exploration d’un syndrome hémorragique, examens complémentaires 

pour l’exploration d’une consommation de facteurs de la coagulation, et le suivi biologique des 

traitements antithrombotiques.  

Nous vous expliquerons également leur importance clinique, les valeurs normales de 

référence et les indications spécifiques pour chaque analyse. Que vous soyez un professionnel 

de la santé ou un étudiant en médecine, ce guide sera votre compagnon idéal pour comprendre 

les analyses biologiques en hématologie et leur utilisation dans la pratique médicale.  
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Les guides pédagogiques font référence à l'organisation systématique du matériel 

pédagogique destiné à améliorer la compréhension des concepts et des principes médicaux par 

les apprenants.  

Les enseignants en médecine doivent relever le défi suivant de faciliter le processus de 

développement actif, constructif et intégratif  dans le cadre de programmes d'études normalisés 

et personnalisés et/ou des programmes d'études formels et informels standardisées et 

personnalisées et/ou formelles et informelles (1) . Par essence, les guides pédagogiques 

fournissent un cadre pour organiser et présenter l'information de manière à ce que le matériel 

soit facilement compris et retenu par les apprenants.  

Les guides pédagogiques médicaux sont essentiels dans l'enseignement médical car ils 

permettent de combler le fossé entre la théorie et la pratique. Ils fournissent aux apprenants les 

compétences et les connaissances pratiques nécessaires pour fonctionner efficacement dans un 

environnement clinique. 

Un bon guide de formation médicale doit présenter un aperçu clair et concis des sujets à 

couvrir.  

Le plan doit être conçu pour répondre aux objectifs du cours et doit permettre une 

compréhension claire de la portée et de la séquence des objectifs d'apprentissage. Le contenu du 

guide pédagogique doit être pertinent, actuel et fondé sur des données probantes. Il doit 

intégrer les derniers résultats de la recherche, les meilleures pratiques et les tendances actuelles 

de l'enseignement médical. Le guide doit également être structuré de manière à faciliter 

l'apprentissage actif et l'engagement de l'apprenant. 

En conclusion, Un guide pédagogique est un outil utilisé dans le domaine médical pour 

aider les professionnels de la santé et les étudiants en médecine à développer des stratégies 

efficaces afin de promouvoir l'éducation des patients et de prévenir les erreurs médicales.  

Il s'agit essentiellement d'un ensemble de lignes directrices et de meilleures pratiques 

basées sur des théories et des principes éducatifs établis. 
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I. Hémogramme 

 

1. Généralités 
 

  L’hémogramme est une analyse quantitative et qualitative des éléments figurés du sang 

faite sur un prélèvement à partir d’une ponction de sang veineux ou capillaire réalisée sur 

anticoagulant EDTA.  

Egalement appelé numération-formule sanguine (NFS), elle permet d’évaluer les trois 

lignées sanguines : les hématies ou globules rouges ou encore érythrocytes, les leucocytes ou 

globules blancs, et les plaquettes. Elle permet aussi de mettre en évidence un processus 

inflammatoire ou infectieux.  

- La numération de la lignée érythrocytaire fournit des informations sur la capacité de 

l’organisme à transmettre de l’oxygène aux cellules car, en effet, lors de cet examen, il est 

possible de calculer le taux d’hémoglobine contenu dans les hématies, cette protéine assurant le 

transport de l’oxygène dans le sang. Elle fournit également des données complémentaires :  

• l’hématocrite, le volume occupé par les globules rouges par rapport au sang total (en %) 

• le volume globulaire moyen (VGM) des hématies (en fL) 

• la teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH), c’est-à-dire la quantité 

moyenne d’hémoglobine contenue dans une hématie (pg/cellule) 

• la concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH), c’est-à-dire la 

quantité moyenne d’hémoglobine contenue dans un litre d’hématies (g/dL ou g/L).  

        

Enfin, en association à la numération érythrocytaire, il est possible d’évaluer les 

réticulocytes qui sont des hématies jeunes circulant dans le sang témoignant de la capacité de la 

moelle à produire des hématies. Elle permet aussi une panoplie de nouveaux paramètres 

essentiels pour poser le diagnostic d’une manière pointue (IRF, HFR, MFR, LFR, Ret-He, …) 
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 - Dans la lignée leucocytaire on mesure le nombre total de leucocytes (en Giga [109] par 

litre), Dans cette lignée sont retrouvés : 

• les polynucléaires ou granulocytes, parmi lesquels se distinguent les polynucléaires 

neutrophiles, qui jouent un rôle important dans l’immunité et la défense de l’organisme contre 

des agents pathogènes, les polynucléaires éosinophiles, dont le nombre peut augmenter en 

réponse à certaines infections parasitaires ou en cas d’allergie, et les polynucléaires basophiles 

qui participent à certaines réactions allergiques ; 

• les lymphocytes B qui sont responsables de la production d’anticorps et les 

lymphocytes T qui interviennent dans la sécrétion de cytokines (ils ne sont pas différenciés lors 

de la NFS) ; 

• les monocytes qui permettent la présentation de l’antigène et interviennent dans la 

phagocytose. 

- La lignée plaquettaire intervient essentiellement dans l’hémostase. 

 

2. indications : 
 

Cet examen permet de dépister, explorer et assurer le suivi de la plupart des anomalies 

des lignées sanguines. Il a pour but d’apporter des informations quantitatives et qualitatives sur 

les cellules sanguines. 

Une NFS est pratiquée devant des signes évoquant une diminution d’une ou plusieurs 

lignées sanguines :  

- syndrome anémique (pâleur, anoxie…)  

- syndrome hémorragique aigu (purpura, épistaxis, ecchymoses, hématomes 

anormaux…) 

- syndrome infectieux inexpliqué, persistant, récidivant ou grave, adénopathies 

chroniques, etc.  

Elle est, par ailleurs, prescrite lors d’une altération de l’état général (asthénie prolongée, 

anorexie, amaigrissement, fièvre persistante, douleurs osseuses, etc.).  
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 Elle est aussi pratiquée face à des signes évoquant une augmentation d’une ou plusieurs 

lignées sanguines :  érythrose cutanée, thromboses artérielles ou veineuses, syndrome tumoral 

(adénopathies, splénomégalie, etc.).  

Enfin, la numération des plaquettes est intéressante afin de surveiller la coagulation et de 

dépister un risque hémorragique. Elle permet enfin de repérer une thrombocytémie 

(augmentation du nombre de plaquettes) ou une thrombopénie (diminution du nombre de 

plaquettes).(2

3. Matériels : 

) 

 

 

1 - Tube de prélèvement : Un tube à essai ou un tube de prélèvement spécifique 

contenant un anticoagulant, généralement de l'EDTA (éthylène diamine tétra-acétique), est 

utilisé pour recueillir l'échantillon de sang. L'EDTA empêche la coagulation du sang et maintient 

les cellules sanguines dans un état viable pour l'analyse ultérieure. 

2 - Aiguille et seringue : Une aiguille stérile et une seringue sont utilisées pour prélever 

le sang de la veine du patient. Ils doivent être manipulés avec soin pour éviter les blessures et 

les contaminations croisées. 

3 - Gants et désinfectant : Des gants jetables en latex, en nitrile ou en vinyle doivent être 

portés par le professionnel de la santé lors du prélèvement sanguin pour assurer l'hygiène et 

prévenir les infections. Un désinfectant pour les mains doit également être utilisé avant et après 

la procédure. 

4 - Bande élastique ou garrot : Une bande élastique ou un garrot est utilisé pour créer 

une stase veineuse et faciliter le prélèvement sanguin en augmentant le flux sanguin dans la 

veine. 

5 - Tampons d'alcool : Des tampons d'alcool sont utilisés pour nettoyer la zone de 

ponction avant le prélèvement sanguin, afin de minimiser le risque d'infection. 

6 - Tubes d'échantillons : Une fois le sang prélevé, il est transféré dans des tubes 

spécifiques pour l'analyse. Différents tubes sont utilisés pour les différentes composantes de 
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l'hémogramme, tels que le comptage des globules rouges, des globules blancs et des plaquettes, 

ainsi que pour les tests biochimiques. 

7 - Appareil d'analyse automatisé : L'échantillon de sang est introduit dans un appareil 

d'analyse automatisé appelé hémato-analyseur, qui mesure et compte les différentes cellules 

sanguines. Ces appareils utilisent des techniques telles que la cytologie en flux, la microscopie 

électronique ou l'impédance électrique pour effectuer l'analyse. 

 

8 - Logiciel d'interprétation : Une fois les données obtenues, un logiciel d'interprétation 

permet d'analyser et d'interpréter les résultats de l'hémogramme. Il fournit des valeurs 

numériques des différente 
 

      

4. Mode opératoire : 

Différentes méthodes d’analyse physique des cellules sont utilisées, seules ou associées à 

des techniques cytochimiques ou à des marqueurs fluorescents(3)(4) : 

 

-Analyse manuelle :  

 première méthode de comptage, dans laquelle un volume de sang spécifique était étalé 

sur une lame. 

 La lame est ensuite recouverte d'une grille en verre et les 4,6 à 5,8 millions 

d'érythrocytes par µl ont été comptés(5). En 1924, Neubauer a publié sa structure en filet(6). 

Cela a mené à la numération cellulaire manuelle, qui est toujours considérée comme l'étalon-or 

dans certains domaines(7)(8) 

 le décompte manuel par microscopie optique reste une méthode classique, mais les 

méthodes automatisées développées pendant les deux dernières décennies ont montré leur 

exactitude et leur précision, à un coût inférieur du fait du faible temps technique nécessaire.(9) 
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- Analyse par cytochimie ou lyse chimique (exemple comptage des polynucleaires 

basophiles) :  

          Ces techniques sont utilisées par certains constructeurs pour identifier ou sélectionner les 

populations leucocytaires  

 

- Analyse par fluorocytometrie en flux 

 Un marqueur donné peut être détecté par l’analyse de la fluorescence émise. Cette 

technique a surtout été appliquée pour la formule leucocytaire proposée sur certains automates 

en même temps que les autres données de l’hémogramme. Elle est également utilisée pour la 

numération des plaquettes avec le paramètre IPF : si IPF >15%  thrombopénie périphérique . 

 

 

 
Fig 5 : Composition d'un cytomètre en flux (10) 

 



Guide d’analyse biologique en hématologie 

 

 

- 11 - 

- Analyse par impédance :  

L’analyse par impédance permet de compter les hématies, les leucocytes et les 

plaquettes. Elle utilise le « principe Coulter ». Les cellules mises en suspension dans un liquide 

conducteur et guidées à travers un petit orifice cylindrique vont déclencher lors de leur passage 

entre deux électrodes immergées dans ce liquide une augmentation de la résistance électrique 

(variation d’impédance) qui génère une impulsion électrique (fig 5) : 

 – le nombre d’impulsions correspond au nombre de cellules ayant franchi l’orifice ; 

 – l’amplitude de l’impulsion est proportionnelle au volume de la cellule. 

 

 
Fig 6 : Principe de l’analyse par variation d’impédance. L’analyse par impédance permet 

de compter les hématies, les leucocytes et les plaquettes. Elle utilise le « principe Coulter ». Les 
cellules mises en suspension dans un liquide conducteur et guidées à travers un petit orifice 
cylindrique vont déclencher lors de leur passage entre deux électrodes immergées dans ce 

liquide une augmentation de la résistance électrique (variation d’impédance) qui génère une 
impulsion électrique : - le nombre d’impulsions correspond au nombre de cellules ayant franchi 
l’orifice ; - l’amplitude de l’impulsion est proportionnelle au volume de la cellule. Les impulsions 
sont ensuite classées dans différents canaux selon leur amplitude, ce qui permet la construction 

d’histogrammes de distribution volumétrique(11) 
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5. Résultats : 

 

5.1 Valeurs normales :  

 

Fig 7 : Valeurs normalesde la numération-formule sanguine : 
lignée érythrocytaire(12

 

fig 8 : Valeurs normales de la formule sanguine et des plaquettes(15) 

 

) 
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5.2 Interprétation : valeurs anormales :  

 

 

fig 9 : Valeurs seuils de l’hémogramme(13

 

) 
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II. Frottis sanguin :  

 

1 - Généralités : 

Le frottis sanguin est un étalement sur lame d’une goutte de sang veineux ou capillaire 

prélevé sur anticoagulant EDTA qui analyse les cellules du sang périphérique étalées sur une 

lame. 

 Malgré les progrès de l'automatisation de l'hématologie et de l'application des 

techniques moléculaires, le frottis sanguin reste un test diagnostique très important pour 

l'hématologue.(14) 

 

2 - Indications :  

D'un point de vue clinique, l'examen du frottis sanguin répond à quatre objectifs 

importants.  

- Premièrement, il sert d'outil de contrôle de la qualité en vérifiant les résultats générés 

par les analyseurs automatisés ou suite à la génération d’alarmes par les automates.(15) 

-Deuxièmement, il permet d'identifier les cellules anormales/immatures/atypiques, si 

elles sont présentes.  

-Troisièmement, il permet de reconnaître les anomalies morphologiques cliniquement 

significatives que les analyseurs sont incapables de signaler ou de détecter et d'identifier.(16

2 - Lame de microscope : Une lame de microscope propre et non rayée est utilisée pour 

étaler l'échantillon de sang sur la lamelle de verre. 

) 

-Quatrièmement, La recherche d’antigènes cellulaires par immunomarquage concerne 

des marqueurs non détectables en cytométrie en flux. (exemple : PML2-bodies)  

 

3 - Matériels :  

1 - Lamelle de verre : Une lamelle de verre de taille standard est utilisée comme support 

pour étaler l'échantillon de sang et créer le frottis. 
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3 - Lancette ou aiguille : Une lancette stérile ou une aiguille est utilisée pour percer la 

peau et prélever une petite quantité de sang capillaire, généralement à partir du bout 

du doigt. La lancette ou l'aiguille doit être manipulée avec soin pour éviter les 

blessures et les contaminations. 

4 - Bande élastique ou garrot : Une bande élastique ou un garrot peut être utilisé pour 

augmenter le flux sanguin dans la région où le prélèvement sera effectué. Cela facilite 

le prélèvement du sang capillaire. 

5 - Tampons d'alcool : Des tampons d'alcool sont utilisés pour nettoyer la zone de 

ponction avant le prélèvement sanguin, afin de minimiser le risque d'infection. 

6 - Microscope : Un microscope optique est utilisé pour visualiser et examiner le frottis 

sanguin. Le microscope doit être équipé d'objectifs de différents grossissements, 

généralement 10x, 40x et 100x, ainsi que d'un éclairage adéquat. 

7 - Colorants : Des colorants spécifiques, tels que le colorant de Wright ou le colorant de 

Giemsa, sont utilisés pour colorer le frottis sanguin. Ces colorants permettent de 

distinguer les différentes cellules sanguines et d'améliorer leur visibilité sous le 

microscope. 

8 - Solution de fixation : Une solution de fixation, telle que le méthanol, peut être utilisée 

pour fixer le frottis sanguin avant la coloration. Cela permet de préserver les cellules 

et d'empêcher leur dégradation. 

 

 

4 Mode opératoire : 

 Peut-être fait de façon manuelle ou automatisée, cependant Les résultats) étaient 

statistiquement significatifs lorsqu'ils étaient mesurés avec la méthode automatisée par rapport 

à la méthode manuelle traditionnelle.(17) 
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fig 10 : REALISATION D’UN FROTTIS SANGUIN 

 

5 Résultats :  

 5.1 Résultats normaux :  

En plus des décomptes des types cellulaires (fig 6 et 7) , il permet la mise en évidence et la 

caractérisation de cellules : 

 
fig 11 : Caratéristiques morphologiques et cytologiques des hématies, 

 globules blancs et plaquettes 
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5.2 – Interprétation : Résultats anormaux :  

      1 - les globules rouges :  

• Des anomalies de taille : 

- L'anisocytose indique une hétérogénéité de taille des hématies examinées. Elle est 

causee par des modifications dans la production des hématies et par la transfusion de culots 

globulaires. 

- La microcytose se définit par la présence d'hématies de taille diminuée avec un 

volume globulaire moyen (VG M) abaissé. Elle résulte en général d'un défaut de synthèse de 

L’hémoglobine et se rencontre au cours des anomalies du métabolisme du fer, des syndromes 

thalassémiques, des hemoglobinoses C et E, des deficits en enzymes intervenant dans la 

synthèse de l’hème 

- la macrocytose est caractérisée par des hématies de diamètre augmenté Elle est en 

général reliée à une anomalie de synthèse de I'ADN [carence en vitamine B1 2, acide folique, 

déficit en uridine monophosphate (UMP) synthetase].(18) 

 

• Des anomalies de formes, aussi nommées poïkilocytose, qui sont caractérisées par des 

variations au niveau de la forme des globules rouges : 

 en forme d'oursin (échinocytes) de forme ovale (elliptocytes ou ovalocytes) 

 en forme de larve (dacrocytes) 

 en forme de faucille (drépanocytes) 

 

• Des anomalies de teinte : 

L’anisochromie se définit par la présence d’hématies de teinte variable 

La polychromatophilie correspond à des hématies de grande taille et de couleur gris bleu 

au MGG 

L’hypochromie correspond à des hématies plus claires que normalement au MGG 
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• Des inclusions intra-érythrocytaires :  

Les corps de Howell-Jolly sont des corpuscules sphériques (0,5 à 1 µm de diamètre) de 

même teinte que le noyau en général unique dans la cellule. 

Les ponctuations basophiles sont des granulations arrondies ou irrégulières de taille et 

de nombre variable, colorées en bleu au MGG, et réparties dans l’ensemble du cytoplasme 

(hématies ponctuées). 

Les corps de Pappenheimer sont de petits granules de 0,5 µm de diamètre, colorés en 

bleu par le MGG et regroupés au sein du cytoplasme, les hématies qui en contiennent sont 

appelées des sidérocytes. 

Les anneaux de Cabot correspondent à des restes de microtubules formant le fuseau 

mitotique. Ils se présentent au sein de l’hématie comme des figures en anneaux, en huit, rouges 

violacés au MGG. 

• Des anomalies de distribution :  

Agglutination  

Distribution en rouleaux  

 
fig 12 : Anomalies des globules rouges  
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  2-  les globules blancs : 

   A - Les Neutrophiles : 

1. Neutropénie : diminution du nombre de neutrophiles < 1 500 x 106 /L 

2. Neutrophile : augmentation du nombre de neutrophiles > > 7 000 x 106 /L 

3. La déviation à gauche : désigne la multiplication de neutrophiles non segmentés ou 

l’apparition de leur précurseurs dans le sang périphérique. 

4.Neutrophiles Hypersegmentés

5. Des modifications cytoplasmiques : 

 : le nombre de segments du noyau dépasse cinq 

 - Les granulations toxiques : grains de couleur plus foncée que l’on peut observer au 

microscope dans les neutrophiles, Ces granules sont souvent plus gros et plus abondants que 

les granules normaux. 

   - Vacuoles cytoplasmiques : se présentent comme des trous dans le cytoplasme. 

-Corps de Döhle: Petite inclusion basophile ronde ou ovale, de moins de 2 mm de 

diamètre 

- corps « en fagot »d'Auer : corps abondants disposés en faisceaux ou en bottes dans le 

cytoplasme. 

 

6. L'anomalie de Pelger-Huet : un défaut héréditaire interférant avec la lobulation normale du 

noyau qui apparaît sous forme de bâtonnet ou de sphère. 

7. anomalie d'Alder : granules azurophiles de très grande taille, dans le cytoplasme des 

polynucléaires de patients atteints de maladie de Hurler. 

  

B-  Les lymphocytes :  

 

1. lymphopénie : une numération lymphocytaire totale de < 1 500/mm3 chez l’adulte ou 

<1,5 × G / litre 
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2. lymphocytose : une numération lymphocytaire totale  de > 4000/mm3  ou  > 4G / litre. 

 

3. Blastes lymphoïdes néoplasiques :  

       - cellules lymphomateuses: cellules folliculaires et cellules du manteu  

      - lymphocytes villeux  

      - cellules chevelues 

 C -  Les éosinophiles : 

 

 1. l’éosinopénie :  définie par une concentration sanguine de polynucléaires éosinophiles  < 

0,05 G/L. 

 

 2. L'éosinophilie : définie comme un nombre élevé d'éosinophiles de sang périphérique > 0,5  

G/L  

 

 3. Hyperéosinophilie : définie par un nombre d’éosinophiles > 1500/mm3 ou 1,5 G/L 

D - Les basophiles :  

 

1.Basocytose : définie par un nombre de basophiles > 0,4 xG/L 

 

2.Basocytopénie : définie par une baisse significative du nombre de polynucléaires basophiles.  

          

 E - Les monocytes : 

 

1.Monocytose : définie par un nombre de monocytes > 0.8 G /L 

 

2.Monocytopénie : définie par un nombre de  monocytes < 0,5 G/L  
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3 -  Les plaquettes :  

 

1. Thrombocytopénie : définie par un nombre de plaquettes < 150 000 × G/L 

2. Thrombocytose : définie par un nombre de plaquettes > 500 000 × G/L . 

 

 

III. Dosage de la thrombopoïétine (TPO) : 

       

1 – Généralités : 

La thrombopoïétine (TPO) est le facteur humoral qui régule physiologiquement la production 

plaquettaire, Il est maintenant clairement établi qu’en plus de son action prépondérante sur la 

lignée mégacaryocytaire, cette cytokine joue aussi un rôle important dans la régulation des 

étapes précoces de l’hématopoïèse. La TPO est une glycoprotéine dont l’action est 

essentiellement endocrine puisqu’elle est fabriquée majoritairement par le foie et à un moindre 

degré par le rein(19

2 - indications :  

 

A. Thrombopénies : 

) 

 

Pour déterminer si la thrombopénie est liée à : 

        ⇒ une anomalie de production : 

 

- syndromes myélodysplasiques.(20) 

- Maladie hépatique chronique, où le degré de thrombopénie est proportionnel à la sévérité de la 

maladie.(21)(22)  

- aplasie médullaire.(23) 
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       ⇒une anomalie par excès de destruction : 

 

- purpura thrombopénique idiopathique(24

 

) 

B. Thrombocytoses : 

 

         Pour déterminer chez les patients sans anomalies moléculaires caractéristiques des 

néoplasies myéloprolifératives (thrombocytémie essentielle) si une production de TPO 

augmentée est responsable de la thrombocytose ou dans les thrombocytoses réactionnelles (en 

particulier dans certains cancers, hépatoblastome, certains lymphomes).(25

 3 Matériels:  

) 

- Sang sur tube sec ou EDTA(26

- Kit Elisa(

) ou hépariné  

27

- Lecteur de microplaques 

)  

- Pipettes de précision permettant de délivrer des volumes de 2 ml à 1 ml 

- Cylindres gradués de 100 ml et 1 litre 

- Pipettes de précision calibrées et réglables, de préférence avec des embouts en plastique 

jetables 

- Papier absorbant 

- Incubateur à 37°C 

- Eau distillée ou désionisée 

- Tubes pour préparer les dilutions de l'étalon ou de l'échantillon. 

- Logiciel d'analyse de données et de représentation graphique. 

- Papier graphique : linéaire (cartésien)  
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fig 13 : ELISA kit (R&D, Minneapolis, USA)(28

 

) 

4. Mode opératoire :  

Technique Elisa Sandwich avec : 

- un anticorps de capture (ex :anticorps monoclonal de souris)  

- un anticorps de détection (ex : anticorps polyclonal de lapin biotinylé)(29

 

) 

Ces deux anticorps servent à piéger l’antigène à mesurer, dans notre cas la thrombopoïétine. 

Fig 14 : Méthode Elisa Sandwich(30

 

) 
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⇒ Les étapes :  

l'ELISA sandwich commence par : 

- l'application d'un anticorps de capture sur les puits de la plaque.  

- Après avoir ajouté l'anticorps de capture aux plaques, celles-ci sont couvertes et incubées 

pendant une nuit à 4°C.  

- les plaques sont lavées avec du PBS ( tampon phosphate salin) , puis tamponnées/bloquées 

avec de la BSA (albumine de sérum bovin)  

- Les lavages au tampon sont effectués pendant au moins 1 à 2 heures à température ambiante.  

- Enfin, la plaque est lavée une nouvelle fois avec du PBS avant l'ajout de l'antigène. 

       - L'antigène d'intérêt est ensuite ajouté aux plaques pour se lier à l'anticorps de capture et 

incubé pendant 90 minutes à 37 degrés Celsius  

 - La plaque est lavée à nouveau, puis l'anticorps de détection primaire est ajouté à la plaque et 

incubé pendant encore 1 à 2 heures à température ambiante, suivi d'un lavage au tampon. 

 - L'anticorps secondaire conjugué à une enzyme est ensuite ajouté et incubé pendant 1 à 2 

heures supplémentaires.  

- La plaque est lavée à nouveau et le substrat est ajouté pour produire un changement de 

couleur.(31

 

fig 15 : Méthode Elisa Sandwich 

) 

Le lecteur de plaque donne des densités optiques correspondantes à chaque puit, à extraire dans 

un tableur pour le traitement. 
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 5 Résultats : 

5.1 Valeurs normales :  

 

      Le taux médian du TPO au sérum est de 121,1 pg/ml (81,25-237,7 pg/ml) sans différence 

significative entre les deux sexes.(32

5.2  Interprétation : valeurs anormales  

) 

- Dans les thrombopénies : 

• chez les patients atteints de PTI, les taux de TPO sont normaux ou seulement légèrement 

élevés.(33

• Le taux de TPO est diminué dans les maladies chroniques du foie.(

) 

34

• Le taux de TPO est élevé dans les syndromes myélodysplasiques.(

)  

35

• Le taux de TPO est élevé dans les aplasies médullaires  et les thrombopénies post-

chimiothérapie.(

)  

36

- Dans les thrombocytose : 

) 

• Le taux de TPO est élevé dans les thrombocytoses essentielles et réactives(37), avec des 

différences mineures observées entre les patients atteints de thrombocytoses primaires et 

secondaires, ces derniers ayant des taux plus élevé.(38

 

) 

IV.  Cytologie des liquides et appositions :  

 

1 – Généralités : 

         Plusieurs types de liquides biologiques peuvent contenir, de façon normale ou anormale, 

des éléments cellulaires. L’analyse cytologique de ces liquides permet de dénombrer et 

caractériser ces cellules. À noter que, dans de nombreux cas, cet examen cytologique peut être 

complété utilement par une étude en cytométrie en flux. Les appositions consistent à effleurer la 

surface d’une lame de verre avec la tranche d’une pièce biopsique (en hématologie 

essentiellement un ganglion excisé et coupé ou une biopsie ostéomédullaire) de manière à 
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déposer une couche des cellules composant ce tissu. L’examen cytologique après coloration 

permet alors de déterminer si l’échantillon est normal ou contient des éléments tumoraux. 

 

2 – Indications : 

       les indications hématologiques varient selon les échantillons :  

• liquide céphalo-rachidien: la plupart du temps, il s’agit du bilan d’extension d’une leucémie 

aiguë ou d’une suspicion de lymphome du système nerveux central. 

• vitré : recherche d’un lymphome oculaire. 

• lavage broncho-alvéolaire (LBA) : suspicion de syndrome lymphoprolifératif, de sarcoïdose, 

d’alvéolite allergique, de pneumonie à éosinophiles, de métastases d’une tumeur solide. 

• liquide pleural, liquide d’ascite : suspicion de lymphome.  

• ganglion : suspicion de lymphome, d’envahissement métastatique d’une tumeur solide.(39

 

) 

3 – Matériels : 

1 - Échantillon de liquide ou d'apposition : Vous aurez besoin d'un échantillon de liquide 

corporel, tel que le liquide céphalorachidien, le liquide pleural, le liquide péritonéal, l'urine, le 

liquide synovial, ou d'un échantillon d'apposition, comme un frottis cutané ou un frottis d'une 

lésion. Cet échantillon doit être collecté dans un contenant approprié selon la nature du liquide 

ou de l'apposition. 

2 - Lamelles de verre : Des lamelles de verre de taille standard sont utilisées comme supports 

pour étaler les échantillons de liquides ou d'appositions. Elles doivent être propres et non 

rayées. 

3 - Lames de microscope : Des lames de microscope sont nécessaires pour déposer les 

échantillons de liquides ou d'appositions sur les lamelles de verre. Les lames de microscope 

doivent être propres et non rayées. 

4 - Seringue et aiguille : Une seringue stérile et une aiguille fine peuvent être utilisées pour 

prélever les échantillons de liquides directement à partir de cavités corporelles, comme la cavité 
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pleurale ou péritonéale. Les seringues et les aiguilles doivent être manipulées avec soin pour 

éviter les blessures et les contaminations. 

5 - Fixatif : Un fixatif approprié est utilisé pour fixer les cellules dans les échantillons et les 

préserver pour l'analyse cytologique. Le fixatif couramment utilisé est l'alcool éthylique absolu 

ou une solution de fixateur cytologique commercial. 

6 - Colorants : Différents colorants cytologiques, tels que le colorant de Papanicolaou, le 

colorant de May-Grünwald-Giemsa (MGG) ou le colorant de Diff-Quik, sont utilisés pour colorer 

les échantillons et rendre les cellules plus visibles sous le microscope. 

7 - Microscope : Un microscope optique est utilisé pour l'examen et l'analyse cytologique des 

échantillons. Le microscope doit être équipé d'objectifs de différents grossissements, 

généralement 10x, 40x et 100x, ainsi que d'un éclairage adapté. 

8 - Logiciel d'imagerie ou appareil photo : Un logiciel d'imagerie intégré au microscope ou un 

appareil photo numérique peut être utilisé pour capturer des images des 

 

4 – Mode opératoire : 

1 - Préparation de l'échantillon : 

 

- Les liquides non hémorragiques peuvent être recueillis sur tube sec sans anticoagulant. 

- Les appositions doivent être faites très légèrement pour déposer une couche cellulaire la plus 

fine possible (monocellulaire) et sans mouvement latéral pour ne pas déformer les cellules. 

 

2 - Préparation des appositions cytologiques : 

- Placer une goutte de l'échantillon prélevé au centre d'une lame de verre propre et non 

endommagée. 

- Utiliser la cytospin ou la centrifugeuse à faible vitesse pour réaliser une apposition cytologique 

sur la lame de verre. La centrifugation permet de concentrer les cellules au centre de la lame, 

formant ainsi une monocouche. 
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3 - Fixation des échantillons : 

- Immédiatement après la réalisation des appositions cytologiques, fixer les échantillons en les 

exposant à un fixateur approprié. Cela peut être réalisé en plaçant les lames dans un contenant 

rempli de fixateur ou en appliquant directement le fixateur sur les lames. 

- Respecter le temps de fixation recommandé pour assurer une fixation adéquate des cellules. 

 

4 - Coloration : 

- Rincer les lames fixées à l'eau distillée pour éliminer l'excès de fixateur. 

- Procéder à la coloration des lames à l'aide d'un colorant de cytologie approprié. Les frottis 

initiaux sont généralement colorés avec une coloration rapide, telle que la coloration Diff Quick, 

une coloration de Romanowsky modifiée. Les autres lames fixées dans une solution basique à 

base d'éthanol sont colorées avec la coloration de Papanicolaou. Suivre les instructions du 

fabricant pour la préparation et l'application du colorant. 

- Laisser les lames colorées sécher à l'air ou utiliser une méthode de séchage appropriée. 

 

5 - Observation microscopique : 

- Examiner les lames colorées au microscope optique équipé d'un objectif à immersion d'huile et 

d'un système de visualisation en contraste de phase. 

- Observer les cellules présentes dans l'échantillon, en se concentrant sur leur morphologie, leur 

taille, leur couleur et leur distribution. 

- Effectuer une analyse systématique des différentes cellules pour identifier les anomalies ou les 

caractéristiques spécifiques. 

Les trois types de colorants mentionnés, à savoir la coloration Diff Quick, la coloration de 

Papanicolaou et la coloration Hématoxyline-Éosine (HandE), sont couramment utilisés dans 

différents laboratoires de cytologie. Chacune de ces colorations présente des avantages et des 

inconvénients spécifiques pour l'observation et l'analyse des échantillons cytologiques. Par 
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exemple, la coloration Diff Quick est particulièrement utile pour la détection des micro-

organismes, le cytoplasme et la coloration du matériel de fond. En revanche, la coloration de 

Papanicolaou est plus performante pour mettre en évidence les détails nucléaires, qui sont 

essentiels pour établir un diagnostic de malignité. (40

 

) 

5 – Résultats :  

Normalement le LCR et le vitré sont acellulaires. 

 La composition normale d’un LBA est connue, comportant essentiellement des macrophages 

(∼90 %), quelques lymphocytes T avec un rapport CD4/CD8 normal (∼2), des polynucléaires 

neutrophiles et éosinophiles. 

 

Un épanchement pleural ou ascitique est par définition anormal mais peut ne contenir que des 

éléments inflammatoires réactionnels.(41

V. Myélogramme : 

) 

 

1 – Généralités :  

Le myélogramme est un examen cytologique permettant l'analyse qualitative et quantitative des 

cellules appartenant au compartiment des précurseurs médullaires hématopoïétiques. 

C’est un examen central fondamental dans la démarche diagnostique, la stadification et le suivi 

thérapeutique de la majorité des hémopathies.(42

    En générale, les indications du myélogramme sont conditionnées par la découverte 

d’anomalies de l’hémogramme (exploration d’une anémie arégénérative inexpliquée, d’une 

thrombopénie, leucopénie, bi- ou pancytopénie, découverte de blastes circulants)  

     Le myélogramme permet de détecter trois principales catégories d’anomalies :  

 

) 

 

2 – Indications : 
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• présence de cellules anormales (leucémies, lymphomes par exemple) ;  

• anomalies quantitatives de répartition des lignées hématopoïétiques. Devant une cytopénie, le 

myélogramme permet de trancher entre une étiologie centrale ou périphérique, selon que la 

lignée concernée est quantitativement diminuée ou non dans la moelle ;  

• anomalies qualitatives concernant la morphologie cellulaire (syndromes myélodysplasiques, 

carences vitaminiques ou autres causes de mégaloblastose, par exemple).  

 En dehors d’anomalies de l’hémogramme, le myélogramme fait aussi partie du bilan d’autres 

anomalies telles qu’un pic monoclonal, une splénomégalie ou le bilan d’extension médullaire 

d’une tumeur solide.(43

 

) 

3 – Matériels :  

1 - Aiguille de prélèvement : Une aiguille spéciale appelée aiguille de Jamshidi est utilisée pour 

prélever l'échantillon de moelle osseuse. Cette aiguille est généralement munie d'une pointe 

creuse et d'une partie intérieure mobile pour faciliter l'extraction de la moelle osseuse. 

2 - Seringue : Une seringue stérile est utilisée pour aspirer l'échantillon de moelle osseuse à 

travers l'aiguille de prélèvement. La taille de la seringue peut varier en fonction du volume de 

moelle osseuse nécessaire. 

3 - Antiseptique : Un antiseptique, tel que de l'alcool ou de la solution d'iode, est utilisé pour 

nettoyer et désinfecter la peau à l'endroit où l'aiguille sera insérée. Cela réduit le risque 

d'infection. 

4 - Anesthésique local : Un anesthésique local, tel que de la lidocaïne, peut être utilisé pour 

engourdir la peau et les tissus environnants avant l'insertion de l'aiguille. Cela aide à réduire 

l'inconfort et la douleur pour le patient. 

5 - Tubes de prélèvement : Des tubes spécifiques contenant des anticoagulants, tels que l'EDTA 

(éthylène diamine tétra-acétique) ou l'héparine, sont utilisés pour recueillir l'échantillon de 

moelle osseuse. Ces anticoagulants empêchent la coagulation du sang et permettent une analyse 

ultérieure. 
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6 - Pansements : Des pansements stériles sont utilisés pour couvrir le site de ponction après le 

prélèvement de la moelle osseuse. Ils aident à prévenir les infections et à maintenir la zone 

propre. 

7 - Microscope : Un microscope est utilisé pour examiner l'échantillon de moelle osseuse 

prélevé. Il permet d'observer les différentes cellules présentes et d'identifier d'éventuelles 

anomalies. 

8 - Équipement de sécurité : Certains équipements de sécurité, tels que des gants, des lunettes 

de protection et des blouses, sont recommandés pour assurer la sécurité et la protection du 

personnel médical pendant la procédure. 

 

4 – Mode opératoire :  

1. Préparation du patient : 

• Informer le patient sur la procédure et obtenir son consentement éclairé. 

• Préparer le patient en position allongée, généralement sur le côté avec les genoux fléchis. 

 

2. Préparation du matériel : 

• Vérifier la disponibilité de tous les matériels nécessaires, y compris le microscope, les lames de 

verre, les aiguilles, les seringues, la solution anticoagulante, les tubes de prélèvement, les 

compresses stériles, etc. 

• S'assurer que le microscope est correctement réglé et en bon état de fonctionnement. 

 

3. Désinfection du site de ponction : 

• Nettoyer soigneusement la peau du site de ponction à l'aide d'une solution désinfectante. 

• Laisser la peau sécher ou tamponner doucement avec une compresse stérile. 

 

4. Anesthésie locale (si nécessaire) : 
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• Si une anesthésie locale est prévue, administrer l'anesthésique local conformément aux 

protocoles et aux recommandations. 

 

5. Ponction de la moelle osseuse : 

• Utiliser une aiguille stérile et une seringue pour prélever l'échantillon de moelle osseuse. La 

ponction est généralement réalisée au niveau de l'os iliaque postérieur, mais d'autres sites 

peuvent être utilisés selon les besoins. 

• Aspirer doucement la moelle osseuse dans la seringue, en évitant toute aspiration de sang 

périphérique. 

 

6. Préparation des échantillons : 

• Injecter l'échantillon de moelle osseuse prélevé dans un tube de prélèvement contenant une 

solution anticoagulante appropriée. 

• Mélanger doucement le contenu du tube pour assurer une bonne homogénéisation. 

 

7. Préparation des frottis : 

• Placer une goutte de moelle osseuse sur une lame de verre propre et non endommagée. 

• Étendre la goutte de moelle osseuse en réalisant un frottis uniforme en utilisant une autre lame 

de verre ou en effectuant une apposition cytologique à l'aide de la centrifugation. 

 

8. Fixation et coloration des échantillons : 

• Fixer les frottis de moelle osseuse dans un fixateur approprié. Cela peut être fait en plaçant les 

lames dans un contenant rempli de fixateur ou en appliquant directement le fixateur sur les 

lames. 

• Respecter le temps de fixation recommandé pour assurer une fixation adéquate des cellules. 

• Procéder à la coloration des lames avec un colorant approprié, tel que le May-Grünwald-Giemsa, 

pour visualiser les cellules de la moelle osseuse. (44) 
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9. Observation microscopique : 

• Examiner les lames colorées au microscope optique avec un objectif à immersion d'huile. 

• Observer les cellules présentes dans la moelle osseuse, en se concentrant sur leur morphologie, 

leur taille, leur couleur et leur. 

 

5 – Résultats : 

Le myélogramme ne donne pas de chiffres absolus, mais seulement des pourcentages de cellules 

médullaires. Il est donc important de préciser, outre la qualité du frottis, la présence d’anomalies 

qualitatives, sa richesse en cellules, appréciée au faible grossissement et généralement cotée en 

+ (de + moelle pauvre à ++++ moelle particulièrement riche).  

Le taux respectif des grandes lignées cellulaires tourne autour de 25 % pour la lignée rouge, de 

60 % pour la lignée granuleuse (le rapport entre les deux lignées étant de 1/4 à 1/3), et de 20 % 

pour les éléments non myéloïdes. 

 

       • Valeurs usuelles :  

La formule normale est proche de la suivante (en pourcentages) : 

 

Fig 16: Valeurs normales du myélogramme 
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La lignée plaquettaire n’est pas comptée car les mégacaryocytes sont inégalement répartis selon 

les zones du frottis et rares. Ils sont recherchés dans les franges du frottis et leur présence est 

simplement signalée.(45

Une étude récente de réévaluation de ces valeurs a été faite dont les résultats 

sont présentées ci-dessous :  

) 

 

fig 17 : Résultats de réévaluation des valeurs normales du myélogramme(46

 

 

) 
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VI. Diagnostic des hémopathies malignes (moelle ou sang) : 

 

1 – Généralités :  

Les hémopathies malignes sont des cancers qui se développent à partir des cellules sanguines, 

elles regroupent des pathologies très hétérogènes parfois difficiles à classer. 

Une classification, basée sur le tissu d’origine de la prolifération, myéloïde ou lymphoïde, a été 

adoptée en 2000 sous l’égide de l’Organisation mondiale de la santé puis traduite dans la 3e 

édition de la Classification internationale des maladies pour l’oncologie.(47

• Des symptômes tels qu'une fatigue persistante, des douleurs osseuses, des sueurs nocturnes, 

des ecchymoses ou saignements inhabituels, une perte de poids inexpliquée, une fièvre 

prolongée, etc. 

) 

2 – Indications : 

• Des anomalies détectées lors d'examens sanguins, tels qu'une anémie, une augmentation ou une 

diminution inexpliquée des globules blancs ou des plaquettes, etc. 

• Des antécédents familiaux d'hémopathies malignes. 

• Des antécédents de traitements antérieurs (chimiothérapie, radiothérapie) augmentant le risque 

de développer une hémopathie maligne. 

• Des facteurs de risque tels que l'exposition à des produits toxiques ou à des radiations, une 

infection virale chronique (par exemple, le virus de l'immunodéficience humaine (VIH) ou le virus 

de l'hépatite C (VHC)), etc. 

 

3 – Matériels : 

1 - Des tubes spécifiques contenant des anticoagulants ou des agents de stabilisation sont 

utilisés pour recueillir les échantillons de Sang, moelle osseuse, ganglions, tumeurs, 

épanchements.(48) 

 Les types de tubes varient en fonction des analyses spécifiques qui seront effectuées sur les 

échantillons. 
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2 - Aiguilles et seringues : Des aiguilles stériles et des seringues sont utilisées pour prélever 

des échantillons de sang veineux, de moelle osseuse ou de tissus. Différentes tailles d'aiguilles 

peuvent être nécessaires en fonction des prélèvements. 

3 - Lancettes : Des lancettes stériles sont utilisées pour prélever des échantillons de sang 

capillaire, généralement à partir du bout du doigt, pour des tests spécifiques tels que la 

numération des cellules sanguines. 

4 - Contenants d'échantillons : Des contenants d'échantillons stériles et étiquetés sont 

nécessaires pour stocker les échantillons prélevés, qu'il s'agisse de tubes à essai, de flacons ou 

de récipients spécifiques recommandés pour chaque type d'échantillon. 

5 - Réactifs de laboratoire : Différents réactifs de laboratoire sont utilisés pour effectuer des 

tests spécifiques dans le cadre du diagnostic des hémopathies malignes. Ces réactifs peuvent 

inclure des colorants, des anticorps, des enzymes et d'autres produits chimiques nécessaires à 

l'identification des anomalies cellulaires. 

6 - Microscope : Un microscope optique est utilisé pour examiner les échantillons de sang, de 

moelle osseuse ou de tissus. Le microscope doit être équipé d'objectifs de différents 

grossissements, de sources de lumière appropriées et éventuellement d'un système de caméra 

pour l'imagerie. 

7 - Équipement d'analyse automatisé : Dans certains laboratoires, des équipements d'analyse 

automatisés sont utilisés pour effectuer des tests spécifiques tels que l'immunophénotypage par 

cytométrie en flux ou les analyses moléculaires. 

8 - Documentation et systèmes informatiques : Des outils de documentation appropriés, tels 

que des cahiers de laboratoire et des systèmes informatiques de gestion des 

 

4 –Recommandations pour la qualité du prélèvement : 

Prélèvement sur tube EDTA, sans autre condition particulière. 

Moelle osseuse : limiter au maximum l’hémodilution en ne prélevant que le volume minimal 

requis. 
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 Pas d’anticoagulant pour les épanchements. Biopsies à l’état frais en anatomocytopathologie qui 

peut éventuellement réaliser des appositions et/ou demander une cytométrie en flux avant de 

réaliser la fixation et l’inclusion en paraffine pour examen de coupes tissulaires. 

 

5 – Principe méthodologique : 

Cytologie, immunophénotypage (49

Selon la suspicion d'une hémopathie, il sera nécessaire de réaliser un ou plusieurs examens 

complémentaires pour établir un diagnostic précis. Pour les cas de leucémies aiguës, ces quatre 

examens sont obligatoires. En revanche, le diagnostic d'une leucémie lymphoïde chronique peut 

être établi avec un simple immunophénotypage sur le sang périphérique. D'autres examens ne 

seront nécessaires que si la maladie évolue et qu'un traitement doit être envisagé. 

), cytogénétique, biologie moléculaire. 

 

VII. Vitesse de sédimentation : 

 

1 – Généralités  

La vitesse de sédimentation (VS) (ou erythrocyte sedimentation rate, ESR) est un marqueur 

historique(50), mais non spécifique de l’inflammation. Sa valeur correspond à la hauteur de 

plasma surmontant les éléments figurés du sang après incubation pendant 1 heure dans un tube 

vertical calibré.(51

• Établir un diagnostic : comme dans le cas de la pseudopolyarthrite rhizomélique ou l’artérite 

temporale (maladie de Horton)(

) 

 

2 – Indications :  

52)(53

• Surveillance de l’évolution d’une maladie ou de la réponse au traitement : l'artérite temporale, 

pseudopolyarthrite rhizomélique, la polyarthrite rhumatoïde et, éventuellement, la maladie de 

Hodgkin.(

) 

54)(55) 
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• Oncologie : Il a été constaté qu'une VS élevée était en corrélation avec un mauvais pronostic 

général pour divers types de cancer, notamment la maladie de Hodgkin, le carcinome gastrique, 

le carcinome à cellules rénales, la leucémie lymphocytaire chronique, le cancer du sein, le cancer 

colorectal et le cancer de la prostate.(56)(57

• Distinguer la carence en fer de l'anémie due à une maladie chronique : La vitesse de 

sédimentation peut être utile pour différencier la carence en fer de l'anémie d'une maladie 

chronique chez les patients souffrant d'une maladie inflammatoire chronique telle que l'arthrite 

rhumatoïde.(

) 

58)(59

• Dépistage d'une maladie systémique ou d'une néoplasie : Malheureusement, la VS n'est ni 

sensible ni spécifique lorsqu'il est utilisé comme test de dépistage général.(

) 

60)(61)(62

• Dépistage des infections dans des contextes cliniques spécifiques : Des études ont évalué la VS 

en tant qu’un test de dépistage des infections dans des cas cliniques spécifiques tels que les 

infections associées aux prothèses orthopédiques, les infections bactériennes pédiatriques et les 

maladies inflammatoires gynécologiques.(

) 

63)(64)(65

• Utile comme indice de maladie chez les personnes âgées : Certains auteurs ont proposé que 

l'ESR soit utilisé comme un "indice de maladie" peu coûteux chez les personnes âgées.(

) 

66)(67

 

3 – Matériels : 

1 - Tubes à sédimentation : Des tubes à sédimentation spéciaux, également appelés tubes de 

Westergren ou tubes de wintrobe, sont utilisés pour effectuer l'analyse de la vitesse de 

sédimentation. Ces tubes sont étroits et gradués, permettant de mesurer précisément la distance 

parcourue par les globules rouges pendant la sédimentation. 

2 - Sang total : Un échantillon de sang total est nécessaire pour réaliser l'analyse de la vitesse de 

sédimentation. Le sang peut être prélevé à partir d'une veine, généralement au niveau du bras, 

en utilisant une aiguille stérile et une seringue. 

) 

3 - Anticoagulant : Pour éviter la coagulation du sang pendant l'analyse, un anticoagulant, tel 

que l'EDTA (éthylène diamine tétra-acétique), est ajouté à l'échantillon de sang dans le tube à 
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sédimentation. L'anticoagulant empêche la formation de caillots sanguins et permet aux globules 

rouges de sédimenter librement. 

4 - Support vertical : Un support vertical, tel qu'un support de tube à sédimentation ou un 

porte-tubes, est utilisé pour maintenir les tubes de Westergren ou de wintrobe en position 

verticale pendant la procédure. Cela permet aux globules rouges de se déposer au fond du tube 

sans être perturbés. 

5 -  Minuterie : Une minuterie ou un chronomètre est utilisé pour mesurer la durée exacte de la 

sédimentation. La durée typique pour l'analyse de la vitesse de sédimentation est d'une heure, 

bien que des variations de temps puissent être utilisées en fonction du protocole spécifique. 

6 - Règle millimétrée : Une règle millimétrée est utilisée pour mesurer la distance de 

sédimentation. La règle est placée à côté du tube à sédimentation et permet de mesurer la 

distance parcourue par la colonne de globules rouges après un certain laps de temps. 

7 - Conditions de température contrôlée : Pour obtenir des résultats précis, il est important de 

réaliser l'analyse de vitesse de sédimentation à une température contrôlée, généralement à 20-

25 °C. Un thermomètre peut être utilisé pour vérifier et maintenir la température ambiante 

appropriée.      
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Fig 18 : Support et tubes de Westergren (68

 Utilise l'acide éthylènediaminetétraacétique (EDTA) plutôt que le citrate de sodium comme 

anticoagulant et est plus pratique car le même tube de sang peut être utilisé pour d'autres 

)  

            

4 – Mode opératoire : 

Diverses méthodes de détermination de la VS ont été mises au point. Actuellement, la méthode 

Westergren est recommandée par le Comité international de normalisation en hématologie. 

• Méthode Westergren : 

La méthode standard de Westergren utilise la procédure suivante : 

1. Diluer le sang veineux dans une proportion de 4:1 avec du citrate de sodium anticoagulant. 

2. Introduire dans un tube de verre de 200 mm de long et de 2,5 mm de diamètre interne (tube 

de Westergren). 

3. Laisser reposer en position verticale pendant 1 heure. 

4. Au bout d'une heure, la distance entre le ménisque et le sommet de la colonne d'érythrocytes 

est enregistrée comme étant la VS, et exprimée en mm/heure 

• La méthode de Westergren modifiée : 
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études hématologiques. La méthode standard et la méthode modifiée donnent des résultats 

identiques.(69)(70) 

• Méthode Wintrobe : 

La deuxième méthode la plus utilisée est la méthode de Wintrobe. Cette méthode est réalisée 

avec un tube de 100 mm (tube de Wintrobe) contenant de l'oxalate comme anticoagulant. Elle est 

plus sensible que la méthode de Westergren pour les valeurs "normales" à "légèrement élevées" ; 

cependant, pour des valeurs plus élevées, le tube court conduit à des lectures relativement 

insensibles en raison de l'entassement des cellules.(71

                    

Fig 19: (a) L'image montre un portoir contenant des tubes Wintrobe, dans lesquels du sang total 

anticoagulé vient d'être ajouté, (Temps : 0)   

(b) Les globules rouges se sont déposés, laissant le plasma en haut du tube. Lecture : 18 

mm/heure (Temps : une heure) (

) 

 

72) 

 

5 – Résultats : 
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5 – 1 Résultats normaux : 

   • Les valeurs normales de la vitesse de sédimentation des érythrocytes (VS), obtenues par la 

méthode de Westergren, sont les suivantes :(73)(74) 

Homme <50 ans ≤15 mm/hr 

Femme <50 ans ≤ 20 mm/hr 

Homme >50 ans ≤20 mm/hr 

Femme >50 ans ≤30 mm/hr 

Enfant ≤10 mm/hr(75) 

• La VS est généralement plus élevée chez les femmes que chez les hommes et augmente 

progressivement avec l'âge.(76) 

 

5 – 2 Interpretation : Résultats anormaux  

• Vitesse de sédimentation augmentée : 

  - Intoxication et inflammation dû aux métaux lourds(77) 

  - Toutes les maladies du collagène(78) 

  - Carcinome(79) 

  - Destruction de cellules ou de tissus 

  - Arthrite goutteuse(80) 

  - Infections(81) 

  - Maladies inflammatoires(82) 

  - Leucémie(83) 

  - Myélome multiple(84) 

  - Infarctus du myocarde(85) 

  - Pneumonie(86) 

  - Polyarthrite rhumatoïde(87) 

  - Syphilis(88) 

  - Toxémie 



Guide d’analyse biologique en hématologie 

 

 

- 43 - 

• Vitesse de sédimentation diminuée : 

  - Insuffisance cardiaque congestive (taux de la VS est corrélé avec la sévérité de la 

maladie)(89)  

  - Polycythémie 

  - Drépanocytose en dehors de crise vaso-occlusives.(90)(91)(92) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 



Guide d’analyse biologique en hématologie 

 

 

- 44 - 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

CYTOMETRIE 
EN FLUX  



Guide d’analyse biologique en hématologie 

 

 

- 45 - 

A - Phénotypage des cellules anormales (moelle ou sang) : 

 

1 – Généralités :  

L'immunophénotypage par cytométrie en flux reste un outil indispensable pour le diagnostic, la 

classification, la stadification et le suivi des néoplasmes hématologiques. Au cours des dix 

dernières années, l'instrumentation de cytométrie en flux a progressé et une gamme élargie 

d'anticorps et de fluorochromes a été mise à disposition, ce qui a amélioré notre capacité à 

identifier différentes populations de cellules normales et à reconnaître les aberrations 

phénotypiques, même lorsqu'elles sont présentes dans une petite proportion des cellules 

analysées. Des populations phénotypiquement anormales ont été documentées dans de 

nombreux néoplasmes hématologiques, notamment les lymphomes, les leucémies lymphoïdes 

chroniques, les néoplasmes plasmocytaires, les leucémies aiguës, l'hémoglobinurie paroxystique 

nocturne, Syndrome d'activation des mastocytes, les syndromes myélodysplasiques et les 

troubles myéloprolifératifs.(93) 

 

2 – Indications :  

   L’immunophénotypage par cytométrie en flux permet de préciser l’origine cellulaire d’une 

prolifération cellulaire (myéloïde ou lymphoïde) ainsi que son degré de différenciation (cellules 

immatures ou différenciées), réalisant une évaluation rapide et fiable des sous-populations 

cellulaires sur des prélèvements sanguins, médullaires ou dans des liquides de ponction, il 

constitue aujourd’hui une étape essentielle dans le diagnostic et le suivi de la majorité des 

hémopathies malignes, des leucémies aiguës (myéloïde,lymphoblastique), des syndromes 

lymphoprolifératifs chroniques, maladie résiduelle minimale et des déficits immunitaires 

héréditaires et acquis.(94) 
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3 – Matériels : 

1 - Cytomètre en flux : Un cytomètre en flux est l'instrument principal utilisé pour effectuer 

l'analyse du phénotype des cellules anormales. Le cytomètre en flux dont les composants 

essentiels sont: l'optique (excitation et collecte), la fluidique, le réseau électronique (détecteurs) 

et l'ordinateur(95) utilise des lasers pour exciter les fluorochromes présents sur les cellules, 

permettant ainsi de mesurer et d'analyser différentes caractéristiques cellulaires. 

2 - Anticorps fluorescents : Des anticorps fluorescents spécifiques sont utilisés pour marquer et 

identifier différentes populations cellulaires dans l'échantillon. Les anticorps sont conjugués à 

des fluorochromes spécifiques qui émettent une fluorescence lorsqu'ils sont excités par les 

lasers du cytomètre en flux. Différents anticorps peuvent être utilisés pour cibler des marqueurs 

spécifiques présents sur les cellules anormales. 

3 - Tubes de prélèvement : Des tubes stériles sont utilisés pour collecter l'échantillon de moelle 

osseuse ou de sang à analyser. Ces tubes doivent être adaptés au cytomètre en flux et doivent 

être compatibles avec les anticorps fluorescents utilisés. 

4 - Tampon de coloration : Un tampon de coloration, également appelé tampon de lyse, est 

utilisé pour éliminer les globules rouges non pertinents de l'échantillon et pour préparer les 

cellules pour l'analyse. Le tampon de coloration contient des agents de lyse qui dissolvent les 

globules rouges tout en préservant les autres cellules. 

5 - Réactifs de lavage : Des réactifs de lavage, tels que des tampons de phosphate saliné (PBS), 

sont utilisés pour effectuer des lavages cellulaires afin d'éliminer les résidus de tampon de 

coloration et de réduire les interférences lors de l'analyse. 

6 - Échantillon de contrôle positif : Un échantillon de contrôle positif contenant des cellules 

exprimant les marqueurs attendus est utilisé pour calibrer et vérifier les performances du 

cytomètre en flux. 

7 - Filtres optiques : Des filtres optiques spécifiques sont utilisés dans le cytomètre en flux pour 

séparer les différentes longueurs d'onde de fluorescence émises par les fluorochromes utilisés. 

Ces filtres permettent de détecter et de mesurer les signaux fluore 
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fig 20: Tampon phosphate salin (96

 

) 

4 – Mode opératoire : 

La fluidique est chargée de diriger les particules contenant du liquide vers la source 

lumineuse focalisée. 

L'optique d'excitation focalise la source lumineuse sur les cellules/particules tandis que 

l'optique de collecte transmet la diffusion de la lumière ou la lumière fluorescente de la particule 

à un réseau électronique.  

    Le réseau électronique détecte le signal et le convertit en données numériques 

proportionnelles à l'intensité de la lumière.  

    L'ordinateur est également nécessaire pour analyser les données. 

Des discussions plus complexes sur les Les aspects techniques des cytomètres de flux 

ont fait l'objet de diverses publications.(97)(98)(99)(100) 
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Fig 21 : Principe de cytométrie en flux  

 

⇒ Les étapes :  

1. Préparation des réactifs : 

• Vérifier la qualité et la validité des réactifs d'anticorps utilisés, en vous assurant qu'ils 

sont spécifiques aux marqueurs cellulaires d'intérêt. 

• Préparer les réactifs en suivant les instructions du fabricant, tels que la dilution 

appropriée dans le milieu de suspension cellulaire. 

2. Préparation de l'échantillon : 

• Prélever l'échantillon contenant les cellules anormales, en respectant les bonnes 

pratiques de prélèvement. 

• Traiter l'échantillon selon les procédures appropriées pour la préparation des cellules, 

telles que l'extraction des cellules du tissu ou la lyse des globules rouges dans le cas du sang. 

3. Marquage des cellules : 

• Ajouter les réactifs d'anticorps spécifiques aux cellules anormales préparées, en 

respectant les conditions de température et de durée d'incubation appropriées. 
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• Mélanger doucement les cellules avec les réactifs d'anticorps pour assurer un 

marquage uniforme. 

4. Lavage des cellules : 

• Rincer les cellules marquées à l'aide du milieu de suspension cellulaire pour éliminer 

l'excès de réactifs d'anticorps non liés. 

• Centrifuger les cellules à une vitesse et une durée appropriées pour former un culot 

cellulaire compact. 

5. Analyse par cytométrie de flux : 

• Charger le culot cellulaire dans le cytomètre en flux, en veillant à ajuster les 

paramètres de débit et de concentration de cellules conformément aux recommandations du 

fabricant. 

• Acquérir les données de fluorescence pour chaque marqueur cellulaire en utilisant le 

laser et les détecteurs appropriés. 

• Analyser les données de cytométrie de flux à l'aide d'un logiciel d'analyse approprié, 

en identifiant les populations cellulaires d'intérêt et en évaluant l'expression des marqueurs 

spécifiques. 

6. Interprétation des résultats : 

• Comparer les profils d'expression des marqueurs cellulaires des cellules anormales 

avec les populations cellulaires de référence pour évaluer les différences et les caractéristiques 

spécifiques. 

• Interpréter les résultats en tenant compte du contexte clinique et des connaissances 

pertinentes sur les maladies ou les conditions associées. 

7. Nettoyage et entretien : 

• Nettoyer soigneusement le cytomètre en flux après utilisation, en suivant les 

procédures de nettoyage recommandées par le fabricant. 

• Entretenir régulièrement l'instrument conformément aux recommand 
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5 – Résultats : 

• Syndromes lymphoprolifératifs B : 

Dans l'analyse des cellules B, la clonalité peut être déterminée en évaluant le ratio 

d'expression des chaînes légères d'immunoglobulines kappa et lambda. Normalement, ce ratio 

est de 2/3 kappa pour 1/3 lambda. Un déséquilibre significatif de ce ratio peut indiquer une 

clonalité des cellules B. 

Certains marqueurs spécifiques peuvent orienter le diagnostic de différents types de 

lymphomes ou de leucémies lymphoïdes. Par exemple, l'expression de CD10 est souvent 

associée aux lymphomes folliculaires, tandis que CD5 est observé dans la leucémie lymphoïde 

chronique (LLC) et le lymphome du manteau. Une triple expression de CD103, CD11c et CD25 

peut être caractéristique de la leucémie à tricholeucocytes. 

 

Pour le diagnostic précis de la LLC, des scores spécifiques peuvent être utilisés. Le score de 

Matutes ou de Moreau est calculé en évaluant différents critères cytologiques et 

immunophénotypiques pour déterminer la probabilité de la présence de la LLC : 

 

 

fig 22 : Score de Matutes 

Un score élevé (4/5 ou 5/5) correspond à une LLC, les autres syndromes lymphoprolifératifs 

ayant un score inférieur ou égal à 3/5. (105)  
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• Syndromes lymphoprolifératifs T et NK : 

- Le diagnostic de ces pathologies est plus complexe et nécessairement multi-disciplinaire.  

- La clonalité des cellules T peut être appréhendée en CMF par l’étude du répertoire V-beta du 

TCR, à la recherche de l’utilisation sélective d’une sous-famille. La perte d’expression d’un 

antigène pan-T ou   « trou phénotypique » est également un argument en faveur de la malignité. 

• Leucémies aiguës : 

La CMF permet de confirmer la nature blastique des cellules par l’expression de marqueurs 

d’immaturité, et de déterminer leur lignée : lymphoïde B, T, ou myéloïde, dont va dépendre la 

prise en charge thérapeutique.  

C’est également une technique cruciale pour le diagnostic de certaines entités rares (leucémie à 

cellules dendritiques, biphénotypique, peu différenciée…).(101

 

) 

Fig 23: Marqueurs principaux de la lignée lymphoide B, T, myéloides et marqueurs d’immaturité 

(105)  

 

B – Quantification des cellules CD34+: 

1 – Généralités : 

     CD34 est une molécule de surface exprimée sur une faible proportion des cellules 

hématopoïétiques de morphologie indifférenciée, en particulier d’origine médullaire. Les cellules 
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morphologiquement reconnaissables, précurseurs des lignées myéloïdes et érythroïdes, en 

particulier, n’expriment pas cette molécule. Les différentes populations de progéniteurs 

hématopoïétiques, identifiables dans des tests fonctionnels, sont au contraire majoritairement 

ou exclusivement présentes au sein de la population CD34+.(102) 

Alors elle permet d’évaluer la capacité de reconstitution hématopoïétique de l’échantillon 

cellulaire testé. 

 

2 – Indications : 

     • effectuer une cytaphérèse de cellules souches périphériques(103). La quantification des 

cellules CD34 est effectuée avant de réaliser une autogreffe de cellules souches périphériques ou 

chez un donneur sain avant allogreffe de CSP.   

• Déterminer la qualité hématopoïétique d’un greffon prélevé (104);  

• Déterminer la valeur pronostique du nombre de cellules CD34+ dans le sang d’un patient 

atteint de myélofibrose primitive, où Le nombre de cellules CD34+ circulantes est 

considérablement élevées.(105) 

 

3 – Matériels :  

1 - Cytométre de flux(106): Un cytomètre en flux est l'instrument principal utilisé pour 

effectuer l'analyse de quantification des cellules CD34+. Le cytomètre en flux utilise des lasers 

pour exciter 

les fluorochromes spécifiques présents sur les cellules CD34+ et permet de mesurer et 

d'analyser leur présence et leur quantité. 

2 - Anticorps fluorescents CD34 : Des anticorps fluorescents spécifiques ciblant le marqueur 

de surface CD34 sont utilisés pour marquer et identifier les cellules CD34+ dans l'échantillon. 

Les anticorps sont conjugués à des fluorochromes qui émettent une fluorescence lorsqu'ils sont 

excités par les lasers du cytomètre en flux. 
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3 - Tubes de prélèvement : Des tubes stériles sont utilisés pour collecter l'échantillon de 

cellules à analyser : Sang sur EDTA, greffon hématopoïétique (moelle osseuse)(107

 

Fig 24 : Kit de Quantification des cellules CD34+ (

) .Ces tubes 

doivent être adaptés au cytomètre en flux et doivent être compatibles avec les anticorps 

fluorescents utilisés. 

4 - Tampon de lavage : Un tampon de lavage, tel qu'un tampon phosphate saliné (PBS), est 

utilisé pour effectuer des lavages cellulaires afin d'éliminer les résidus et les interférences lors de 

l'analyse. Le tampon de lavage aide également à maintenir la viabilité des cellules pendant la 

procédure. 

5 - Réactif de lyse des globules rouges : Si l'échantillon contient des globules rouges, un 

réactif de lyse des globules rouges peut être utilisé pour éliminer les globules rouges non 

pertinents et préparer les cellules pour l'analyse des cellules CD34+. 

6 - Échantillon de contrôle positif : Un échantillon de contrôle positif contenant des cellules 

CD34+ connues est utilisé pour calibrer et vérifier les performances du cytomètre en flux, ainsi 

que pour établir les seuils de détection des cellules CD34+. 

7 - Filtres optiques : Des filtres optiques spécifiques sont utilisés dans le cytomètre en flux 

pour séparer les différentes longueurs d'onde de fluorescence émises par les fluorochromes 

utilisés. Ces filtres permettent de détecter et de mesurer les signaux fluorescents provenant des 

anticorps CD34. 

8 - Logiciel d'analyse : Un logiciel d'analyse dédié est utilisé pour trait 

108)   
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4 – Mode opératoire : 

Cytométrie en flux : Cette méthode utilise des anticorps (par exemple : 8G12 monoclonal 

antibodies) marqués marqués par un fluorescent (par exemple :   fluorescein isothiocyanate and 

phycoerythrin) qui se lient aux cellules CD34+.  

Les cellules sont ensuite analysées en flux par un appareil qui mesure la fluorescence et la 

dispersion de la lumière pour quantifier les cellules CD34+.  

Cette méthode est rapide, précise et permet de quantifier les cellules en fonction de leur 

niveau d'expression de CD34.(109

1. Préparation de l'échantillon : 

) 

 

⇒ Les étapes :  

• Prélever l'échantillon de cellules à analyser, par exemple, Sang sur EDTA, greffon 

hématopoïétique (pour les cytaphérèses ou la greffe de cellules hématopoïétiques 

Médullaires) 

• Ajouter un anticoagulant approprié pour empêcher la coagulation de l'échantillon. 

2. Marquage des cellules : 

• Préparer un mélange d'anticorps monoclonal spécifique (par exemple, 8G12) marqués 

par un fluorescent (comme le fluorescein isothiocyanate ou le phycoérythrine) qui se 

lient spécifiquement aux cellules CD34+. 

• Ajouter les anticorps marqués à l'échantillon et incuber pendant une période 

déterminée. 

3. Lavage des cellules : 

• Ajouter un tampon de lavage approprié pour éliminer l'excès d'anticorps non lié et les 

contaminants. 

• Effectuer une centrifugation pour précipiter les cellules et éliminer le tampon de lavage. 

4. Acquisition des données : 

• Charger l'échantillon marqué dans le cytomètre de flux. 
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• Calibrer l'instrument en utilisant des sphères de calibration de taille connue. 

• Définir les paramètres d'acquisition appropriés, tels que la vitesse d'écoulement, la 

puissance du laser et les filtres de détection. 

• Acquérir les données en collectant les événements uniques de cellules marquées avec 

les anticorps CD34+. 

5. Analyse des données : 

• Utiliser un logiciel d'analyse de cytométrie de flux pour traiter les données acquises. 

• Définir des seuils de positivité en fonction des populations de contrôle appropriées. 

• Analyser les données pour quantifier les cellules CD34+ présentes dans l'échantillon. 

 

5 – Résultats : 

• Le marqueur CD34 peut prédire la capacité de régénération à partir des cellules souches 

hématopoïétiques. On sait actuellement qu'un « bon » greffon de moelle contient 3 à 5 x 106 

cellules CD34+ par kg de receveur.(110

• Pour évaluer la qualité de la mobilisation des cellules souches dans le sang périphérique du 

donneur avant collecte par cytaphérèse. Un minimum de 10 cellules CD34+/mm3 de sang est 

requis pour débuter la collecte. 

) 

 

C - Hémoglobinurie paroxystique nocturne (HPN) : 

1 – Généralités :  

L’hémoglobinurie paroxystique nocturne (HPN), ou maladie de Marchiafava et Micheli, est une 

maladie rare de la cellule souche hématopoïétique, due à une mutation somatique acquise du 

gène PIG-A. 

 La triade clinique classique associe une hémolyse intravasculaire, une hypoplasie médullaire de 

degré variable et des thromboses. Les progrès réalisés ces dernières années par la cytométrie en 

flux en font l’outil diagnostique de reference, par une mise en évidence du déficit des molécules 

GPI liées. (111) 
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2 – Indications : 

• Hémolyse intravasculaire mise en évidence par une hémoglobinurie ou une élévation de 

l'hémoglobine plasmatique. 

 • Preuve d'hémolyse inexpliquée avec : 

- carence en fer, OU Douleur abdominale OU spasme œsophagien, OU Thrombose OU 

Granulocytopénie et/ou thrombocytopénie 

 • Autre anémie hémolytique acquise non schistocytaire non inféctieuse à Coombs négatif 

 • Thrombose présentant des caractéristiques inhabituelles : 

   

  A) Sites inhabituels : 

- Veines hépatiques (syndrome de Budd-Chiari) 

- Autres veines intra-abdominales (portales, spléniques, , splanchnique) 

- Sinus cérébraux 

- Veines dermiques 

 

B) Avec des signes d'anémie hémolytique 

 

C) Avec cytopénie inexpliquée 

• Preuve d'une insuffisance de la moelle osseuse : 

- Anémie aplasique ou hypoplasique suspectée ou prouvée 

- Cytopénie réfractaire avec dysplasie unilinéaire 

- Autres cytopénies d'étiologie inconnue après un bilan adéquat(112

1 - Cytomètre en flux : Un cytomètre en flux est l'instrument principal utilisé pour 

effectuer l'analyse de l'HPN. Le cytomètre en flux utilise des lasers pour exciter les 

) 

 

3 – Matériels : 
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fluorochromes spécifiques présents sur les cellules et permet de mesurer et d'analyser leur 

présence et leur quantité. 

2 - Anticorps fluorescents : Des anticorps fluorescents spécifiques sont utilisés pour 

marquer et identifier les différentes populations cellulaires dans l'échantillon. Pour l'analyse de 

l'HPN, des anticorps ciblant les marqueurs de surface tels que le CD55 (protectine) et le CD59 

(glycophorine A) sont utilisés. Les anticorps sont conjugués à des fluorochromes qui émettent 

une fluorescence lorsqu'ils sont excités par les lasers du cytomètre en flux. 

3 - Tubes de prélèvement : Des tubes stériles sont utilisés pour collecter l'échantillon de 

sang ou d'urine à analyser. Ces tubes doivent être adaptés au cytomètre en flux et doivent être 

compatibles avec les anticorps fluorescents utilisés. 

4 - Tampon de lavage : Un tampon de lavage, tel qu'un tampon phosphate saliné (PBS), 

est utilisé pour effectuer des lavages cellulaires afin d'éliminer les résidus et les interférences 

lors de l'analyse. Le tampon de lavage aide également à maintenir la viabilité des cellules 

pendant la procédure. 

5 - Réactif de lyse des globules rouges : Si l'échantillon contient des globules rouges, 

un réactif de lyse des globules rouges peut être utilisé pour éliminer les globules rouges non 

pertinents et préparer les cellules pour l'analyse de l'HPN. 

6 - Échantillon de contrôle positif : Un échantillon de contrôle positif contenant des 

cellules HPN connues, qui présentent une absence ou une diminution des marqueurs CD55 et 

CD59, est utilisé pour calibrer et vérifier les performances du cytomètre en flux, ainsi que pour 

établir les seuils de détection. 

7 - Filtres optiques : Des filtres optiques spécifiques sont utilisés dans le cytomètre en 

flux pour séparer les différentes longueurs d'onde de fluorescence émises par les fluorochromes 

utilisés. Ces filtres permettent de détecter 
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4 – Mode opératoire : 

En CMF multiparamétrique, le clone est recherché en première intention sur les leucocytes 

avec des marqueurs de fenêtrage (CD45 Ag pan-leucocytaire, CD15 pour les polynucléaires [PN], 

CD33 ou CD64 pour les monocytes [MN]) associés à des marqueurs « GPI liés » tels que CD24 ou 

CD16 (à noter que les éosinohiles n’expriment pas CD16) pour les polynucléaires et CD14 pour 

les monocytes. 

 

FLAER, toxine bactérienne, couplée à un fluorochrome, marque toutes les molécules « GPI liées » 

et est recommandée dans ces combinaisons.  

 

CD157 est aussi informatif sur les polynucléaires et les monocytes. Dans un second temps, une 

recherche est effectuée sur les hématies avec CD235 (glycophorine A) pour le fenêtrage et CD55 

+ CD59.  

Les lymphocytes ou les basophiles sont utilisés comme contrôles internes positifs.(113) 

 

5 – Résultats : 

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage de cellules négatives (importance 

relative des clones dans la population étudiée). 

 

La sensibilité de la cytométrie en flux (1 % est obtenue avec 2/3 marqueurs pour diagnostiquer 

l’HPN classique. La haute sensibilité (0,01 %), avec 5 marqueurs, nécessite l’analyse de plus de 

200 000 cellules pour avoir un nuage de 20 cellules en cas de positivité)(114) dans le diagnostic 

d’un déficit des molécules GPI permet de détecter des clones dont l’importance n’excède pas 

quelques pour-cent. En pratique, pour la majorité des molécules étudiées, un déficit peut être 

considéré comme significatif lorsque le pourcentage de cellules négatives est supérieur à 

5%.(115) 
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D - Analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flux : 

1 – Généralités : 

Une variété de méthodes cytométriques pour analyser la progression du cycle cellulaire ont 

été développées au cours des trois dernières décennies. Ces méthodes peuvent être regroupées 

en trois catégories : 

 Dans la première, on trouve les méthodes qui reposent sur une mesure cellulaire à un seul 

moment ("snapshot"). 

Cette analyse peut être soit univariée, généralement basée seulement sur la mesure du contenu 

en ADN cellulaire(116), soit multivariée (multiparamètre), lorsqu'en plus de la teneur en ADN, un 

autre attribut cellulaire est mesuré(117)(118)(119). 

          Le deuxième groupe comprend les méthodes qui reposent sur des mesures temporelles 

de populations cellulaires synchronisées dans le cycle ou dont la progression dans le cycle a été 

stoppée par l'agent qui les a arrêtées à un point spécifique du cycle. Ces méthodes révèlent la 

cinétique de la progression des cellules dans le cycle. Un exemple de ces méthodes est 

l'approche stathmocinétique, dans laquelle les cellules sont arrêtées en mitose, par exemple par 

la vinblastine ou le colcemide, et le taux d'entrée des cellules en mitose (taux de "naissance des 

cellules") est estimé à partir de la pente représentant une augmentation cumulative du 

pourcentage de cellules mitotiques en fonction de la durée de l'arrêt(120

La thymidine 5'-bromo-2'-désoxyuridine incorporée est détectée soit par cytochimie, grâce 

à l'utilisation de colorants d'ADN, tels que le Hoechst 33258, dont la fluorescence est inhibée par 

la 5'-bromo-2'-désoxyuridine(

). 

   Les méthodes de la troisième catégorie sont basées sur la détection de l'incorporation de 

l'analogue de la thymidine 5'-bromo-2'-désoxyuridine, souvent associée à des mesures de la 

teneur en ADN. Il peut s'agir de mesures en un seul point dans le temps ou d'une stratégie de 

laps de temps. 

121), soit par immunocytochimie, à l'aide d'anticorps 5'-bromo-

2'-désoxyuridine fluorescents(122). La mesure dans le temps de la cohorte de cellules marquées 
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au 5'-bromo-2'-désoxyuridine permet d'estimer leur taux de progression à différents stades du 

cycle cellulaire(123)(124

• Pathologie tumorale : (ex. Leucémie aigue) 

). 

 

2 – Indications : 

- Valeur diagnostic : apprécier la ploïdie (index ADN) et le taux de prolifération. 

-  Valeur pronostic : Dans de nombreux cas, les tumeurs diploïdes semblent offrir un 

pronostic plus favorable que les formes aneuploïdes. 

• Autres indications :  

     L'estimation du contenu en ADN et l'analyse du cycle cellulaire ont largement 

contribué à améliorer les connaissances dans d'autres domaines, tels que l'étude des 

cellules testiculaires et des spermatozoïdes, ou les interactions cellule-virus. Elles se sont 

également révélées utiles dans l'analyse d'autres types de cellules, comme les bactéries et 

les levures.(125

 

3 – Matériels : 

1 - Cytométre de flux(

)  

126

3 - Tampon de fixation et de perméabilisation : Un tampon de fixation et de perméabilisation est 

utilisé pour préparer les cellules à l'analyse du cycle cellulaire. Ce tampon permet de fixer les 

): Un cytomètre en flux est l'instrument principal utilisé pour effectuer 

l'analyse du cycle cellulaire. Le cytomètre en flux utilise des lasers pour exciter les 

fluorochromes spécifiques présents sur les cellules, permettant ainsi de mesurer et d'analyser 

leur ADN et leur phase du cycle cellulaire. 

2 - Colorants à ADN : Des colorants à ADN, tels que la bromodésoxyuridine (BrdU) ou le 

propidium iodide (PI), sont utilisés pour marquer l'ADN dans les cellules. Ces colorants 

permettent de quantifier la quantité d'ADN dans chaque cellule et d'identifier les différentes 

phases du cycle cellulaire. 
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cellules, de les rendre perméables aux colorants à ADN et de préserver l'intégrité de l'ADN 

cellulaire. 

4 - Tampon de lavage : Un tampon de lavage, tel qu'un tampon phosphate saliné (PBS), est 

utilisé pour effectuer des lavages cellulaires afin d'éliminer les résidus de colorants et de réduire 

les interférences lors de l'analyse. 

5 - Tubes de prélèvement : Des tubes stériles sont utilisés pour collecter les cellules à analyser. 

Ces tubes doivent être adaptés au cytomètre en flux et compatibles avec les colorants à ADN 

utilisés. 

6 - Échantillon de contrôle : Un échantillon de contrôle contenant des cellules avec un cycle 

cellulaire bien caractérisé est utilisé pour calibrer et vérifier les performances du cytomètre en 

flux, ainsi que pour établir les seuils de détection des différentes phases du cycle cellulaire. 

7 - Filtres optiques : Des filtres optiques spécifiques sont utilisés dans le cytomètre en flux pour 

séparer les différentes longueurs d'onde de fluorescence émises par les colorants à ADN. Ces 

filtres permettent de détecter et de mesurer les signaux fluorescents provenant des colorants 

marquant l'ADN. 

8 - Logiciel d'analyse : Un logiciel d'analyse dédié est utilisé pour traiter les données générées 

par le cytomètre en flux. Le logiciel permet de quantifier les différentes phases du cycle cellulaire 

(G0/G1, S, G2/M) et de générer des résultats précis pour l'analyse du cycle cellulaire. 

 

4 – Mode opératoire :  

La méthode de cytométrie en flux implique d'incuber une petite quantité de sang ou de 

moelle osseuse (100 μL) avec une solution contenant un perméabilisant des membranes, de la 

RNAse (afin d'éviter le marquage de l'ARN) et un intercalant fluorescent comme l'iodure de 

propidium.  

 

Le perméabilisant détruit les globules rouges et permet à l'intercalant de pénétrer jusqu'au 

noyau des leucocytes, rendant ainsi l'ADN des cellules fluorescent avec une intensité 
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proportionnelle à sa quantité. Les cellules qui sont quiescentes ou en phase G1 (avec 2N d'ADN) 

émettent une fluorescence deux fois plus faible que les cellules en phase G2 (avec 4N d'ADN). 

 

 Pour mesurer la quantité d'ADN de manière plus précise, un étalon interne tel que les hématies 

de poussin haploïdes ou les lymphocytes sanguins humains diploïdes peut être utilisé. Les 

cellules en phase S émettent une fluorescence intermédiaire entre ces deux valeurs.  

 

Des logiciels spécifiques sont utilisés pour établir les gaussiennes des pics G1 et G2 et 

extrapoler la courbe de la phase S, ce qui permet de quantifier chaque population. Pour isoler la 

population de blastes de manière précise, une étiquette préalable des antigènes de 

différenciation exprimés à la surface des sous-populations cellulaires est utilisée. 

5 – Résultats :  

Grâce à l'utilisation de logiciels d'intégration des signaux de fluorescence, il est possible 

d'obtenir une détermination précise du pourcentage de cellules dans chaque phase du cycle 

cellulaire ou qui sont aneuploïdes.(127

 
Fig 25 : Instantané (cliché) d’une population à un moment donné, Montrant la quantité d’ADN 

)  
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EXPLORATION DES 
PATHOLOGIES 

ERYTHROCYTAIRES 
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A – Test de Kleihauer:  

 

1 – Généralités :  

Le test de Kleihauer est un examen de frottis sanguin qui utilise des techniques cytochimiques 

pour identifier et mesurer les globules rouges fœtaux dans le sang de la mère lorsqu'il y a un 

soupçon d'hémorragie fœtomaternelle pendant la grossesse ou l'accouchement.(128

• déterminer la quantité de globules rouges fœtaux qui ont pénétré dans la circulation 

sanguine maternelle, en particulier en cas d'hémorragie fœto-maternelle lorsque la mère 

est Rhésus négatif. 

) 

 

2 – Indications : 

• déterminer la dose appropriée d'immunoglobulines anti-Rhésus nécessaire pour 

empêcher la mère de développer une réponse immunitaire. 

• en cas de traumatisme pendant la grossesse, de décollement du placenta ou après des 

procédures de diagnostic prénatal invasives pour évaluer le risque d'hémorragie fœto-

maternelle.(129

 

3 – Matériels : 

•  Lame de microscope : Une lame de microscope est utilisée pour préparer l'échantillon de sang à 

analyser. Assurez-vous que la lame est propre et compatible avec la coloration utilisée. 

) 

• Échantillons requis : frottis sanguin à partir du sang veineux dans un tube EDTA. 

• solution de fixation : alcool éthylique à 80 %. 

• solution tampon : tampon acide citrique-phosphate. 

• incubateur à 37°C. 

• colorants utilisés pour la détection des globules rouges fœtaux : Coloration à 

l'érythrosine B (éosine B), 0,1 % et acide d'Ehrlich hématoxyline.(130) 
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• Microscope : Un microscope est utilisé pour visualiser les cellules colorées sur la lame. Le 

microscope doit être équipé d'objectifs d'immersion d'huile appropriés pour une visualisation 

claire des cellules et d'un système d'éclairage adapté. 

 

4 – Mode opératoire :  

1 - Préchauffer le tampon acide citrique-phosphate et placer 50 ml de la solution tampon dans un 

bocal de coplin et couvrir. Incuber à 37°C pendant 30 minutes. 

2 - Préparation de frottis sanguins fins 

3 - Laisser les frottis sanguins sécher à l'air libre pendant au moins 10 minutes. 

4 - Fixer les frottis sanguins (patients et témoins) dans de l'alcool éthylique à 80% pendant 5 

minutes. 

5 - Rincer soigneusement les frottis à l'eau distillée et les laisser sécher à l'air. 

6 - Placer les frottis secs dans la solution tampon acide citrique-phosphate préchauffée pendant 5 

minutes. Après 1 et 3 minutes d'incubation, retirez avec précaution chaque lame de la solution 

tampon et replacez-la immédiatement. 

7 - Après 5 minutes, retirer les lames de la solution tampon acide citrique-phosphate et les rincer 

soigneusement avec de l'eau distillée et sécher à l'air libre. 

8 - Colorer les frottis secs à l'hématoxyline acide pendant 3 minutes. Rincer à l'eau distillée et 

éliminer le plus possible d'eau des frottis en tapotant doucement une extrémité de la lame sur un 

matériel absorbant. 

9 - Contre-colorer les frottis avec de l'érythrosine B pendant 4 minutes. Rincer à l'eau distillée, 

laisser sécher à l'air et recouvrir d'une lamelle couvre-objet. 

10 - Examiner les lames au microscope à l'aide d'objectifs 100 x à immersion d'huile. 

Fetal red blood cells % =                No. of fetal red cells counted 

--------------------------------------------------- X 100 

                                Total number of red blood cells counted 

(131)(132)(133) 
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5 – Résultats : 

5. 1 Résultats normaux :  

Normalement, les cellules fœtales devraient être absentes du sang maternel La fourchette 

normale est de 0 à 0,1 %, comme l'indiquent d'autres références de laboratoire.(134) 

 

5.2 Résultats anormaux : Intérpretation  

Le test de Kleihauer est considéré comme positif dès qu'il détecte 1 hémoglobine fœtale pour 10 

000 hémoglobines adultes, et un seuil de 5 hémoglobines fœtales pour 10 000 hémoglobines 

adultes est fixé pour déterminer si un contrôle de l'examen est nécessaire. Lorsque le taux 

d'hémoglobine fœtale est inférieur à ce seuil, l'hémorragie fœtomaternelle n'a généralement pas 

d'impact clinique sur le fœtus, mais elle peut provoquer une allo-immunisation chez la mère, en 

particulier avec l'anti-RH1, en fonction de ses phénotypes érythrocytaires.(135

 
Fig 26 : Test de Kleihauer fortement positif (500 HF/10 000 HA), correspondant à une hémorragie 

fœtale de 250 mL de sang. Les érythrocytes fœtaux contiennent de l’hémoglobine F fixant la 
phloxine et sont rose vif et réfringents. (139) 

 

) 
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B - Résistance globulaire osmotique:  

 

1 – Généralités :  

Le test de résistance osmotique est utilisé pour mesurer la résistance des érythrocytes à 

l'hémolyse lorsqu'ils sont exposés à différents niveaux de dilution d'une solution saline.(136

• Historiquement, il a été utilisé pour le diagnostic de Thalassémie. 

) 

 

2 – Indications : 

• Utile pour le diagnostic de sphérocytose héréditaire, elliptocytose héréditaire.(137

3 – Matériels : 

) 

 

1. Sang hépariné ou sang défibriné. 

2. Spectrophotomètre : Un spectrophotomètre est l'instrument principal utilisé pour mesurer 

l'absorbance de la solution contenant les globules rouges après exposition à des solutions 

hypotoniques. Le spectrophotomètre doit être capable de mesurer l'absorbance à la longueur 

d'onde appropriée pour l'analyse des globules rouges. 

3. Cuvettes ou microplaques : Des cuvettes en plastique ou des microplaques sont utilisées pour 

contenir les échantillons de solution contenant les globules rouges. Assurez-vous d'utiliser des 

cuvettes ou des microplaques compatibles avec le spectrophotomètre utilisé. 

4. Échantillon de sang : Un échantillon de sang est prélevé sur le patient. Assurez-vous de suivre 

les procédures standard de prélèvement sanguin pour obtenir un échantillon de haute qualité. 

L'échantillon peut être prélevé dans un tube contenant un anticoagulant approprié, comme 

l'EDTA. 

5. Solution de tampon : Une solution de tampon est utilisée pour préparer les solutions 

hypotoniques de différentes concentrations nécessaires pour le test. La solution de tampon doit 
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avoir une composition appropriée pour maintenir la stabilité des globules rouges lors de la 

dilution. 

6. Solutions hypotoniques : Des solutions hypotoniques, de différentes concentrations, sont 

utilisées pour exposer les globules rouges à des conditions osmotiques variables. Ces solutions 

hypotoniques peuvent être préparées en diluant la solution de tampon avec de l'eau distillée ou 

une solution saline appropriée. 

7. Solution isotonique : Une solution isotonique est utilisée comme témoin pour évaluer la 

résistance globulaire osmotique. Cette solution isotonique peut être une solution saline 

équilibrée à une concentration physiologique. 

8. Pipettes : Des pipettes sont utilisées pour mesurer précisément les volumes nécessaires des 

solutions hypotoniques, de la solution isotonique et des échantillons de sang. 

 

4 – Mode opératoire :  

Le sang veineux hépariné ou défibriné peut être utilisé. 

Le test doit être effectué dans les 2 heures suivant le prélèvement, si le sang est conservé à 

température ambiante, ou dans les 6 heures si le sang a été conservé à 4 °C. 

 1. Introduire 5,0 ml de chacune des 11 solutions salines dans des tubes à essai de 12 × 75 mm, 

ajouter 5,0 ml d'eau dans le 12e tube. 

2. Ajouter à chaque tube 50 μl de sang et mélanger immédiatement en retournant les tubes 

plusieurs fois, en évitant la mousse. 

3. Laisser les suspensions pendant 30 min à température ambiante, mélanger à nouveau puis 

centrifuger pendant 5 min à 1200 g. 

4. Prélever les surnageants et estimer la quantité de lyse dans chacun d'eux à l'aide d'un 

spectromètre réglé sur une longueur d'onde de 540 nm ou d'un colorimètre photoélectrique muni 

d'un filtre jaune-vert (par exemple Ilford 625). Utiliser comme blanc le surnageant du tube 1 

(osmotiquement équivalent à 9 g/l de NaCl). 

5. Attribuer une valeur de 100% de lyse à la lecture du surnageant du tube 12 (eau) et exprimer les 
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lectures des autres tubes en pourcentage de la valeur du tube 12, tracer les résultats en fonction de 

la concentration de NaCl.(138) 

 

5 – Résultats :  

La résistance globulaire est diminuée dans la maladie de Minkowski-Chauffard (sphérocytose 

héréditaire)(139

 
Fig 27: Exemple de test de fragilité aux solutions hypotoniques, tirée du site hematocell, ce 
schéma montre deux cas avec une hémolyse plus rapide en solution hypotonique avec une 

thalassémie et plus longue avec une Sphérocytose Héréditaire.(

), l’elliptocytose héréditaire, les anémies hémolytiques auto-immunes (AHAI). 

La résistance est augmentée dans les syndromes thalassémiques, la drépanocytose, la 

xérocytose héréditaire (stomatocytose déshydratée). 

 

140) 

 

C- Recherche des pathologies constitutionnelles de la membrane du globule rouge en 

ektacytométrie : 

1 – Généralités : 

L’ektacytométrie est une technique utilisée pour mesurer la déformabilité des globules rouges 

en exposant un échantillon très dilué de sang à des contraintes de cisaillement et en mesurant 

l’élongation resultante des globules par l'analyse de la figure de diffraction laser.(141) 
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2 – Indications : 

Diagnostic de :  

• Sphérocytose héréditaire 

• l’elliptocytose héréditaire non sévère et sévère (pyropoïkilocytose) 

• Stomatocytose deshydratées (xérocytose) ou hyperhydratées  

• Ovalocytose de l'Asie du Sud Est(142

 

3 – Matériels :  

) 

1. Analyseur d'éktacytométrie : Un analyseur d'éktacytométrie, également appelé 

éktacytomètre, est l'instrument principal utilisé pour mesurer les propriétés et la forme 

des globules rouges. Il utilise des techniques d'imagerie et de microscopie pour 

analyser les cellules sanguines. Assurez-vous d'avoir accès à un éktacytomètre 

approprié et de suivre les instructions du fabricant pour son utilisation. 

2. Échantillon de sang : Un échantillon de sang est prélevé sur le patient. Il est important 

de suivre les procédures standard de prélèvement sanguin pour garantir un échantillon 

de haute qualité. L'échantillon peut être prélevé dans un tube contenant un 

anticoagulant approprié, comme l'EDTA. 

3. Solution de dilution : Une solution de dilution est utilisée pour préparer l'échantillon de 

sang à une concentration appropriée pour l'analyse en éktacytométrie. La solution de 

dilution doit avoir une composition compatible avec les globules rouges et permettre 

une observation claire des cellules comme une solution visqueuse de 

polyvinylpyrrolidone (PVP) 

4. Cuvettes d'éktacytométrie : Des cuvettes spéciales d'éktacytométrie sont utilisées pour 

contenir les échantillons de sang dilué pendant l'analyse. Ces cuvettes doivent être 

compatibles avec l'éktacytomètre utilisé et permettre une visualisation précise des 

globules rouges. 
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5. Solution de fixation : Une solution de fixation est utilisée pour fixer les globules rouges 

sur les cuvettes d'éktacytométrie afin de prévenir leur mouvement ou déformation lors 

de l'analyse. La solution de fixation doit être adaptée à l'analyse et permettre une 

fixation optimale des globules rouges comme une solution de tampon phosphate (PBS) 

6. Logiciel d'analyse d'image : Un logiciel d'analyse d'image est utilisé pour traiter et 

analyser les images des globules rouges capturées par l'éktacytomètre. Le logiciel 

permet de quantifier les paramètres et les caractéristiques des globules rouges, ainsi 

que d'identifier les anomalies de la membrane du globule rouge. 

 

4 – Mode opératoire : 

⇒ Principe : 

 
Fig 28 : principe de l'ektacytométrie. Un faisceau laser est diffusé par une suspension de 

globules rouges tendue entre un cylindre interne statique et un cylindre externe rotatif. La forme 
de la mesure de diffraction, projetée sur un petit écran est une mesure de déformabilité 

moyenne des GR et passe de circulaire au repos à elliptique à une forte contrainte de 
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cisaillement. Les axes majeurs et mineurs de l’ellipse servent à calculer l’indice d’élongation 
EI=(a-b)/(a+b) (143

• Prélever un échantillon de sang veineux du patient en utilisant des techniques de 

prélèvement sanguin standard. 

) 

 

⇒ Les étapes : 

1. Préparation de l'échantillon : 

• Transférer l'échantillon de sang dans un tube contenant un anticoagulant approprié, 

tel que l'EDTA, pour empêcher la coagulation. 

2. Dilution de l'échantillon : 

• Préparer une solution de dilution en utilisant une solution appropriée, comme une 

solution saline physiologique ou un tampon phosphate salin (PBS). 

• Diluer l'échantillon de sang avec la solution de dilution selon un rapport spécifié, 

généralement 1:100 ou 1:200, pour obtenir une concentration appropriée de 

globules rouges dans la solution. 

3. Fixation des globules rouges : 

• Ajouter une solution de fixation appropriée, telle que le formol tamponné ou le 

glutaraldéhyde, aux globules rouges dilués. Suivre les instructions spécifiques du 

protocole pour la concentration et le temps de fixation recommandés. 

• Mélanger doucement l'échantillon pour assurer une fixation homogène des globules 

rouges. 

4. Préparation de l'échantillon pour l'éktacytométrie : 

• Transférer une petite quantité de l'échantillon fixé dans des cuvettes 

d'éktacytométrie spéciales, en prenant soin de ne pas introduire de bulles d'air. 

• Placer les cuvettes sur le plateau de l'éktacytomètre selon les recommandations du 

fabricant. 

5. Acquisition des données : 
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• Utiliser l'éktacytomètre pour capturer des images des globules rouges fixés et 

effectuer des mesures et des analyses automatisées. 

• Suivre les paramètres spécifiques définis dans le protocole, tels que la forme des 

cellules, la densité de l'hémoglobine, les indices de distribution, etc. 

6. Analyse des résultats : 

• Utiliser un logiciel d'analyse d'image pour traiter et analyser les données 

d'éktacytométrie. 

• Identifier les anomalies de la membrane du globule rouge, telles que les sphérocytes, 

les échinocytes, les acanthocytes, les elliptocytes, etc. 

• Comparer les résultats obtenus avec des valeurs de référence pour déterminer la 

présence de pathologies constitutionnelles de la membrane du globule rouge. 

 

Plusieurs paramètres sont définis dans la courbe osmoscan :  
(i) EImin : indice d'élongation minimal 

(ii) Omin : osmolalité à EImin, en corrélation directe avec l'osmolalité du point de lyse à 50 % 
dans le test de fragilité osmotique et représente le rapport surface/volume 

(iii) EImax : déformabilité maximale des GR 
(iv) Omax : osmolalité à Elmax, représente la fonction du canal ionique 

(v) Ohyper : osmolalité à 50% de EImax dans la région hypertonique, reflète l'état d'hydratation  
(vi) EIhyper (varie en fonction de Elmax) : indice d'élongation à Ohyper 

(vii) AUC : l'aire sous la courbe est directement calculée par le logiciel de Omin à 450 
mOsm/kg.(144) 

Par exemple le module osmoscan de LoRRca MaxSis est réalisé en ajoutant 250 uL de sang total 
à 5 mL de polyvinylpyrrolidone isosmolaire (isoPVP). La suspension de GR diluée est soumise à 
un gradient osmotique croissant (de 80 mOsmol/L à 500 mOsmol/L) sous une contrainte de 

cisaillement constante de 30 mPa.  
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fig 29: Paramètres pertinents de la courbe Osmoscan : 

Omin, EImin, Omax, EImax, Ohyper et EIhyper. 

 

5 - Résultats : 

Exemple 1 : 

 

fig 30 :: Profiles et paramètres osmoscan LoRRca MaxSis pour les témoins et les troubles de la 
membrane des GR. A) Profils osmoscan SH, EH et DHS (témoins colorés en gris) : A1. Profils 
osmoscan pour le profil HS 1, A2. Profils osmoscan pour le profil HS 2, A3. Profils osmoscan 

pour HE ; A4. Profils osmoscan pour dHSt.(145) 
 

Exemple 2 :  
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Fig 31 : Exemple de patient normal et d’un patient avec des troubles de la membrane érythrocytaire 
détectés par ektacytométrie (146

D- Facteur de croissance : dosage de l’erythropoïétine sérique ou plasmatique :  

) 
 
 
 
 

 

1. Généralités : 

L'érythropoïétine (EPO) est une hormone glycoprotéique qui régule la production de globules 

rouges (érythropoïèse) en se liant à un récepteur situé à la surface des cellules progénitrices 

érythroïdes. 

Le principal site de synthèse de l'EPO est constitué par les fibrobroblastes péritubulaires des 

cellules du cortex rénal chez l'homme adulte et par les hépatocytes chez le fœtus. Une petite 

quantité d'EPO extra-rénale est produite dans le foie adulte et il existe des preuves que l'EPO est 



Guide d’analyse biologique en hématologie 

 

 

- 76 - 

également synthétisée par au moins deux autres sites : l'utérus et le cerveau. Le principal 

stimulus de l'augmentation de la production d'EPO est l'hypoxie tissulaire.(147)(148

 

) 

2 . indications : 

• Évaluer les capacités de production d’EPO chez les sujets atteints d’insuffisance rénale 

chronique. 

• Suspecter une carence en EPO, ou du moins une réponse inappropriée de la production 

d’EPO pour corriger une anémie. 

• Le diagnostic différentiel des polyglobulies.(149

 

3. Matériels : 

i) Sang sur tube sec ou EDTA. 

ii) LA TROUSSE DE DOSAGE :  

 *Réactif 1 : Anticorps anti-EPO biotinylé [anticorps monoclonal de souris anti-EPO humaine] 

contenant du ProCLin 300 et un conservateur. 

  *Réactif 2 : Anticorps anti-EPO marqué à l'enzyme peroxydase [monoclonal de souris anti-EPO 

humaine]. 

  *Réactif A ELISA : Solution concentrée de lavage ELISA [saline avec surfactant] contenant la 

ciprofloxacine comme conservateur. 

  *Réactif B ELISA : Substrat TMB [tétraméthylbenzidine] 

  *SOLN = Solution bloquante : Solution bloquante ELISA (acide sulfurique 1N) 

  *PLA = Microplaque : Un support avec des bandelettes recouvertes de streptavidine 

 *CAL = Étalons : EPO humaine synthétique lyophilisée.  

  *CTRL = Contrôles 1 et 2 : EPO humaine synthétique dans une solution-tampon protéinée,  

Chaque contrôle contient la ciprofloxacine comme conservateur. 

iii) MATÉRIEL ET ÉQUIPEMENT NÉCESSAIRES MAIS NON FOURNIS :  

) 
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• Lecteur de microplaques capable de lire à 450 nm et 405 nm.  

• Laveur de microplaques [sinon, un lavage manuel est acceptable]. 

• Pipettes de précision pour 25, 200, 100 et 150 µl.  

• (Facultatif) : Distributeur multi-canaux ou à répétition pour 25, 100 et 150 µl. 

• Minuterie avec une précision de ± 2 minutes.  

• Eau distillée ou déminéralisée. 

• Agitateurs pour microplaques. 

 

4.  Mode opératoire :  

 Dosage immunoenzymatique (ELISA Quantikine IVD EPO, R & D Systems) :  

Ce test est basé sur la méthode  « sandwich » a double anticorps. 

Le premier anticorps est un anticorps monoclonal de souris anti EPO immobilisé sur les parois 

des puits de la microplaque et le deuxième anticorps est conjugué à une peroxydase.  

L'adjonction d'un chromogène et son oxydation la peroxydase donne une coloration lue au 

spectrophotomètre à 450 nm. 

L’absorbance du chromogène mesurée permet d'obtenir une réponse linéaire de 0 à 200 

mU/ml.  

Les dosages sont effectués en double et la limite de détection, pour ce dosage, est de 0,6 

mU/ml.(150

• Prélever un échantillon de sang veineux du patient en utilisant des techniques de 

prélèvement sanguin standard. 

) 

 

Pour schématiser en etapes :  

1.Préparation des échantillons : 

• Transférer l'échantillon de sang dans un tube stérile approprié, tel qu'un tube hépariné ou 

un tube EDTA, pour empêcher la coagulation. 

2. Séparation du plasma ou du sérum : 
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• Centrifuger l'échantillon de sang à une vitesse et pendant une durée spécifiées pour séparer 

le plasma ou le sérum. 

• Transférer le plasma ou le sérum clair dans un nouveau tube propre à l'aide d'une pipette 

Pasteur ou d'une pipette appropriée. Éviter toute contamination avec des globules rouges ou 

des caillots. 

3. Dosage de l'érythropoïétine : 

• Utiliser un kit de dosage spécifique pour l'érythropoïétine, tel qu'un dosage immuno-

enzymatique (ELISA) ou un dosage immunochimique automatisé. 

• Suivre les instructions fournies avec le kit pour préparer les réactifs, calibrer l'appareil et 

effectuer le dosage. 

4. Réalisation du dosage : 

• Ajouter les échantillons de plasma ou de sérum dans les puits ou les cuvettes appropriés du 

kit de dosage. 

• Ajouter les réactifs du kit selon les instructions spécifiques, en respectant les temps 

d'incubation et les températures recommandés. 

• Effectuer les étapes de lavage ou de filtration nécessaires pour éliminer les interférences non 

spécifiques. 

5. Lecture des résultats : 

• Utiliser l'instrument de mesure approprié, tel qu'un spectrophotomètre ou un lecteur de 

plaques, pour lire l'absorbance ou la fluorescence des échantillons. 

• Comparer les valeurs d'absorbance ou de fluorescence des échantillons avec les courbes 

d'étalonnage fournies avec le kit pour déterminer les concentrations d'érythropoïétine dans 

les échantillons. 

 

5. Résultats : 

 Des taux élevés d'érythropoïétine sont associés aux situations suivantes : 

  - Anémie ferriprive. 
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  - Anémie due à la thalassémie. 

 - Anémie hémolytique 

 - Anémie due à la suppression de la moelle osseuse 

 - Polycythémie secondaire (appropriée par exemple haute altitude, maladie pulmonaire ou 

associée à des tumeurs sécrétant de l'érythropoïétine) 

 - Grossesse 

 - Thérapie à la testostérone 

 

Des taux d'érythropoïétine abaissés sont associés aux situations suivantes : 

- Anémie due à une maladie rénale chronique ou à d'autres maladies chroniques (par exemple, 

polyarthrite rhumatoïde, infection par le VIH)  

- La polyglobulie de Vaquez 

- Après une transfusion 

- Thérapie œstrogénique(151

 

  

) 
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EXPLORATION DES 
ANOMALIES DU 

MÉTABOLISME DU FER 
ET HÉMOLYSE  
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A– Ferritine :  

1. Généralités : 

La ferritine est la protéine cellulaire de stockage du fer. 

Elle est présente en petites concentrations dans le sang et la concentration sérique de ferritine 

est normalement en bonne corrélation avec les réserves totales de fer du corps, ce qui rend sa 

mesure importante dans le diagnostic des troubles du métabolisme du fer.(152

2. Indications : 

) 

 

- Les états de carence(153) ou surcharge en fer(154) (Hémochromatoses héréditaires,(155) 

Surcharge en fer transfusionnelle(156

- Maladie de Still(

)…) 

157

- Syndrome d'activation macrophagique.(

) 

158

- Anémie sidéroblastique(

) 

159

- Certains troubles neurologiques : maladie de parkinson(

) 

160),  neuroferritinopathie 

(161

- Nouvelles indications encore sous études comme les coronaropathies.(

)… 

162

 

  3. Matériels : 

Plaques de microtitration : Utilisez des plaques à puits pour réaliser le dosage. Les plaques 

peuvent être revêtues d'anticorps anti-ferritine pour capturer la ferritine présente dans 

l'échantillon. 

 

Réactifs du kit ELISA : 

) 

• 1er anticorps polyclonal mouton (tubes revêtus) 

• 2ème anticorps polyclonal mouton 

• Marqueur : Peroxydase 
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• Etalon de nature hépatique 

• Révelation par : acide azino 2,2’ diéthyl 3 benzothiazoline sulfonique 6 

Échantillons de sérum ou de plasma à partir du  sang prélevé sur tube sec ou héparinate de 

lithium. 

• Pipettes et pointes : Utilisez des pipettes et des pointes appropriées pour transférer avec 

précision les réactifs, les échantillons et les standards dans les puits des plaques de 

microtitration. 

• Lavage de plaques : Un laveur de plaques ou une solution de lavage appropriée pour éliminer 

les substances non liées dans les puits de la plaque de microtitration. 

Lecteur de plaques : Utilisez un lecteur de plaques capable de mesurer l'absorbance à une 

longueur d'onde spécifique. Cela permettra de quantifier la quantité de ferritine présente dans 

les échantillons. 

• Calculatrice ou logiciel d'analyse : Utilisez une calculatrice ou un logiciel d'analyse dédié pour 

interpréter les résultats, établir la courbe d'étalonnage et calculer la concentration de ferritine 

dans les échantillons comme Appareillage : dosage automatisé sur ES 600 (boehringer)(163) 

 

4. Mode opératoire : 

Plusieurs kits de dosage de la ferritine sont disponibles, qui reposent sur une détection 

immunologique à l'aide d'anticorps spécifiques. La technique de révélation peut être réalisée par 

néphélémétrie, turbidimétrie, méthode optique dans un ELISA sandwich ou par compétition. Les 

méthodes isotopiques, qui ont été développées à l'origine, ne sont plus couramment utilisées. La 

spectrométrie de masse peut également être utilisée.(164

1. Préparation des échantillons et des réactifs : 

) 

 

Pour schématiser : 

• Préparez les échantillons de sérum ou de plasma en respectant les bonnes pratiques de 

manipulation des échantillons biologiques. 
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• Vérifiez les conditions de stockage et d'utilisation des réactifs du kit ELISA pour la ferritine. 

• Préparez les réactifs de dilution selon les instructions fournies avec le kit. 

2. Préparation des plaques de microtitration : 

• Prenez une plaque de microtitration à puits avec une capacité suffisante pour les 

échantillons, les standards et les contrôles. 

• Ajoutez les anticorps anti-ferritine dans les puits de la plaque et incubez selon les 

recommandations du fabricant pour permettre la fixation des anticorps sur les parois des 

puits. 

3. Incubation des échantillons et des réactifs : 

• Ajoutez les échantillons de sérum ou de plasma, ainsi que les standards et les contrôles de 

ferritine, dans les puits appropriés de la plaque. 

• Incubez la plaque à une température et une durée spécifiées par le protocole du kit ELISA. 

4. Lavage des plaques : 

• Après l'incubation, lavez les plaques de microtitration pour éliminer les substances non 

liées. 

• Utilisez une solution de lavage appropriée et effectuez plusieurs cycles de lavage en suivant 

les recommandations du fabricant. 

5. Révélation optique : 

• Ajoutez , acide azino 2,2’ diéthyl 3 benzothiazoline sulfonique 6 qui réagit avec l'enzyme 

marquée à la peroxydase présente dans les anticorps de détection. 

• Incubez la plaque pour permettre la réaction chimique et la génération d'un signal optique 

détectable. 

• Mesurez l'absorbance ou la fluorescence dans chaque puits à l'aide d'un lecteur de plaques 

compatible avec la méthode de révélation optique spécifiée. 

6. Analyse des données : 

• Utilisez le logiciel fourni avec le lecteur de plaques ou un logiciel d'analyse approprié pour 

interpréter les données. 
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• Établissez une courbe d'étalonnage à partir des valeurs des standards de ferritine et 

utilisez-la pour quantifier la concentration de ferritine dans les échantillons. 

• Rapportez les résultats en fonction de l'unité de mesure spécifiée et conformément aux 

références cliniques appropriées. 

 

 

Fig 32 : Dosage de ferritine par la technique Elisa Sandwich 

 

5. Résultats : 

          5.1 valeurs normales : 

Homme : 12-300 ng/mL 

Femme : 10-150 ng/mL 

Enfants  : 

Nouveau-né : 25-200 ng/mL 

≤1 mois : 200-600 ng/mL 

2-5 mois : 50-200 ng/mL 

6 mois-15 ans : 7-142 ng/mL(165

- Maladie hépatique aiguë et chronique 

) 

 

5. 2 Interpretation : valeurs anormales : 

♦ Les taux de ferritine augmentent dans les cas suivants : 
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- Infection 

- Inflammation 

- Alcoolisme 

- tumeurs malignes 

- Hyperthyroïdie 

- Maladie de Gaucher 

- Infection du myocarde 

- Surcharge en fer (hémochromatose) 

- Maladie rénale terminale 

- Cancer des cellules rénales 

- Anémie autre que la carence en fer.(166

♦ Le taux de ferritine diminue dans les cas suivants : 

) 

- Carence en fer 

- Hémodialyse. 

 

B - Fer sérique et coefficient de saturation de la transferrine :  

En mesurant à la fois les taux de fer sérique et de transferrine, on peut calculer le coefficient de 

saturation de la transferrine (CSTf). Le dosage du fer sérique seul, sans la mesure de la 

transferrine et du CSTf, n'est pas utile en pratique.(

                                 1 – Généralités : 

167

- Identification d’une carence martiale : La ferritine a une utilité limitée dans certaines 

conditions. Il s'agit d'une protéine de réaction de phase aiguë qui augmente en réponse à 

) 

 

2 – Indications du dosage de CSTf : 
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l'inflammation(168) et les sujets peuvent avoir des valeurs considérablement élevées sans être 

déficients en fer, d’où vient l’intérêt du dosage de CSTf dans les anémies inflammatoires. 

- L’identification des surcharges martiales : notamment dans les hémochromatoses 

héréditaires.(169

3. Agitateur vortex : Cet équipement sera utilisé pour mélanger les échantillons avec les 

agents réducteurs et pour assurer un mélange homogène. 

) 

 

 3 – Matériels : 

1.  Sang sur tube sec ou héparinate de lithium. 

2. . Tubes de microcentrifugation en polypropylène de 1,5 ml avec couvercle : Ces tubes seront 

utilisés pour préparer les échantillons de sérum, d'étalon de fer et d'eau sans fer. 

4. Microfugeuse : Une microfugeuse est nécessaire pour centrifuger les tubes contenant les 

échantillons de sérum et obtenir un surnageant clair. 

5. Spectrophotomètre : Un spectrophotomètre est utilisé pour mesurer l'absorbance des 

échantillons à une longueur d'onde spécifique (562 nm) afin de quantifier la ferritine. 

6. Solution de chromogène (ferrozine) : Cette solution est utilisée pour révéler la réaction 

entre la ferritine et les réactifs du dosage. Elle permet de générer une couleur qui peut être 

mesurée par spectrophotométrie. 

7. Étalon de fer (80 μmol/l) : Il s'agit d'une solution étalon contenant une concentration 

connue de fer. Elle est utilisée comme référence pour calibrer le dosage et permettre la 

quantification de la ferritine dans les échantillons. 

8. Agents réducteurs : Dans ce cas, les agents réducteurs mentionnés sont l'acide 

trichloracétique (100 g/l), l'acide ascorbique (22,7 mmol/l) et l'acide chlorhydrique (0,9 mol/l). 

Ils sont utilisés pour réduire la ferritine présente dans les échantillons, permettant ainsi la 

détection par la réaction de couleur. 

9. Eau sans fer : L'eau sans fer est utilisée comme blanc, c'est-à-dire comme référence pour 

l'absence de fer dans la réaction de dosage.(170) 
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 4 – Mode opératoire : 

1 - Préparation des échantillons : Préparez trois tubes de microcentrifugation en polypropylène 

de 1,5 ml. Placez 0,5 ml de sérum (exempt d'hémolyse) dans le premier tube, 0,5 ml d'étalon de 

fer dans le deuxième tube et 0,5 ml d'eau sans fer dans le troisième tube (blanc). 

2 - Ajout de l'agent réducteur : Ajoutez 0,5 ml de précipitant protéique (agents réducteurs) dans 

chacun des tubes contenant les échantillons. Refermez les tubes avec leur couvercle et mélangez 

bien le contenu, par exemple en utilisant un agitateur vortex. Laissez reposer pendant 5 

minutes. 

3 - Centrifugation : Centrifugez le tube contenant le sérum à 13 000 g pendant 4 minutes dans 

une microfugeuse. Cette étape permet d'obtenir un surnageant optiquement clair. 

4 - Réaction de dosage : À partir du surnageant clair obtenu du tube contenant le sérum, 

prélevez 0,5 ml et ajoutez 0,5 ml de solution de chromogène. Faites de même avec les autres 

mélanges (étalon de fer et blanc). Mélangez soigneusement chaque tube après l'ajout de la 

solution de chromogène. Laissez reposer pendant 10 minutes. 

5 - Mesure de l'absorbance : Utilisez un spectrophotomètre pour mesurer l'absorbance de 

chaque tube à une longueur d'onde de 562 nm. La mesure de l'absorbance se fait par rapport à 

l'eau utilisée comme blanc.(171

La capacité totale de fixation du fer par la transferrine (CTF) est calculée par la formule « 

transferrine (g/L) × 25 » et le coefficient de saturation de la transferrine par la formule « Fer 

sérique (μmol/L)/CTF (μmol/L) ». 

 

5 – Résultats :  

            5.1 – Valeurs normales  : 

Les valeurs de référence peuvent être variables selon les trousses de dosage et les laboratoires. 

À titre indicatif :  

- le taux de fer sérique se situe entre 10 et 40 μmol/L (facteur de conversion : μmol/L = μg/L × 

) 
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0,018) 

- les valeurs de référence de la transferrine entre 1,6 et 4 g/L. 

- Les valeurs normales du CSTf sont entre 20% et 40%.(172) 

 

5.2 Interpretation : Valeurs anormales : 

 

a) le coefficient de saturation de la transferrine : 

- Les valeurs élevées de coefficient de saturation de la transferrine sont observées dans : 

les états de surcharge en fer, l'anémie mégaloblastique et l'anémie sidéroblastique. 

- Les valeurs de saturation de la transferrine diminuent en cas de carence chronique en fer, 

d'infection chronique, de tumeur maligne étendue, d'inflammation des tissus, d'urémie et de 

syndrome néphrotique.(173

b) le fer sérique :  

         - L'augmentation du taux de fer sérique est associée à  : 

* Hémochromatose idiopathique 

* Nécrose du foie (hépatite virale) 

* Hémosidérose causée par un apport excessif en fer (par exemple, transfusions multiples, 

administration excessive de fer) 

* Intoxication aiguë au fer (enfants) 

* Anémie hémolytique 

* Anémie pernicieuse 

* Anémie aplasique ou hypoplasique 

* Intoxication au plomb 

* Thalassémie 

* Carence en vitamine B6 

* Œstrogènes 

) 
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* Éthanol 

* Contraceptifs oraux 

 

                    - Les diminutions du taux de fer sérique sont associées à : 

* L’anémie ferriprive 

* Syndrome néphrotique (perte de protéines liant le fer) 

* Carence en fer 

* Insuffisance rénale chronique 

* Nombreuses infections 

* Hématopoïèse active 

* Rémission de l'anémie pernicieuse 

* Hypothyroïdie 

* Malignité (carcinome) 

* État postopératoire 

* Kwashiorkor. (174)(175)(176) 

 

C - Haptoglobine :  

   1 – Généralités :  

   L'haptoglobine est une protéine abondante qui se lie à l'hémoglobine et qui est présente dans 

le plasma. La fonction de l'haptoglobine est de déterminer le sort de l'hémoglobine libérée des 

globules rouges après une hémolyse intravasculaire ou extravasculaire.(177) 

 

    2 – Indications :  

- Évaluer l'hémolyse chez les patients récemment transfusés.(178) 

- En association avec le dosage du LDH et la bilirubine non conjuguée elle est utilisée comme 

marqueur d’hémolyse dans le cadre d’anémie hémolytique.(179) 
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3 – Matériels : 

• Sérum frais (de préférence non-hémolysé) ou plasma frais (hépariné ou EDTA) 

• Antisérum de chèvre anti-haptoglobine humaine (titre ± 2 mg/ml) 

• Réactif R1 : tampon, polymère, sel inorganique et conservateur 

• Réactif R2 : tampon, sel inorganique et conservateur 

• Microplaques de dosage spécifiques à la méthode immunoturbidimétrique 

• Pipettes de précision pour les volumes nécessaires (par exemple, pipettes de 1 ml, 200 µl 

et 20 µl) 

• Pipettes à usage unique (pour éviter toute contamination croisée) 

• Solution tampon de lavage (pour les étapes de lavage des microplaques) 

• Solution standard d'haptoglobine (pour créer une courbe d'étalonnage) 

• Solution de dilution (si nécessaire pour ajuster la concentration de l'échantillon) 

• Système analytique équipé d'un détecteur de turbidité 

• Logiciel d'analyse des données (pour le traitement et l'interprétation des résultats) 

• Consommables de laboratoire supplémentaires (tubes à essai, récipients de stockage, 

supports de pipettes, etc.) 

 

4 – Mode opératoire : 

    L’haptoglobine est dosée par des tests immunologiques, immunonéphélémétrie ou 

immunoturbidimétrie, à l’aide d’anticorps spécifiques. 

 

 ⇒ Etapes de la méthode immunoturbidimétrique :  

1. Préparation des échantillons : 

• Préparez les échantillons de sérum frais ou de plasma frais (hépariné ou EDTA). 

• Si nécessaire, diluez les échantillons avec une solution de dilution appropriée pour obtenir 

des concentrations dans la plage de mesure de l'analyse. 

• Assurez-vous que les échantillons sont exempts de particules ou de turbidité excessives. 
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2. Préparation des réactifs : 

• Préparez les réactifs R1 et R2 conformément aux instructions fournies avec le kit de 

dosage. 

• Vérifiez la stabilité des réactifs et respectez les conditions de stockage recommandées. 

3. Préparation des microplaques : 

• Ajoutez les volumes appropriés de réactif R1 et R2 dans les puits de la microplaque selon 

le protocole spécifique du kit. 

• Mélangez délicatement les réactifs en agitant légèrement la microplaque. 

4. Ajout des échantillons et des standards : 

• Ajoutez les échantillons de sérum ou de plasma dans les puits appropriés de la 

microplaque. 

• Ajoutez les standards d'haptoglobine dans les puits dédiés pour créer une courbe 

d'étalonnage. 

5. Réaction spécifique et incubation : 

• L'antisérum anti-haptoglobine réagit spécifiquement avec l'haptoglobine présente dans 

l'échantillon, formant un complexe antigène-anticorps. 

• Incubez la microplaque à une température spécifiée dans les instructions du kit pendant 

une durée déterminée pour permettre la réaction entre l'haptoglobine et l'antisérum. 

6. Mesure de la turbidité : 

• Mesurez la turbidité de chaque puits de la microplaque à deux longueurs d'onde : 340 

nm et 700 nm. 

• La turbidité mesurée à ces longueurs d'onde est proportionnelle à la concentration en 

haptoglobine dans l'échantillon. 

• Enregistrez les valeurs d'absorbance ou de turbidité obtenues pour chaque échantillon et 

standard. 

7. Analyse des données : 



Guide d’analyse biologique en hématologie 

 

 

- 92 - 

• Utilisez un logiciel d'analyse des données fourni avec le système analytique pour traiter 

les résultats. 

• Construisez une courbe d'étalonnage à partir des valeurs des standards et déterminez les 

concentrations d'haptoglobine dans les échantillons en utilisant cette courbe. 

 

5 – Résultats : 

5.1 Valeurs normales :  

Adulte: 50-220 mg/dL or 0.5-2.2 g/L 

Nouveau-né : 0-10 mg/dL or 0-0.1 g/L(180

• Maladies associées à une élévation de la vitesse de sédimentation des érythrocytes, telles 

que l'infection, le traumatisme, l'inflammation, l'hépatite, l'amylose, les maladies du collagène, le 

lymphome et la leucémie. 

) 

5.2 Interprétation : valeurs anormales : 

- Une augmentation du taux d'haptoglobine est observée dans les cas suivants : 

• Maladies obstructives ou biliaires 

• Utilisation de stéroïdes 

• Anémie aplastique 

• Diabète sucré 

• Tabagisme 

• Syndrome néphrotique 

• Augmentation du taux d'œstrogènes 

- Une diminution ou une absence de taux d'haptoglobine est observée dans les cas 

suivants : 

• Hémolyse intravasculaire (sphérocytose héréditaire, déficit en pyruvate kinase, anémie 

hémolytique auto-immune, réactions transfusionnelles) 

• Hémolyse extravasculaire (hémorragie intrapéritonéale) 
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• Hémolyse intramédullaire (thalassémies, anémies sidéroblastiques, anémies 

mégaloblastiques) 

• Génétique (l'haptoglobine est absente chez 1 % des Blancs et 4 à 10 % des Noirs) 

• Cirrhose 

• L'enfance 

• Grossesse 

• Brûlures.(181)(182

 

 

  

) 
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EXPLORATION DES 
ANOMALIES DE 
L’HEMOGLOBINE 
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1 

A - Électrophorèse de l’hémoglobine : 

2  – 

 – Généralités :  

L'électrophorèse de l'hémoglobine est utilisée comme test de dépistage pour identifier les 

hémoglobines normales et anormales et évaluer leur quantité. Les types d'hémoglobine 

comprennent l'hémoglobine A1 (HbA1), l'hémoglobine A2 (HbA2), l'hémoglobine F (HbF ; 

hémoglobine fœtale), l'hémoglobine C (HbC) et l'hémoglobine S (HbS). 

 

- 

Indications :  

diagnostic d’une thalassémie.(183

- Suivis pré- et post-transfusionnels des patients porteurs d’une hémoglobinopathie (syndrome 

drépanocytaire majeur).(

) 

184

- Dépistage d’une hémoglobinopathie devant des signes cliniques et/ou biologiques évocateurs 

: anémie microcytose, polyglobulie, érythroblastose, anomalie morphologique des globules 

rouges. 

) 

 

3 – Matériels : (Pour électrophorèse sur acétate de cellulose) 

- Échantillons de sang : sang total prélevés chez les patients sur tube EDTA.(185

• Cuve d'électrophorèse avec des compartiments pour les échantillons et les électrodes. 

) 

- Matériel électrophorétique : 

• Bloc d'alimentation électrique capable de fournir 350 V à 50 mA pour les gels d'acétate de 

cellulose et d'agarose acide. 

• Gel d'acétate de cellulose préparé avec les dimensions appropriées pour le système 

d'électrophorèse utilisé. 

• Papier-filtre absorbant. 

- Solutions et tampons : 

• Tampon de migration : une solution tampon spécifique adaptée à la méthode utilisée, 

généralement composée de Tris-HCl et d'acide borique. 
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• Tampon de coloration : une solution contenant un colorant approprié pour visualiser 

l'hémoglobine, comme le Bleu de Bromophénol ou le Ponceau S. 

• Solutions de lavage : des solutions tamponnées pour rincer le gel et éliminer les interférences. 

- Échantillons de sang : 

• Échantillons de sang total prélevés chez les patients, contenant l'hémoglobine à analyser. 

• Les échantillons doivent être manipulés conformément aux bonnes pratiques de laboratoire et 

aux protocoles de sécurité. 

- Système de détection et d'analyse : 

• Scanner ou densitomètre pour numériser et quantifier les bandes d'hémoglobine après 

électrophorèse. 

• Logiciel d'analyse pour interpréter les résultats et comparer les bandes d'hémoglobine avec 

des standards de référence. 

- Standards de référence : 

• Échantillons d'hémoglobine normale ou standards commerciaux d'hémoglobine variantes 

pour la comparaison et l'identification des bandes d'hémoglobine. 

 

4 – Mode opératoire : (électrophorèse acétate de cellulose à ph alcalin) 

1. Centrifuger les échantillons à 1200 g pendant 5 minutes. Diluer 20 μl des globules rouges  

avec 150 μl du réactif hémolysant. 

Mélanger doucement et laisser reposer pendant au moins 5 minutes. 

 2. L'alimentation électrique étant déconnectée, préparer la cuve d'électrophorèse en plaçant des 

quantités égales de tampon TEB dans chacun des compartiments de tampon extérieurs. Mouiller 

deux mèches de chambre le tampon et en placer une le long de chaque support de 

séparateur/pont en veillant à ce qu'elles soient en contact avec le tampon. 

3. Imprégner l'acétate de cellulose en le faisant descendre lentement dans un réservoir de 

tampon . Laisser tremper l'acétate de cellulose pendant au moins 5 minutes avant de l'utiliser. 
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4. Remplir la plaque à puits d'échantillons avec 5 μl de chaque échantillon dilué ou de control et 

couvrir avec une lamelle couvre-objet de 50 mm ou une lame de verre " courte " pour éviter 

l'évaporation. Chargez une deuxième plaque à puits d'échantillons avec la solution d'agent 

mouillant. 

5. Nettoyer les embouts des applicateurs immédiatement avant l'utilisation en les chargeant avec 

la solution d'agent mouillant et en les appliquant sur un buvard. 

6. Retirer la bande d'acétate de cellulose du tampon et l'éponger deux fois entre deux couches 

de papier buvard propre. Ne pas laisser sécher l'acétate de cellulose. 

7. Charger l'applicateur en enfonçant deux fois les pointes dans les puits d'échantillons et 

appliquer ce premier échantillon sur du papier buvard propre. Recharger l'applicateur et 

appliquer les échantillons sur l'acétate de cellulose. 

8. Placer les plaques d'acétate de cellulose en travers des ponts, la face plastique en haut. Placer 

deux lames de verre sur la bande pour maintenir un bon contact.  

Effectuer une électrophorèse à 350 V pendant 25 minutes. 

9. Après 25 min d'électrophorèse, transférer immédiatement l'acétate de cellulose dans du 

Ponceau S et fixer et colorer pendant 5 min. 

10. Éliminer l'excès de colorant en lavant pendant 5 minutes dans le premier réservoir d'acide 

acétique et pendant 10 minutes dans chacun des deux autres. Éponger une fois en utilisant du 

papier buvard propre et laisser sécher. 

11. Etiqueter les membranes et les conserver dans une enveloppe plastique.(186) 

 

5 – Résultats : 

5–1 Valeurs normales :  

Adulte/personne âgée : Pourcentage de l'Hb totale : 

HbA 1 : 95-98% 

HbA 2 : 2 à 3 

HbF : 0.8-2% 
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HbS : 0% 

HbC : 0 %  

HbE : 0 %  

 

Enfants : HbF : 

Nouveau-né : 50-80% 

< 6 mois : < 8% 

>6 mois : 1-2% (162) 

 

 
Fig 33 : migration de l'HBS sur acétate de cellulose à ph alcalin.(187

- Présence d'HbS, mais avec une proportion plus élevée d'HbA que  : trait drépanocytaire (HbAS) 

ou α-thalassémie drépanocytaire. 

) 

 

5 – 2 Interpretation : Valeurs anormales  

Les résultats indiquent ce qui suit : 
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- Présence d'HbS et d'HbF, mais pas d'HbA : anémie drépanocytaire (HbSS), bêta0 -thalassémie 

drépanocytaire (persistance héréditaire de l'hémoglobine fœtale [HPFH]) ou drépanocytose-HPFH. 

- Proportion globalement plus élevée d'HbS que d'HbA et d'HbF:thalassémie bêta+ drépanocytaire 

(la plus probable) 

- Présence d'HbC, mais avec une proportion plus élevée d'HbA que d'HbC : trait HbC (HbAC) 

- Présence de HbC et de HbF, mais pas de HbA : 'hémoglobinose C, thalassémie (HbC-HPFH) 

- Une proportion plus élevée de HbC que de HbA :  thalassémie 

- Présence de HbS et de HbC : hémoglobinose S-C 

- Présence de HbH : hémoglobinose H 

- Augmentation de l'HbA2 : bêta-thalassémie mineure 

- Augmentation de l'HbF : persistance héréditaire de l'hémoglobine fœtale, drépanocytose, bêta-

thalassémie, hémoglobinose E(188

B) Test de solubilité de l’hémoglobine (Itano, falciformation) : 

 

1 – Généralités :  

        Le test d'Itano est une méthode biochimique utilisée pour détecter la présence d'HbS  

(hémoglobine S) dans un échantillon sanguin. Il s'agit d'un test de solubilité de l'hémoglobine 

(Hb) qui repose sur la formation d'un précipité lorsque l'HbS est désoxygénée. 

        Le test de falciformation est un test cytologique permettant la mise en évidence et 

l’évaluation du nombre d’hématies falciformes, contenant de grandes quantités d’hémoglobine S 

(HbS), dans un échantillon sanguin. 

2 – Indications : 

diagnostic d’un syndrome drépanocytaire majeur en situation d’urgence, lorsqu’une étude de 

l’hémoglobine et un dosage d’HbS, qui sont des techniques longues, sont impossibles à réaliser. 

 

) 
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3 – Materiels :  

* Pour réaliser le test d'Itano, également connu sous le nom de test de solubilité de 

l'hémoglobine S, 

il faut :  

 - Échantillon sanguin : Sang total sur EDTA. 

 - Réactif de solubilité : une solution de réactif de solubilité spécifique, telle que la solution de 

dithionite de sodium, qui est couramment utilisée dans ce test  

 -Tubes à essai :  des tubes à essai propres et stériles pour effectuer les réactions. 

 - Pipettes : Des pipettes jetables ou réutilisables sont nécessaires pour mesurer précisément les 

volumes d'échantillon sanguin et de réactif. 

 - Agitateur : moyen d'agiter l'échantillon sanguin avec le réactif de solubilité. Un agitateur 

mécanique ou une agitation manuelle peuvent être utilisés. 

 

* Pour réaliser le test de falciformation, il faut :  

- Échantillon sanguin : Sang totale sur EDTA 

- Tubes à essai : Utilisez des tubes à essai propres et stériles pour effectuer les réactions. 

- Réactif de solubilité : Utilisez une solution de réactif de solubilité spécifique, telle que la 

solution de métabisulfite de sodium (bisulfite de sodium) 

- Pipettes : Des pipettes jetables ou réutilisables sont nécessaires pour mesurer précisément 

les volumes d'échantillon sanguin et de réactif. 

- Agitateur : Vous aurez besoin d'un moyen d'agiter l'échantillon sanguin avec le réactif de 

solubilité. Un agitateur mécanique ou une agitation manuelle peuvent être utilisés. 

- Microscope : Un microscope optique est nécessaire pour observer les échantillons et détecter 

la formation de cristaux ou de fibres en forme de faucille. 
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4 – Mode opératoire :  

* Pour le test d’Itano :  

 

1- Prélevez un échantillon de sang du patient et placez-le dans un tube à essai. 

2- Ajoutez une solution de réactif de solubilité spécifique, tel que le dithionite de sodium, 

au tube contenant l'échantillon de sang Mélangez délicatement le contenu du tube pour assurer 

une distribution homogène du réactif. 

3- Laissez le tube à l'air libre pendant quelques minutes pour permettre la désoxygénation 

de l'hémoglobine. 

4- Examinez visuellement le contenu du tube pour détecter la formation de précipités 

insolubles, ce qui indiquerait la présence d'hémoglobine S (HbS). 

*Pour le test de falciformation :  

 

1. Prélevez un échantillon de sang du patient et placez-le dans un tube à essai. 

2. Ajoutez une solution de réactif de solubilité spécifique, telle que la solution de 

métabisulfite de sodium (bisulfite de sodium), au tube contenant l'échantillon de sang . 

3. Mélangez délicatement le contenu du tube pour assurer une distribution uniforme du 

réactif. 

4. Laissez le tube à l'air libre pendant quelques minutes pour permettre la désoxygénation 

de l'hémoglobine. 

5. Examinez l'échantillon sous un microscope optique à faible grossissement (10x ou 20x) 

pour observer la formation de cristaux ou de fibres en forme de faucille caractéristiques de 

l'hémoglobine S (HbS). 

 

  5 – Résultats : 

       5.1 – Le test d’Itano : 
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Le test permet d’identifier la présence d’HbS, mais de rares autres variants de l’Hb précipitent 

également. De fausses réactions négatives sont observées avec des hémolysats trop dilués, ayant 

une concentration d’HbS égale ou inférieure à 20 % ou en présence d’un pourcentage important 

de méthémoglobine. 

Le test ne permet pas d’apprécier le taux d’HbS. 

 

 

Fig 34 : Test d’Itano négatif (à gauche) et test d’Itano positif (à droit) après 5 à 15 minutes. (189

- Le test est négatif si les hématies conservent leur forme ronde. 

)  

5.2 – le test de falciformation : 

- Le test est positif si les hématies prennent progressivement une forme de faucille, de 

feuilles de houx, de banane aux extrémités pointues, souvent dentelée. 

- Le test est positif pour le portage du trait drépanocytaire si quelques hématies sont en 

faucille (et qu’il n’y a pas de signes cliniques). 

Un sujet sain possède moins de 1 % de cellules falciformes. 
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Fig 35 : Falciformation des hématies en milieu pauvre en oxygène (190) 

 

 

C - Test à l’isopropanol (Hb instable) : 

1 – Généralités : 

Les variantes d'hémoglobine présentent un large spectre d'instabilité, mais les hémoglobines 

cliniquement instables peuvent être détectées par le test à l'isopropanol.(191) 

Lorsque l'hémoglobine est dissoute dans un solvant tel que l'isopropanol, qui est moins polaire 

que l'eau, les liaisons hydrophobes de van der Waals sont affaiblies et la stabilité de la molécule 

est diminuée. Dans des conditions contrôlées, les hémoglobines instables précipitent, tandis que 

les hémoglobines stables restent en solution.(192) 

 

2 –Indications : 

Le test à l'isopropanol est utilisé pour détecter la présence d'une hémoglobine instable lors de 

l'évaluation des causes d'hémolyse chronique ou aiguë. Il est recommandé de le prescrire 

conjointement avec une étude complète de l'hémoglobine pour rechercher d'autres variants, 

ainsi que, si nécessaire, une recherche de corps de Heinz, qui correspond à la précipitation de 

l'hémoglobine instable à l'intérieur des érythrocytes et qui est généralement positive dans ce 

contexte. 
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3 – Matériels : 

1 - Prélèvement : 

• Sang total sur EDTA, citrate ou héparine. 

2 - Solution de Tris-HCl 0,1 M, pH 7,4 : 

• Tris-hydroxymétyl-amino-méthane (1,21 g) 

• Eau distillée (100 ml) 

• HCl 4 M pour ajuster le pH à 7,4. 

3 - Tampon Tris-isopropanol : 

• Solution de Tris-HCl 0,1 M, pH 7,4 (83 ml) 

• Isopropanol (17 ml). 

4 - Matériel supplémentaire : 

• Tubes propres et secs 

• Pipettes ou micropipettes 

• Agitateur vortex ou dispositif de mélange 

• Centrifugeuse 

• Réactifs supplémentaires (comme l'HCl 4 M, si nécessaire) 

• Matériel de sécurité (gants, blouse de laboratoire, etc.) 

 

4 – Mode opératoire : 

1 - Prélevez du sang total sur un tube contenant de l'EDTA, du citrate ou de l'héparine. 

2 - Préparez le tampon Tris-HCl 0,1 M en dissolvant 1,21 g de tris-hydroxymétyl-amino-

méthane dans 100 ml d'eau distillée. Ajustez le pH à 7,4 en ajoutant de l'HCl 4 M. 

3 - Préparez le tampon Tris-isopropanol en mélangeant 83 ml de solution Tris-HCl 0,1 M, pH 

7,4 avec 17 ml d'isopropanol. 

4 - Ajoutez 1 ml de sang total prélevé dans un tube propre et sec. 

5 - Ajoutez 2 ml de tampon Tris-HCl 0,1 M, pH 7,4 dans le tube contenant le sang. 
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6 - Mélangez soigneusement le contenu du tube en utilisant un agitateur vortex ou un dispositif 

de mélange pour assurer une homogénéisation. 

7 - Incubez le tube pendant 30 minutes à température ambiante. 

8 - Ajoutez 1 ml de tampon Tris-isopropanol dans le tube contenant le mélange sang-tampon. 

9 - Mélangez à nouveau soigneusement le contenu du tube. 

10 - Centrifugez le tube à une vitesse appropriée pour séparer les cellules et le plasma. 

11 - Dans deux petits tubes bouchés, placez 2 ml de tampon tris-isopropanol et 0,2 ml 

d'hémolysat dans chaque tube. 

12 - Mélangez les tubes par inversion et placez-les à 37°C dans un bain-marie. 

13 - Vérifiez la présence d'un précipité floculant à 5, 20 et 30 minutes. 

14 - Observez la présence de précipité ou de coloration anormale dans le plasma, ce qui peut 

indiquer la présence d'une hémoglobine instable.(193) 
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5 – Résultats : 

La solution d'hémoglobine de contrôle reste claire pendant 30 à 40 minutes, alors que la 

présence d'une hémoglobine instable devient évidente en 5 minutes, avec la formation d'un 

précipité floconneux en 20 minutes.(194

2  – Indications : 

) 

 

D -  Recherche d’une anomalie de l’hémoglobine : 

                   1 – Généralités : 

Un bilan standard pour la recherche d’une hémoglobine anormale doit inclure 3 tests 

phénotypiques distincts, dont au moins une technique électrophorétique avec interprétation. 

Les hémoglobinopathies sont classiquement séparées en deux grandes catégories: 

- les variants de l’Hb avec anomalie qualitative: synthèse en quantité normale d’une hémoglobine 

«anormale»  

- les variants de l’Hb avec anomalie quantitative: défaut quantitatif de production d’une 

hémoglobine normale, ce qui correspond à une thalassémie.  

Quelques variants de l’Hb ont la particularité d’associer à la fois un défaut qualitatif et 

quantificatif.  

 

La recherche d'anomalies de l'hémoglobine est couramment effectuée lorsque l'on découvre 

une anémie hémolytique, une microcytose isolée sans carence martiale évidente, des signes de 

polyglobulie ou des anomalies morphologiques des hématies. Elle peut également être 

demandée dans des contextes tels que des investigations familiales, chez des patients 

présentant une origine ethnique ou géographique à risque, dans le cadre d'un dépistage 

néonatal ou, plus rarement, suite à la découverte fortuite d'un variant lors d'un dosage d'HbA1c 

ou en présence de signes clinico-biologiques d'hémolyse tels qu'une splénomégalie, des taux 

élevés de LDH, une bilirubine élevée ou une diminution de l'haptoglobine, entre autres.(195) 
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 3 – Matériels : 

Le matériel dépend de la méthode utilisée. 

 

 4 –  Mode opératoire :  

Plusieurs techniques sont disponibles pour séparer les différentes fractions d'hémoglobine en 

fonction de leur charge électrique et de leur migration. Parmi ces techniques, on retrouve la 

chromatographie liquide haute pression (HPLC), l'électrophorèse capillaire, l'électrophorèse à pH 

acide, l'isofocalisation électrique, la séparation des chaînes de globine et le test d'Itano (HbS). 

Il est recommandé d'utiliser au moins trois méthodes, dont une méthode basée sur 

l'électrophorèse, pour effectuer une analyse complète des hémoglobines. 

 

5 – Résultats :  

 Les anomalies des chaînes de globine sont associées à des pathologies spécifiques. La 

recommandation d’utiliser trois tests différents témoigne des sensibilités variables de ces 

techniques.(196

1. Généralités : 

) 

E-  Exploration de l’affinité de l’hémoglobine  (oxymétrie mesure de la p50) : 

L’affinité de l’hémoglobine pour l'oxygène est définie par la valeur de la «P50» (Po2, de demi-

saturation de l'hémoglobine). Celle-ci dépend de plusieurs facteurs: pH, Pco2, température, mais 

également de la concentration en phosphates organiques intra-globulaires: 2-3 

diphosphoglycérate (2-3 DPG) et à un degré moindre ATP.(197)(198)(199)(200) 

La mesure de cette affinité peut être obtenue par le tracé complet de la courbe de 

Barcroft(201) ou par un automate de gaz du sang sur un prélèvement veineux. (202

2. Indication : 

)  

Cette analyse est le plus souvent prescrite dans un bilan de polyglobulie vraie,(203) après 

élimination d’une fausse polyglobulie, d’une polyglobulie secondaire à une hypoxie tissulaire 

(tabac, BPCO, apnées du sommeil, intoxication chronique au CO ou à des produits 
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méthémoglobinisants), liée à une sécrétion inappropriée d’EPO, ou primitive (maladie de Vaquez 

et autres néoplasies myéloprolifératives). 

 

Fig 36 : . Proposition d’arbre décisionnel en cas de suspicion d’hémoglobine hyperaffine(204

3. Matériels : (Hémox-analyzer)  

 

) 

 

• Hemox Analyzer : Il s'agit de l'appareil principal utilisé pour mesurer la p50. L'automate Hemox 

Analyzer est spécialement conçu pour effectuer des analyses de gaz sanguins et d'hémoglobine. 

 

• Échantillons de sang : Sang total sur EDTA.(205

 

) 

• Capillaires héparinés : Les capillaires héparinés sont de petits tubes en verre ou en plastique qui 

permettent de prélever et de manipuler de petites quantités de sang. Ils sont souvent utilisés 

pour les analyses de gaz sanguins. 
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• Réactifs : Les réactifs spécifiques à l'automate Hemox Analyzer sont nécessaires pour effectuer 

l'analyse de la p50. Ces réactifs peuvent varier en fonction du modèle d'automate utilisé.  

 

4. Mode opératoire :  

 

1 . Préparation des échantillons : 

a. Prélevez des échantillons de sang veineux avec de l'héparine comme anticoagulant. 

b. Conservez les échantillons à 4°C sur de la glace humide jusqu'à l'analyse. 

c. Diluez 50 µL de sang total avec 5 µL de solution Hemox, un tampon fourni par le fabricant 

pour maintenir le pH à 7,4±0,01. 

d. Aspirez l'échantillon-tampon dans une cuvette. 

 

2 . Équilibrage de la température : 

a. Assurez-vous que la cuvette contenant l'échantillon-tampon est à une température de 37°C. 

b. Oxygénez l'échantillon en le mettant en contact avec de l'air pour atteindre une saturation à 

100%. 

 

3. Enregistrement de la courbe : 

a. Ajustez la valeur de la pression partielle d'oxygène (pO2) selon les paramètres requis. 

b. Désoxygénez l'échantillon en le mettant en contact avec de l'azote gazeux. 

c. Pendant le processus de désoxygénation, enregistrez la courbe de dissociation de 

l'oxyhémoglobine sur du papier millimétré. 

d. Utilisez une électrode à oxygène de Clark pour détecter le changement de tension de 

l'oxygène, qui est enregistré sur l'axe x d'un enregistreur x-y. 
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e. Simultanément, contrôlez l'augmentation de la fraction d'oxyhémoglobine en effectuant une 

spectrophotométrie à double longueur d'onde (560 nm et 576 nm) et en l'affichant sur l'axe des 

y. 

 

4. Détermination de la p50 : 

a. Extrapoler la valeur de la p50 sur l'axe des x à partir de la courbe enregistrée. 

b. La p50 est définie comme le point où la saturation en oxygène est de 50%.(206) 

5.Résultats : 

 

La saturation artérielle de l'hémoglobine est liée à la PO2. La PO2 à une saturation de 50% 

(P50) est normalement de 27 mmHg. 

La courbe de dissociation est déviée à droite sous l'effet d'une augmentation de la 

concentration en ions hydrogène (H+), d'une augmentation du 2,3-diphosphoglycérate (DPG) 

des globules rouges, d'une augmentation de la température (T) et de la PCO2. 

La diminution des taux d'H+, de DPG, de la température et de la PCO2 dévie la courbe vers la 

gauche. 

L'hémoglobine caractérisée par une déviation à droite de la courbe de dissociation de 

l'hémoglobine a une affinité diminuée pour l'oxygène, et celle caractérisée par une déviation à 

gauche une affinité plus élevée pour l'oxygène.(207) 

 



Guide d’analyse biologique en hématologie 

 

 

- 111 - 

 

 

                                     fig 37 : courbe de dissociation de l'hémoglobine(208) 
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F – Recherche des anomalies de l’hémoglobine sur carton de Guthrie dans le cadre du dépistage 

néonatal : 

                              1- Généralités :  

Le test de Guthrie vise à détecter les maladies infectieuses et les caractéristiques 

génétiques, en particulier les anomalies innées du métabolisme, asymptomatiques à la 

naissance. 

Cet examen permet le diagnostic et le traitement précoces 

des patients atteints de ces maladies, afin d'éviter des dommages à l'enfant, tels que les 

déficiences intellectuelles. 1-3 Pour le test de Guthrie, quelques gouttes de sang sont prélevées 

sur le talon du nouveau-né (NB),et recueillies sur du papier filtre.  

La période de prélèvement de l'échantillon ne doit pas être inférieure à 48 heures d'alimentation 

en protéines et ne doit pas dépasser 30 jours après la naissance. 

Cependant, la période idéale se situerait entre le troisième et le septième jour de la naissance 

chez les nouveau-nés.(209)(210)(211) 

 2. Indications :  

L’indication majeure en hématologie est le dépistage néonatal la drépanocytose.(212) 

 

3. Matériels :  

- Carton de Guthrie : 

Il s'agit d'un support en papier filtre spécial utilisé pour le prélèvement de gouttes de sang chez 

les nouveau-nés. 

- Lancettes de prélèvement : 

Utilisées pour percer la peau du talon du nouveau-né afin de prélever des gouttes de sang sur le 

carton de Guthrie. 

- Tampons antiseptiques : 

Utilisés pour nettoyer la peau du talon avant le prélèvement de sang. 

- Gants jetables : 
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Pour assurer l'hygiène et la sécurité lors de la manipulation du sang et du matériel. 

- Dispositif de prélèvement : 

Peut inclure un stylo de lancettes ou un dispositif de piqûre du talon pour faciliter le prélèvement 

de sang. 

- Bandelettes réactives : 

Des bandelettes spéciales imprégnées de produits chimiques réagissant avec les différentes 

formes d'hémoglobine. 

- Réactifs de coloration : 

Comme le réactif de coloration à la dithionite de sodium 

- Équipement de lecture ou de visualisation : 

Un lecteur de carton de Guthrie ou une source de lumière adéquate pour examiner les résultats 

des tests de dépistage. 

- Matériel d'emballage et d'expédition : 

Des enveloppes spéciales, des étiquettes d'identification et des sacs de transport pour assurer 

l'envoi sécurisé des échantillons de carton de Guthrie au laboratoire. 

Laisser sécher 2 heures loin d’une source de chaleur. Mettre le papier sous enveloppe et 

l’adresser au laboratoire chargé du dépistage. Informer les parents qu’ils ne seront prévenus 

qu’en cas d’anomalie et qu’une absence de réponse signifie que le test est normal.(213) 
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Fig 37 : Prélèvement sanguin sur carton Guthrie du dépistage néonatal par 

veinoponction au dos de la main.(214) 

 

 

                                                         4. Méthodes : 

Toutes méthodes de séparation de protéines peuvent être utilisées :  

Chromatographie liquide à haute performance(215), électrophorèse capillaire(216) et la 

spectrométrie de masse(217) 

Toutes ces méthodes sont automatisées.  

  

                                                         5. Résultats :  

- Mesure qualitative : la nature des variants fréquents et rares est présomptive et doit être 

impérativement confirmée par une ou deux autres techniques (y compris pour l’HbS).  

- Évaluation semi-quantitative du pourcentage des fractions présentes normales et 

anormales.(218

 
 
 

) 
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TESTS GLOBAUX  
ET FACTEURS DE 

COAGULATION  
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A – Temps de Quick (taux de prothrombine/INR) en l’absence de traitement par antivitamine K :  

1 – Principe :  

Le temps de quick (ou taux de prothrombine) est une mesure de l'intégrité des voies communes 

extrinsèques et finales de la cascade de la coagulation. Il s'agit du facteur tissulaire et des 

facteurs VII, II (prothrombine), V, X et du fibrinogène. Le test est réalisé en ajoutant du calcium et 

de la thromboplastine, un activateur de la voie extrinsèque, à l'échantillon de sang, puis en 

mesurant le temps (en secondes) nécessaire à la formation d'un caillot de fibrine.(219) 

Cette mesure dépend de la thromboplastine utilisée (généralement imposée par les fabricants 

d’automates mesurant le TP) et peut donc varier d’un laboratoire à l’autre. 

Pour harmoniser les résultats a été mis au point un indice appelé ISI ou index de sensibilité 

international qui compare la thromboplastine utilisée par le laboratoire avec une 

thromboplastine internationale étalon. L’ISI de la thromboplastine de référence est de 1. 

L’INR est le rapport du temps de Quick du malade sur celui du témoin (exprimés tous deux en 

secondes) élevé à la puissance ISI, selon la formule : 

INR = (Temps du malade/Temps du témoin)isi  (220) 
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Fig 38: Schéma du principe de réalisation d’un TP : test global d’exploration de la voie exogène, 

du tronc commun et de la fibrinoformation.(221) 
 

                        2 – Indications :  

 - Exploration d'un syndrome hémorragique(222

3 Évaluation préopératoire de l'hémostase(

) 

223

4 Suivi biologique des traitements par antivitamines K(

)  

224

5 Diagnostic d'une insuffisance hépatocellulaire(

) 

225) ou d’une hypovitaminose k(226

6 Diagnostic d'une coagulation intravasculaire disséminée(

)  

227

3 – Matériels : 

) 

 

7 Réactif de thromboplastine : Le réactif de thromboplastine est un réactif spécifique contenant 

des facteurs de coagulation qui déclenchent la formation de caillots sanguins. Il est nécessaire 

pour réaliser le test de prothrombine. Selon les versions du test, il existe différentes formes de 
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réactifs de thromboplastine, tels que le réactif de thromboplastine tissulaire (RTT) ou le réactif 

de thromboplastine partielle (RTP). 

8 Plasma sanguin du patient et témoin :  Pour effectuer le test de prothrombine, vous aurez besoin 

de plasma sanguin. Le plasma est obtenu en prélevant du sang veineux et en le plaçant dans un 

tube de prélèvement anticoagulant approprié, tel que le tube d'EDTA (éthylène diamine tétra-

acétique) ou le tube de citrate de sodium. 

9 Chronomètre ou coagulomètre : Un chronomètre ou un coagulomètre est utilisé pour mesurer le 

temps de coagulation du plasma sanguin après l'ajout du réactif de thromboplastine. Les 

coagulomètres sont des instruments de laboratoire spécialisés conçus pour mesurer les temps 

de coagulation de manière précise. 

10 CaCl2 (0.025 mol/l) 

11 Accessoires de laboratoire : Vous aurez également besoin d'accessoires de laboratoire 

tels que des tubes de prélèvement, des pipettes, des pipettes automatiques ou des pipettes 

électroniques pour manipuler les échantillons de sang et les réactifs. 

   

Fig 39 : Coagulomètre à 4 canaux. 
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Fig 40 : Réactifs de Thromboplastine. 

 

 4 – Mode opératoire : 

 

Déposez 0,1 ml de plasma dans un tube en verre placé dans un bain-marie et ajoutez 0,1 ml de 

thromboplastine. Attendez 1 à 3 minutes pour permettre au mélange de se réchauffer. Ensuite, 

ajoutez 0,1 ml de CaCl2 réchauffé et démarrez le chronomètre. Mélangez le contenu du tube et 

enregistrez le point final. Effectuez le test en double sur le plasma du patient et le plasma 

témoin. Lorsque plusieurs échantillons doivent être testés en lot, les échantillons et les témoins 

doivent être espacés de manière appropriée pour éliminer les biais temporels. Certaines 

thromboplastines contiennent du chlorure de calcium, auquel cas 0,2 ml de thromboplastine-Ca 

est ajouté à 0,1 ml de plasma et le chronomètre est démarré immédiatement. (220)  

 

                                               5 – Résultats :  

                                                     5.1 Valeurs normales : (temps de quick)  

Les valeurs normales dépendent de la thromboplastine utilisée, de la technique exacte et de la 

lecture du point final, qu'elle soit visuelle ou instrumentale. Avec la plupart des 

thromboplastines de lapin, la plage normale du temps de prothrombine (TP) se situe entre 11 et 
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16 secondes ; pour la thromboplastine recombinante humaine, elle est légèrement plus courte 

(10 à 12 secondes). Chaque laboratoire devrait établir sa propre plage normale.(228

1. Administration de médicaments anticoagulants oraux(

) 

 

                                                     5.2 Interpretation : Valeurs anormales  

Les causes courantes d'un TP prolongé sont les suivantes : 

229

2. Présence d'un inhibiteur direct du facteur Xa(

) (antagonistes de la vitamine K) 

230

3. Maladie du foie(

) 

231), notamment l’ictère obstructive(232

4. Déficience en vitamine K(

) 

233

5. Coagulation intravasculaire disséminée(

) 

234

6. Rarement, une déficience ou un défaut précédemment non diagnostiqué du facteur VII, X, V ou 

de la prothrombine.(

) 

235

     1 – Généralités :   

Le temps de céphaline activé est un test de dépistage courant des déficits en facteurs de 

coagulation. Le test est sensible à une diminution significative des activités des composants de 

la voie intrinsèque (FXI, FIX, FVIII), commune (FX, FV, FII et fibrinogène) et de contact (kallikréine, 

kininogène de haut poids moléculaire  et FXII). La coagulation est initiée par une combinaison 

d'un activateur de surface anionique, d'une source de phospholipides et de calcium.(

) 

 

B – Temps de céphaline avec activateur (TCA) :  

236) 
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Fig 41 :  Schéma du principe de réalisation d’un TCA : test global d’exploration de la voie 

endogène, du tronc commun et de la fibrinoformation.(225) 
 

2 – Indications : 

12 Exploration d’un syndrome hémorragique(237

13 Evaluation du risque hémorragique dans un contexte de bilan pré-opératoire(

) 

238

14 Suivi d’un traitement par HNF à dose curative en l’absence d’activité anti-Xa disponible.(

) 

239

 

3 – Matériels :  

 

) 

1. Tube de prélèvement : Sang prélevé sur citrate de sodium 

2. Réactif de céphaline activée : Le réactif de céphaline activée est une solution contenant des 

phospholipides, des activateurs de la coagulation (Koaline) et un tampon. Il est mélangé au 

plasma sanguin pour déclencher la cascade de coagulation. 

3. Chronomètre ou coagulomètre : Un chronomètre ou un coagulomètre est utilisé pour mesurer le 

temps nécessaire à la formation d'un caillot après l'ajout du réactif de céphaline activée.  
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Les coagulomètres sont des instruments spécialement conçus pour mesurer les temps de 

coagulation de manière précise. 

4. Pipettes : Des pipettes sont utilisées pour prélever les quantités précises de réactif de céphaline 

activée, de plasma sanguin et d'autres réactifs nécessaires pour réaliser le test. 

5. Eau distillée ou réactif de contrôle fourni par le fabricant pour vérifier les performances du test. 

 

 4 – Mode opératoire : 

 

Mélanger des volumes égaux de réactif phospholipidique et de suspension de kaolin et laisser 

dans un tube de verre au bain-marie à 37 °C. Introduire 0,1 ml de plasma dans un second tube 

de verre. Ajouter 0,2 ml de la solution kaolin-phospholipides au plasma, mélanger le contenu et 

déclencher simultanément le chronomètre. Laisser à 37 °C pendant 10 minutes en agitant de 

temps en temps. Après exactement 10 minutes, ajouter 0,1 ml de CaCl2 préchauffé et 

déclencher un second chronomètre. Noter le temps nécessaire à la coagulation du mélange. 

Répéter le test au moins une fois sur le plasma du patient et sur le plasma de contrôle. Il est 

possible d'effectuer quatre tests à des intervalles de 2 minutes si l'on dispose d'un nombre 

suffisant de chronomètres.(240) 

 

 

                                  5 – Résultats :  

                                             5.1 Valeurs normales :  

l'intervalle normal est généralement compris entre 26 et 40 s, Les temps réels dépendent des 

réactifs utilisés et de la durée de la période de préincubation, qui varie selon les 

recommandations des fabricants pour les différents réactifs. Les laboratoires peuvent choisir les 

conditions appropriées pour obtenir la sensibilité qu'ils souhaitent. Chaque laboratoire doit 

calculer son propre intervalle normal. 
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                                             5.2 Interprétation : Valeurs anormales :  

Un allongement du TCA est témoigné dans les cas suivants : 

1. Coagulation intravasculaire disséminée 

2. Maladie hépatique 

3. Transfusion massive de concentrés de globules rouges 

4. Administration ou contamination par l'héparine ou d'autres  anticoagulants 

5. Anticoagulant circulant non spécifique (tel qu’un anticoagulant circulant de type lupique) 

6. La présence d'un médicament anticoagulant à action directe (par exemple, des agents anti-IIa 

ou anti-Xa). 

7. Déficit d'un facteur de coagulation autre que le facteur VII 

8. Le TCA est également modérément allongé chez les patients prenant d'anticoagulants oraux 

et en présence d'une carence en vitamine K. 

Occasionnellement, un patient atteint d'hémophilie ou d'un autre trouble congénital de la 

coagulation non diagnostiqué auparavant présente un TCA prolongé isolé. (231) 

 

                    C –  Dosage du fibrinogène fonctionnel (facteur I) :  

 1 – Généralités :  

Le fibrinogène (ou facteur I de la coagulation) est une glycoprotéine plasmatique de haut poids 

moléculaire, synthétisée par le foie, de demi-vie longue de quatre à six jours. Le fibrinogène est 

le substrat final de la cascade de la coagulation : cette dernière aboutit à la formation de 

thrombine, laquelle transforme alors le fibrinogène soluble en fibrine insoluble. Le caillot de 

fibrine ainsi formé obture la brèche vasculaire, permettant l'arrêt du saignement. Le fibrinogène 

joue également un rôle important dans l'hémostase primaire : il est le ligand principal de 

l'intégrine αIIbβ3, ce qui permet aux plaquettes d'agréger entre elles et de constituer le 

thrombus blanc.(241) 
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2 – Indications :  

 

- Evalution d’une anomalie de synthèse (dysfonction hépatique, traitement par L'asparaginase) 

- Evaluation d’une réaction inflammatoire, d’une hémodilution (pertes sanguines importantes, 

échanges plasmatiques, etc.) 

- Bilan pré-opératoire 

- Recherche d’une consommation intravasculaire (disséminée ou localisée) 

- Recherche d’une fibrinolyse primitive (par libération d’enzymes protéolytiques au cours 

d’affections pancréatiques, de certains néoplasmes, d’envenimations). 

- En cas de résultat pathologique, le suivi peut être indiqué, après substitution à visée corrective, 

ou comme marqueur de sévérité et d’évolution. (233) (242)(243

1. Tube de prélèvement : Sang prélevé sur citrate de sodium, Le dosage sur tube CTAD (citrate, 

théophylline, adénosine, dipyridamole) est également possible. 

) 

 

3 – Materiels :  

 

2. Réactif de thrombine : Le réactif de thrombine est une substance contenant de la thrombine, une 

enzyme clé dans la conversion du fibrinogène en fibrine. Il est utilisé pour déclencher la réaction 

de coagulation du fibrinogène. 

3. Chronomètre ou coagulomètre : Un chronomètre ou un coagulomètre est utilisé pour mesurer le 

temps nécessaire à la formation d'un caillot après l'ajout du réactif de thrombine.  

4. Pipettes : Des pipettes sont utilisées pour prélever des quantités précises de réactif de 

thrombine, de plasma sanguin et d'autres réactifs nécessaires pour réaliser le test. 

5.    Eau distillée ou réactif de contrôle fourni par le fabricant pour vérifier les performances du test. 

4 – Mode opératoire :  

Utiliser une solution-mère de thrombine à 500 unités NIH/ml en tampon Michaelis. Conserver la 

solution mère congelée par petites quantités en tubes plastiques, pendant 15 jours au maximum 
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à -20°° C. Diluer cette solution-mère au 1/5e (100 U NIH/ml) en CaC12 M/40. Préparer une 

dilution au 1/10e et au 1/20e du plasma à tester en tampon Michaelis. 

Introduire dans un tube en verre placé au bain-marie à 37°C, 0,2 ml de la dilution du plasma au 

1/10e ; attendre 2 minutes pour assurer l'équilibre thermique. Déclencher un chronomètre en 

ajoutant: rapidement 0,2 ml de la solution de thrombine.  

Noter l'apparition des premiers filaments de fibrine en s'aidant d'une pipette Pasteur à extrémité 

recourbée en crochet, placée dans le tube.  

Répéter cette mesure et effectuer le même test sur la dilution au 1/20e.  

Effectuer les mêmes mesures sur différentes dilutions (1/10, 1/20, 1/30, l/40, 1/50) d'un 

plasma témoin dont la teneur exacte en fibrinogène est connue. Puis tracer une droite 

d'étalonnage, en portant en abscisse sur papier millimétré les concentrations de fibrinogène en 

g/L de plasma et en ordonnée, les temps de coagulation obtenus. Le taux de fibrinogène du 

plasma à tester est obtenu après lecture sur la droite d'étalonnage, en tenant compte de la 

dilution utilisée.(244) 

 

5 – Résultats :  

5.1 Valeurs normales :  

 Les valeurs normales du taux de fibrinogène 145-348 mg/dl ou 1,45 – 3,48 g/l .(245

• Déficits constitutionnels : afibrinogénémie, dysfibrinogénémie. 

)           

 

5.2   Interpretation : valeurs anormales : 

- La baisse du fibrinogène témoigne : 

• d’une insuffisance hépatocellulaire ; 

• d’une coagulation intravasculaire disséminée (CIVD) ; 

• d’une fibrinogénolyse.     
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- L’augmentation du fibrinogène s’observe dans toutes les situations où la vitesse de 

sédimentation (VS) est accrue puisqu’elle est une des causes principales de cette augmentation : 

rhumatismes inflammatoires, connectivites, cancers. (246) 

           D –  Dosage de l’activité coagulante du facteur II (Prothrombine) :  

 

                    1 – Généralités : 

Le facteur II est une glycoprotéine de poids moléculaire 72 kDa, vitamine K-dépendante, 

synthétisée par le foie.  

La prothrombine est activée en thrombine par le complexe Xa-phospholipides-Va              

«prothrombinase ».  

La thrombine joue un rôle central dans les mécanismes de l’hémostase. Elle stimule les 

plaquettes, transforme le fibrinogène en fibrine, amplifie sa propre formation en activant les 

facteurs VIII, V, XI et déclenche le système de la protéine C. 

Sa demi-vie est de 50-120 heures,  le gène du facteur II est localisé sur le chromosome 11.(247)  
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Fig 42 : Place du facteur II. Pointillés: rétroactivation par la thrombine. (252)  

 

                                        2 – Indications :  

- Evaluation d’un syndrome hémorragique, si l'on observe une prolongation du temps de Quick 

et du temps de céphaline activée (TCA). 

- Evaluation du risque hémorragique dans un contexte de bilan pré-opératoire lorsque le bilan 

biologique est indiqué. 

- Diagnostic et du suivi d’une hépatopathie ou d’une hypovitaminose.  

- du diagnostic et du suivi d’une coagulopathie de consommation. 

 

                                         3 – Matériels :   

1) Tube de prélèvement : Le sang est généralement prélevé dans un tube de citrate de sodium. 

2)  Les réactifs utilisés sont:  
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-  thromboplastine commerciale : mélange de facteur tissulaire, phospholipides et calcium ;  

- plasma déficient en facteur II: le taux de facteur II doit être inférieur à 0,01 UI/ml. Condition à 

vérifier à chaque lot en considérant le réactif comme un plasma de patient; 

- tampon Owren Koller pH 7,35.(248

La précision du dosage est fonction de la pente de la droite d’étalonnage qui dépend des réactifs 

et de l’appareillage utilisé. 

  2) Contrôles : 

ontrôles Dans chaque série, il faut passer un contrôle normal (0,80 à 1,20 UI/ml) et un contrôle 

pathologique (0,30 à 0,50 UI/ml) dans les mêmes conditions qu’un plasma de patient.    

  3) Dilutions du plasma du patient : 

Les dilutions de plasma ne sont pas stables. Elles doivent être préparées extemporanément. 

Deux dilutions sont prévues pour chaque patient (1/10 et 1/20). Il est possible de diluer au 1/40 

si le taux est supérieur à 1,50 UI/ml. La droite dose-réponse du patient doit être parallèle à la 

) 

3) Chronomètre ou coagulomètre : Un chronomètre ou un coagulomètre est utilisé pour mesurer 

le temps nécessaire à la formation d'un caillot après l'ajout du réactif de thromboplastine.  

4) Pipettes : Des pipettes sont utilisées pour prélever des quantités précises de réactif de 

thromboplastine, de plasma sanguin et d'autres réactifs nécessaires pour réaliser le test. 

5) Calibrateur de prothrombine : fourni par le fabricant du test, est utilisé pour étalonner le test 

et obtenir des résultats précis. 

                                 4 – Mode opératoire : (Technique fonctionnelle chronométrique) 

  1) Calibration : 

Les calibrants disponibles sur le marché sont étalonnés par rapport au standard international du 

National Institute for Biological Standards and Controls (NIBSC). La gamme d’étalonnage est 

adaptée, encadrant les valeurs obtenues pour le patient. Selon les automates, prévoir une courbe 

haute (0,15 à 1,50 UI/ml) et une courbe basse (0 à 0,15 UI/ml). En règle générale la dilution est 

de 1/10, on obtient donc 1 UI/ml. Il existe une relation linéaire en coordonnées bilogarithmiques 

entre le temps mesuré et les taux de facteur.      
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droite d’étalonnage. La dilution du plasma du patient rend négligeable l’effet des anticoagulants 

thérapeutiques comme l’héparine. Les lupus anticoagulants (LA) ont peu d’effet sur le TQ, peu 

sensible aux antiphospholipides du fait de la forte concentration de thromboplastine utilisée. 

  4) Dosage : 

C’est le même volume de dilution appropriédu plasma du patient et du plasma déficient en 

facteur II. L’incubation dure 2 minutes à 37 ◦C. La thromboplastine est ajoutée et le temps de 

coagulation mesuré. Les résultats sont lus sur les courbes adaptées : les résultats des dilutions 

au 1/10 sont lus directement, au 1/20, ils sont multipliés par 2 et au 1/40, ils sont multipliés 

par 4.(249

•  les déficits combinés :  

- hypovitaminose K pathologique ou due à un traitement aux antivitamines K 

- insuffisance hépatocellulaire 

- coagulopathie de consommation (coagulation intravasculaire disséminée). 

 

)  

5 – Résultats :  

5.1 Valeurs normales :  

Les résultats de la technique fonctionnelle sont:  

• en pourcentage de la normale ou en UI/ml (100 % = 1 UI/ml);  

• à partir de 12 mois et adultes : 0,70 à 1,40 UI/ml (soit 70-140 %); 

• à la naissance : 0,25 à 0,70 UI/ml ;  

• lors de la grossesse : 0,70 à 2,00 UI/ml. 

5.2 Interprétation : valeurs anormales  

1)  Déficits acquis :  

      On distingue : 

• les déficits isolés :  

- autoanticorps contre facteur II  

- associé à une infection virale chez l’enfant  



Guide d’analyse biologique en hématologie 

 

 

- 130 - 

2) Déficits constitutionnels :  

Le diagnostic de déficit constitutionnel est posé si le déficit persiste sur deux prélèvements 

espacés, si les causes de déficits acquis ont été éliminées, si l’enquête familiale est informative 

et retrouve exceptionnellement:  

• < 0,01 UI/ml : déficit majeur 

• de 0,01 à 0,20 UI/ml : déficit mineur 

• de 0,20 à 0,40 UI/ml : déficit modéré  

• de 0,40 à 0,70 UI/ml : taux limite.  

 

Le déficit est typé en fonction du résultat du II antigène. On distingue :  

• un déficit en facteur II de type I quantitatif (II antigène diminué);  

• un déficit en facteur II de type II qualitatif (II antigène normal).  

Un taux inférieur à 0,05 UI/ml peut présenter un risque hémorragique.(250)(251) 

E – Dosage de l’activité coagulante du facteur V (proaccélérine) : 

 

                    1 – Généralités :  

- Le facteur V est une glycoprotéine de PM 330 000, synthétisée par le foie. C’est un 

cofacteur enzymatique. La proaccélérine est activée par le facteur Xa ou la thrombine. Le facteur 

Xa forme un complexe avec les phospholipides et le Va (prothrombinase) pour activer la 

prothrombine en thrombine.  

- Concentration plasmatique : 5-10 mg/l.  

- Demi-vie : 12-36 heures.  

- Le facteur V activé est régulé par la protéine C activée (PCA), il est aussi le cofacteur de 

la PCA dans la régulation du facteur VIII activé. Le gène du facteur V est localisé sur le 

chromosome 1.(252)(253)(254) 
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Fig 43 : Place du facteur V. FT : facteur tissulaire ; PK : prékallicréine ; KHPM : kininogène de haut poids 

moléculaire ; PL : phospholipides; pointillés: rétroactivation par la thrombine.(260) 

2 – Indications :  

   -Devant un allongement du temps de Quick et du temps de céphaline avec activateur (TCA) 

lors de l’exploration d’un syndrome hémorragique. 

   - L’évaluation du risque hémorragique dans un contexte de bilan pré-opératoire lorsque le 

bilan biologique est indiqué. 

   - Diagnostic et du suivi d’une hépatopathie, d’une hypovitaminose K 

   - Diagnostic et du suivi d’une coagulopathie de consommation.(255

2  Réactifs spécifiques :  

- Thromboplastine commerciale : mélange de facteur tissulaire, phospholipides et calcium.  

- Plasma déficient en facteur V : le taux de facteur V doit être inférieur à 0,01 UI/ml. Condition à 

) 

 3 – Matériels : 

1  Tube de prélèvement : Le sang est généralement prélevé dans un tube de citrate de sodium. 
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vérifier à chaque lot en considérant le réactif comme un plasma de patient.  

- Tampon Owren Koller pH 7,35. 

15 Chronomètre ou coagulomètre : Un chronomètre ou un coagulomètre est utilisé pour mesurer le 

temps de coagulation ou d'autres paramètres associés à l'activité coagulante du facteur V.  

16 Pipettes : Des pipettes sont utilisées pour prélever des quantités précises de réactifs et de 

plasma sanguin nécessaires pour réaliser le test. 

17 Équipement de laboratoire standard : Vous aurez également besoin d'équipement de laboratoire 

standard, tels que des pipettes, des tubes à essai, des agitateurs, etc., pour préparer et 

manipuler les échantillons et les réactifs.(256

4 – Mode opératoire : Technique fonctionnelle chronométrique 

    Test chronométrique en un temps. La sensibilité du test est augmentée en diluant le plasma 

du patient. Le plasma réactif est sélectivement et totalement dépourvu du facteur à doser.  

    • Calibration :  Les calibrants disponibles sur le marché sont étalonnés par rapport au 

standard international du National Institute for Biological Standards and Controls (NIBSC). 

Gamme d’étalonnage adaptée, encadrant les valeurs obtenues pour le patient. Selon les 

automates, prévoir une courbe haute (0,15 à 1,50 UI/ml) et une courbe basse (0 à 0,15 UI/ml). 

En règle générale, la dilution au 1/10 = 1 UI/ml. 

Il existe une relation linéaire en coordonnées bi logarithmiques entre le temps mesuré et les 

taux de facteur. La précision du dosage est fonction de la pente de la droite d’étalonnage, qui 

dépend des réactifs et de l’appareillage utilisé. 

    • Contrôles : Dans chaque série, passer un contrôle normal (0,80 à 1,20 UI/ml) et un contrôle 

pathologique (0,30 à 0,50 UI/ml) dans les mêmes conditions qu’un plasma de patient. 

    • Dilutions du plasma du patient : Les dilutions de plasma ne sont pas stables. Il faut les 

préparer extemporanément. Prévoir deux dilutions par patient (1/10 et 1/20). Possibilité de 

diluer au 1/40 si le taux est > 1,50 UI/ml. La droite dose-réponse du patient doit être parallèle à 

la droite d’étalonnage. Une non-réponse évoque un possible auto-anticorps antifacteur V. La 

dilution du plasma du patient rend négligeable l’effet des anticoagulants thérapeutiques comme 

) 
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l’héparine. Les lupus anticoagulants (LA) ont peu d’effet sur le TQ, peu sensible aux 

antiphospholipides du fait de la forte concentration de thromboplastine utilisée. 

    • Dosage :   

- Même volume de dilution appropriée du plasma du patient et du plasma déficient en facteur V.  

- Incubation 2 minutes à 37 ◦C.  

- Ajout de thromboplastine et mesure du temps de coagulation. Les résultats sont lus sur les 

courbes adaptées : les résultats des dilutions au 1/10 sont lus directement, les résultats des 

dilutions au 1/20 sont multipliés par 2, ceux des dilutions au 1/40 sont multipliés par 4.(257

◦ coagulopathie de consommation (coagulation intravasculaire disséminée [CIVD]).  

 

2 – Déficits constitutionnels : 

 

Le diagnostic de déficit constitutionnel est posé si le déficit persiste sur deux prélèvements 

espacés, si les causes de déficits acquis ont été éliminées, si l’enquête familiale est informative. 

)  

5 – Résultats :  

                                          5.1 Valeurs normales :  

       Ils sont exprimés en pourcentage de la normale ou en UI/ml : 100 % = 1 UI/ml. 

 • À partir de l’âge de 12 mois et adultes : 0,70 à 1,50 UI/ml (soit 70 % à 150 %).  

 • À la naissance : 0,40 à 1,20 UI/ml. 

 • Grossesse : 0,40 à 2,00 UI/ml. 

5.2 Interpretation : valeurs anormales :  

1 – Déficits acquis : 

    • Déficit isolé :  

◦ autoanticorps contre le facteur V. La plupart des cas surviennent après une intervention 

chirurgicale utilisant des biocolles. Ces inhibiteurs sont en général transitoires. 

    • Déficits combinés :  

◦ insuffisance hépatocellulaire : signe de mauvais pronostic de l’atteinte cellulaire hépatique ;  
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Il est très rare, de prévalence 1/1 000 000 hétérozygotes. Les déficits sévères sont 

exceptionnels. En fonction du taux de facteur, on distingue : 

    • < 0,01 UI/ml, déficit majeur;  

    • de 0,01 à 0,20 UI/ml, déficit mineur;  

    • de 0,20 à 0,40 UI/ml, déficit modéré ; 

     • de 0,40 à 0,70 UI/ml, taux limite.  

Typage du déficit en fonction du résultat du V antigène :  

      • déficit en facteur de type I quantitatif (V antigène diminué);  

      • déficit en facteur de type II qualitatif (V antigène normal).  

Un taux inférieur à 0,10 UI/ml peut être à l’origine d’un syndrome hémorragique, mais certains 

patients avec une activité coagulante du facteur V inférieure à 0,05 UI/ml, voire inférieure à 0,01 

UI/ml sont asymptomatiques.  

Le syndrome hémorragique est corrélé au taux de facteur V plaquettaire. 

Le taux hémostatique est à 0,25 UI/ml.(258) 

 

 

 

F – Dosage de l’activité coagulante du facteur VII (proconvertine) : 

1 – Généralités :  

Le facteur VII est une glycoprotéine de PM 50 000, vitamine K dépendante, synthétisée par le 

foie. C’est un zymogène de sérine protéase. Le facteur tissulaire (FT) inséré dans les 

phospholipides a une forte affinité pour le facteur VII.  

L’association FT-VII active le facteur VII en VIIa, et initie la « voie exogène » (extrinsèque) de 

la cascade de la coagulation. Le complexe FT-VIIa active ensuite les facteurs IX et X 

Concentration plasmatique : 0,35-0,60 mg/l.  

Demi-vie : 4-6 heures.  

Le gène du facteur VII est localisé sur le chromosome 13.(259) 
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Fig 44 : Place du facteur VII. FT : facteur tissulaire ; PK : prékallicréine ; KHPM : kininogène 

de haut poids moléculaire ; PL : phospholipides; pointillés: rétroactivation par la thrombine (264) 

 

 2 – Indications :  

   -Devant un allongement du temps de Quick et du temps de céphaline avec activateur (TCA) 

lors de l’exploration d’un syndrome hémorragique. 

   - L’évaluation du risque hémorragique dans un contexte de bilan pré-opératoire lorsque le 

bilan biologique est indiqué. 

   - Diagnostic et du suivi d’une hépatopathie, d’une hypovitaminose K 

   - Diagnostic et du suivi d’une coagulopathie de consommation. 

3 – Matériels : 

1) Tube de prélèvement : Le sang est généralement prélevé dans un tube de citrate de sodium. 

2) Réactifs spécifiques :  

   • Thromboplastine commerciale : mélange de facteur tissulaire, phospholipides et calcium. 

L’origine animale ou humaine permet de différencier certains variants. L’utilisation de 

thromboplastine recombinante humaine pourrait permettre une meilleure standardisation. 

   • Plasma déficient en facteur VII: le taux de facteur VII doit être inférieur à 0,01 UI/ml. 
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Condition à vérifier à chaque lot en considérant le réactif comme un plasma de patient.  

   • Tampon Owren Koller pH 7,35.(260

• Contrôles : 

Dans chaque série, passer un contrôle normal (0,80 à 1,20 UI/ml) et un contrôle pathologique 

(0,30 à 0,50 UI/ml) dans les mêmes conditions qu’un plasma de patient. 

 

Dilutions du plasma du patient  

– Les dilutions de plasma ne sont pas stables. Il faut les faire extemporanément.  

– Prévoir deux dilutions par patient (1/10 et 1/20).  

– Possibilité de diluer au 1/40 si le taux est > 1,50 UI/ml.  

) 

3) Chronomètre ou coagulomètre : Un chronomètre ou un coagulomètre est utilisé pour mesurer 

le temps de coagulation ou d'autres paramètres associés à l'activité coagulante du facteur VII. 

4) Pipettes : Des pipettes sont utilisées pour prélever des quantités précises de réactifs et de 

plasma sanguin nécessaires pour réaliser le test. 

5) Équipement de laboratoire standard : Vous aurez également besoin d'équipement de 

laboratoire standard, tels que des pipettes, des tubes à essai, des agitateurs, etc., pour préparer 

et manipuler les échantillons et les réactifs. 

 

4 – Mode opératoire : (Technique fonctionnelle chronométrique) 

• Calibration : 

– Les calibrants disponibles sur le marché sont étalonnés par rapport au standard international 

du National Institute for Biological Standards and Controls (NIBSC).  

– Gamme d’étalonnage adaptée, encadrant les valeurs obtenues pour le patient. Selon les 

automates, prévoir une courbe haute (0,15 à 1,50 UI/ml) et une courbe basse (0 à 0,15 UI/ml).  

– En règle générale, la dilution au 1/10 = 1 UI/ml. Il existe une relation linéaire en coordonnées 

bilogarithmiques entre le temps mesuré et les taux de facteur. La précision du dosage est 

fonction de la pente de la droite d’étalonnage, qui dépend des réactifs et de l’appareillage uilisé. 
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– La droite dose-réponse du patient doit être parallèle à la droite d’étalonnage.  

– La dilution du plasma du patient rend négligeable l’effet des anticoagulants thérapeutiques 

comme l’héparine. Les lupus anticoagulants (LA) ont peu d’effet sur le TQ, peu sensible aux 

antiphospholipides du fait de la forte concentration de thromboplastine utilisée. 

• Dosage : 

– Même volume de dilution appropriée du plasma du patient et du plasma déficient en facteur 

VII.  

– Incubation 2 minutes à 37 ◦C.  

– Ajout de thromboplastine et mesure du temps de coagulation. Les résultats sont lus sur les 

courbes adaptées : les résultats des dilutions au 1/10 sont lus directement, ceux des dilutions 

au 1/20 sont multipliés par 2, ceux des dilutions au 1/40 sont multipliés par 4. (261

⇒ Déficits combinés : 

• Hypovitaminose K pathologique ou due à un traitement aux antivitamines K.  

) 

5 – Résultats :  

5.1 Valeurs normales :  

En pourcentage de la normale ou en UI/ml : 100 % = 1 UI/ml.  

• À partir de l’âge de 12 mois et adultes : 0,70 à 1,40 UI/ml (soit 70 % à 140 %).  

• À la naissance : 0,25 à 1,05 UI/ml. 

• Grossesse : 0,84 à 3,36 UI/ml. 

5.2 : Valeurs anormales : interprétation  

a) Déficits acquis : 

 Ils sont les plus fréquents. Étant donné sa demi-vie très courte, le facteur VII est le premier à 

diminuer ou à être consommé. 

 

  ⇒ Déficits isolés : 

• Déficit modéré en vitamine K (début d’un traitement par antivitamines K). 

• Autoanticorps contre le facteur VII.   
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• Insuffisance hépatocellulaire. 

• Coagulopathie de consommation (coagulation intravasculaire disséminée [CIVD]). 

 

b) Déficits constitutionnels : 

 Le diagnostic de déficit constitutionnel est posé si le déficit persiste sur deux prélèvements 

espacés, si les causes de déficits acquis ont été éliminées, si l’enquête familiale est informative.  

on définit:  

• < 0,01 UI/ml, déficit majeur;  

• de 0,01 à 0,20 UI/ml, déficit mineur;  

• de 0,20 à 0,40 UI/ml, déficit modéré ;  

• de 0,40 à 0,70 UI/ml, taux limite. 

Pour certains variants, le dosage peut dépendre du réactif thromboplastine utilisé.  

 

Typage du déficit en fonction du résultat du VII antigène :  

• déficit en facteur de type I quantitatif (VII antigène diminué);  

• déficit en facteur de type II qualitatif (VII antigène normal).  

 

Il n’existe pas d’élément prédictif du risque hémorragique, quel que soit le test d’hémostase 

utilisé.  

Un taux < 0,10 UI/ml (Tp < 40 %) peut être à l’origine d’un syndrome hémorragique, mais 

certains patients avec une activité coagulante du facteur VII < 0,05 UI/ml, voire < 0,01 UI/ml, 

sont asymptomatiques. 

Le taux hémostatique est à 0,20 UI/ml.  

 

Des études en biologie moléculaire ont permis de mieux comprendre la relation déficit et risque 

hémorragique. Le syndrome hémorragique est en rapport avec le site muté : 
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 • site de liaison au facteur tissulaire : pas de syndrome hémorragique ;  

• site catalytique : syndrome hémorragique.(252) (262) (263) (264) (265)                                      

G – Dosage de l’activité coagulante du facteur X (facteur Stuart) : 

1 – Généralités : 

Le facteur X est une glycoprotéine de PM 59 000, vitamine K dépendante, synthétisée par le foie. 

C’est un zymogène de sérine protéase.  

Le facteur X est activé en Xa soit par le complexe facteur tissulaire-VIIa, soit par le complexe 

IXa-phospholipide-VIIIa. Il appartient à la voie commune de la coagulation. Le facteur Xa forme 

un complexe avec les phospholipides et le Va « prothrombinase » pour activer la prothrombine 

en thrombine. 

Concentration plasmatique : 7 – 17 mg/L.  

Demi-vie : 36 – 48 heures.  

Le gène du facteur X est localisé sur le chromosome 13.(266

 
Fig 45 : Place du facteur X. FT : facteur tissulaire ; PK : prékallicréine ; KHPM : kininogène de 
haut poids moléculaire ; PL : phospholipides ; ----- : rétroactivation par la thrombine (272) 

) 
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 2 – Indications : 

   -Devant un allongement du temps de Quick et du temps de céphaline avec activateur (TCA) 

lors de l’exploration d’un syndrome hémorragique. 

   - L’évaluation du risque hémorragique dans un contexte de bilan pré-opératoire lorsque le 

bilan biologique est indiqué. 

   - Diagnostic et du suivi d’une hépatopathie, d’une hypovitaminose K 

   - Diagnostic et du suivi d’une coagulopathie de consommation.(267) 

3 – Matériels : 

1. Tube de prélèvement : Le sang est généralement prélevé dans un tube de citrate de sodium. 

 2. Réactifs spécifiques : 

–Thromboplastine commerciale : mélange de facteur tissulaire, phospholipides et   calcium.  

– Plasma déficient en facteur X : le taux de facteur X doit être inférieur à 0,01 UI/mL. Condition à 

vérifier à chaque lot en considérant le réactif comme un plasma de patient.  

– Tampon Owren Koller pH 7,35. 

3. Chronomètre ou coagulomètre : Un chronomètre ou un coagulomètre est utilisé pour mesurer 

le temps de coagulation ou d'autres paramètres associés à l'activité du facteur X (Stuart).  

4. Pipettes : Des pipettes sont utilisées pour prélever des quantités précises de réactifs et de 

plasma sanguin nécessaires pour réaliser le test. 

5. Équipement de laboratoire standard : Vous aurez également besoin d'équipement de 

laboratoire standard, tels que des pipettes, des tubes à essai, des agitateurs, etc., pour préparer 

et manipuler les échantillons et les réactifs.(268

4 – Mode opératoire : (Technique fonctionnelle chronométrique) : 

• Calibration : 

 Les calibrants disponibles sur le marché sont étalonnés par rapport au standard international du 

NIBSC (National Institute for Biological Standards and Controls).  

Gamme d’étalonnage adaptée, encadrant les valeurs obtenues pour le patient. Selon les 

automates, prévoir une courbe haute (0,15 à 1,50 UI/mL) et une courbe basse (0 à 0,15 UI/mL).  

) 
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En règle générale la dilution au 1/10 = 1 UI/mL. Il existe une relation linéaire en coordonnées bi 

logarithmiques entre le temps mesuré et les taux de facteur. La précision du dosage est fonction 

de la pente de la droite d’étalonnage qui dépend des réactifs et de l’appareillage utilisé. 

* Contrôles : 

 Dans chaque série, passer un contrôle normal (0,80 à 1,20 UI/mL) et un contrôle pathologique 

(0,30 à 0,50 UI/mL) dans les mêmes conditions qu’un plasma de patient. 

• Dilutions : 

Les dilutions du plasma du patient Les dilutions de plasma ne sont pas stables. Il faut les faire 

extemporanément et les conserver à +4 ◦C (glace pilée).  

Prévoir deux dilutions par patient (1/10 et 1/20). Possibilité de diluer au 1/40 si le taux est > 

1,50 UI/mL.  

La droite dose-réponse du patient doit être parallèle à la droite d’étalonnage.  

La dilution du plasma du patient rend négligeable l’effet des anticoagulants thérapeutiques 

comme l’héparine. Les lupus anticoagulants (LA) ont peu d’effet sur le TQ peu sensible aux 

antiphospholipides du fait de la forte concentration de thromboplastine utilisée. 

* Dosage :   

– Même volume de dilution appropriée du plasma du patient et du plasma déficient en facteur X.  

– Incubation 2 minutes à 37 ◦C.  

– Ajout de thromboplastine et mesure du temps de coagulation. 

Les résultats sont lus sur les courbes adaptées : les résultats des dilutions au 1/10 sont lus 

directement, les résultats des dilutions au 1/20 sont multipliés par 2, ceux des dilutions au 1/40 

sont multipliés par 4.(260)(269

5.1 Valeurs normales :  

Ils sont exprimés en pourcentage de la normale ou en UI/mL : 100 % = 1 UI/mL.  

– À partir de l’âge de 12 mois et adultes : 0,70 à 1,50 UI/mL (soit 70 % - 150 %). 

) 

5 – Résultats :  
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– À la naissance : 0,10 à 0,70 UI/mL. 

– Grossesse : 0,70 à 2,00 UI/mL. 

5.2 Interprétation : valeurs anormales :  

• Déficits acquis : 

⇒ Déficits isolés :  

– autoanticorps contre le facteur X ;  

– amylose primitive ou secondaire à un myélome.  

 

⇒ Déficits combinés :  

– hypovitaminose K pathologique ou due à un traitement aux antivitamines K ;  

– insuffisance hépatocellulaire ;  

– coagulopathie de consommation (coagulation intravasculaire disséminée [CIVD]). 

• Déficits constitutionnels : 

⇒ Le diagnostic de déficit constitutionnel est posé si le déficit persiste sur deux prélèvements 

espacés, si les causes de déficits acquis ont été éliminées, si l’enquête familiale est informative. 

Il est très rare, de prévalence 1/500 hétérozygotes, les déficits sévères sont exceptionnels. 

Suivant le taux de facteur, on distingue :  

    – < 0,01 UI/mL, déficit majeur ;  

    – de 0,01 à 0,20 UI/mL, déficit mineur ; 

    – de 0,20 à 0,40 UI/mL, déficit modéré  

    – de 0,40 à 0,70 UI/mL, taux limite.  

⇒ Typage du déficit en fonction du résultat du X antigène :  

    – déficit en facteur de type I quantitatif (X antigène diminué) ;  

    – déficit en facteur de type II qualitatif (X antigène normal).  

– Un taux < 0,05 UI/mL peut présenter un syndrome hémorragique, mais est le plus souvent 

asymptomatique.  
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– Le taux hémostatique est à 0,25 UI/mL.(260)(270) 

 

  H – Dosage de l’activité coagulante du facteur VIII (anti-hémophilique A) : 

1 – Généralités : 

Le facteur VIII ou antihémophilique A est un facteur de la coagulation, cofacteur enzymatique du 

facteur IXa, qui active le facteur X. Il circule dans le plasma lié au facteur Willebrand. Son dosage 

est réalisé en deuxième intention devant un allongement isolé du temps de céphaline plus 

activateur. 

 Sa demi-vie est de 10 à 16 heures. 

Le déficit constitutionnel en facteur VIII ou hémophilie A est la plus fréquente des maladies 

hémorragiques graves : 1/5 000 naissances de sexe masculin. La sévérité de la maladie est 

directement liée au taux de facteur.(271

 
Fig 46:  Place du facteur VIII. FT : facteur tissulaire ; PK : prékallicréine; KHPM : kininogène de 

haut poids moléculaire; PL : phospholipides ; ----- : rétroactivation 
par la thrombine.(275) 

) 
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2 – Indications :  

• Si le temps de céphaline activée (TCA) est prolongé de manière isolée et/ou si des saignements 

inexpliqués surviennent, il est important de considérer la possibilité de déficits modérés en 

facteur VIII (FVIII) qui pourraient ne pas avoir un impact significatif sur le TCA, en fonction des 

réactifs utilisés. 

• Suivi du traitement des patients atteints d'hémophilie A ou de la maladie de Willebrand qui 

reçoivent des concentrés de FVIII ou de la desmopressine.(272

3 – Matériels : (Technique fonctionnelle chronométrique) 

) 

• Tube de prélèvement : Le sang est généralement prélevé dans un tube de citrate de sodium, 

0,105 ou 0,109 M utilisée dans un rapport anticoagulant/sang total : 1 pour 9, volume à volume. 

Ces conditions sont valables pour un hématocrite compris entre 0,30 et 0,55 L/L, sinon le 

volume d’anticoagulant doit être adapté à l’hématocrite selon la formule :  

Volume d’ anticogulant en mL =  

Volume sang (mL) × (100 − hématocrite %) / 595 − hématocrite %  

Le mélange CTAD (citrate trisodique, théophylline, adénosine, dipyridamole), inhibiteur de 

l’activation plaquettaire, est utilisable pour tous les tests d’hémostase en dehors de l’étude des 

fonctions plaquettaires. Son utilisation est vivement recommandée lorsque les contraintes de 

délai ne peuvent être respectées, en particulier pour le suivi des traitements hépariniques. Il 

permet une meilleure conservation du prélèvement mais induit un surcoût. 

• Réactifs spécifiques :  

– Réactif TCA, composé de céphaline qui est un réactif phospholipidique apporté à une 

concentration optimale, et d’un activateur du système contact de la coagulation (sous forme de 

microparticules solides ou sous forme soluble). 

 – Plasma déficient en facteur VIII : le taux de facteur VIII doit être inférieur à 0,01 UI/mL. 

Condition à vérifier à chaque lot en dosant le réactif comme un patient.  

– Chlorure de calcium 0,025 M.  

– Tampon Owren Koller pH 7,35. 
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• Chronomètre ou coagulomètre : Un chronomètre ou un coagulomètre est utilisé pour mesurer le 

temps de coagulation ou d'autres paramètres associés à l'activité du facteur VIII.  

• Pipettes : Des pipettes sont utilisées pour prélever des quantités précises de réactifs et de 

plasma sanguin nécessaires pour réaliser le test. 

• Équipement de laboratoire standard : Vous aurez également besoin d'équipement de laboratoire 

standard, tels que des pipettes, des tubes à essai, des agitateurs, etc., pour préparer et 

manipuler les échantillons et les réactifs. (263) (273

 

4 – Mode opératoire : (Technique fonctionnelle chronométrique) 

• Calibration : 

 Les calibrants disponibles sur le marché sont étalonnés par rapport au standard international du 

NIBSC (National Institute for Biological Standards and Controls). 

Gamme d’étalonnage adaptée, encadrant les valeurs obtenues pour le patient. Selon les 

automates, prévoir une courbe haute (0,15 à 1,50 UI/mL) et une courbe basse (0 à 0,15 UI/mL).  

En règle générale, la dilution au dixième = 1 UI/mL. 

Il existe une relation linéaire en coordonnées bilogarithmiques entre le temps mesuré et les taux 

de facteur. La précision du dosage est fonction de la pente de la droite d’étalonnage, qui dépend 

des réactifs et de l’appareillage utilisé. 

 

• Contrôles : 

 Dans chaque série, passer un contrôle normal (0,80 à 1,20 UI/mL) et un contrôle pathologique 

(0,30 à 0,50 UI/mL) dans les mêmes conditions qu’un plasma de patient. 

 

• Dilutions du plasma du patient : 

Les dilutions de plasma ne sont pas stables. Il faut les faire extemporanément et les 

conserver à +4 ◦C (glace pilée).  

Prévoir deux dilutions par patient (1/10 et 1/20).  

) 
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Possibilité de diluer au 1/40 si le taux est> 1,50 UI/mL. 

La droite dose-réponse du patient doit être parallèle à la droite d’étalonnage. 

La dilution du plasma du patient rend négligeable l’effet des anticoagulants thérapeutiques 

comme l’héparine. 

Les lupus anticoagulants (LA) puissants peuvent affecter la mesure du facteur en système 

TCA : utiliser un réactif TCA peu sensible ou diluer fortement le plasma du patient au 1/40e, 

1/80e voire au 1/160e. On observe la correction du déficit apparent avec les dilutions 

croissantes. 

• Dosage :  

– Même volume de dilution appropriée du plasma du patient, de céphaline plus activateur et du 

plasma déficient en facteur VIII.  

– Incubation 2 minutes à 37 ◦C.  

– Ajout de calcium et mesure du temps de coagulation.  

Les résultats sont lus sur les courbes adaptées : les résultats des dilutions au 1/10 sont lus 

directement, ceux des dilutions au 1/20 sont multipliés par 2, ceux des dilutions au 1/40 sont 

multipliés par 4. 

Attention, une amorce de coagulation donne des temps plus courts par activation des facteurs, 

et une coagulation avérée donne des temps plus longs par consommation des facteurs. 

(263)(274

– À partir de l’âge de 1 mois et adultes : 0,50 à 1,50 UI/mL (soit 50 %-150 %). 

– À la naissance : 0,50 à 2,00 UI/mL.  

– Grossesse : 0,70 à 6,00 UI/mL.  

) 

 

                                          5 – Résultats : 

                                                 5.1 Valeurs normales :  

Les résultats sont exprimés en pourcentage de la normale ou en UI/mL : 100 % = 1 UI/mL.  
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– Groupe sanguin O : 0,40 à 0,80 UI/mL. 

                                               5.2 Interprétation : Valeurs anormales : 

• Déficits acquis : 

 – Déficit isolé : autoanticorps contre le facteur VIII.  

– Déficit combiné : coagulopathie de consommation (coagulation intravasculaire disséminée 

[CIVD]). 

• Déficits constitutionnels :  

1) Hémophilie A : 

Le diagnostic de déficit constitutionnel est établi si le déficit persiste sur deux prélèvements 

espacés, si les causes de déficits acquis ont été éliminées, si l’enquête familiale est informative. 

La sévérité de la maladie est directement liée au taux de facteur :  

– < 0,01 UI/mL : hémophilie A sévère;  

– de 0,01 à 0,05 UI/mL : hémophilie A modérée;  

– de 0,05 à 0,25 UI/mL : hémophilie A mineure ;  

– de 0,25 à 0,40 UI/mL : taux abaissé  

– de 0,40 à 0,70 UI/mL : taux limite. 

Un taux < 0,25 UI/mL représente un risque hémorragique.  

Le taux hémostatique est à 0,40 UI/mL. 

L’étude en biologie moléculaire permet de définir s’il s’agit d’une délétion, d’une mutation 

ponctuelle ou de l’inversion dans l’intron 22 (50 % des cas d’hémophilie A majeure).  

2) Maladie de Willebrand : 

– Maladie de Willebrand type 1 : la diminution du taux de facteur VIII est associée à celle du 

facteur Willebrand.  

– Maladie de Willebrand type 2N : seul le taux de facteur VIII est diminué. Il existe une anomalie 

du facteur Willebrand au niveau du site de liaison du facteur VIII, qui n’est plus fixé et donc n’est 

plus protégé de la dégradation protéolytique 
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• Augmentation du facteur VIII : 

– Syndrome inflammatoire.  

– Prise de contraceptifs oraux.  

– Grossesse. 

 – Risque accru de thromboembolie (thrombophilie) : augmentation permanente et indépendante 

de la réaction inflammatoire due à un déterminisme familial. (263) (275) 

I -  Dosage de l’activité coagulante du facteur IX (anti-hémophilique B) :  

              1 – Généralités : 

Le facteur IX est une glycoprotéine de PM 57 000 synthétisée par le foie. C’est un zymogène de 

sérine protéase. Le facteur IX est activé en IXa soit par le complexe facteur tissulaire-VIIa, soit 

par le facteur XIa. Le facteur IXa forme un complexe avec le facteur VIIIa et les phospholipides 

pour activer le facteur X.  

Sa concentration plasmatique est de 3–5 mg/L.  

Sa demi vie est de 20 à 24 heures. Le gène du facteur IX est localisé sur le chromosome X.(276) 
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Fig 47: Place du facteur IX. FT : facteur tissulaire ; PK : prékallicréine; KHPM : kininogène de haut 

poids moléculaire; PL : phospholipides ; —- : rétroactivation par la thrombine (283) 
 

 2 – Indications :  

- En cas d’allongement isolé du temps de céphaline avec activateur (TCA) et/ou de survenue de 

manifestations hémorragiques non expliquées, car, selon les réactifs utilisés, des déficits 

modérés en FIX peuvent ne pas allonger significativement le TCA. 

- La mesure du FIX: C’est également utile dans le suivi du traitement des patients hémophiles 

B.(277

 3 – Matériels :   

1. Tube de prélèvement : Le sang est généralement prélevé dans un tube de citrate de sodium, 

l’anticoagulant de référence est une solution de citrate trisodique 0,105 ou 0,109 M utilisée dans 

un rapport anticoagulant/sang total : 1 pour 9, volume à volume. 

Ces conditions sont valables pour un hématocrite compris entre 0,30 et 0,55 L/L, sinon le 

) 
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volume d’anticoagulant doit être adapté à l’hématocrite selon la formule :  

Volume d’ anticogulant en mL =  

Volume sang (mL) × (100 − hématocrite %) / 595 − hématocrite %  

Le mélange CTAD (citrate trisodique, théophylline, adénosine, dipyridamole), inhibiteur de 

l’activation plaquettaire, est utilisable pour tous les tests d’hémostase en dehors de l’étude des 

fonctions plaquettaires. Son utilisation est vivement recommandée lorsque les contraintes de 

délai ne peuvent être respectées, en particulier pour le suivi des traitements hépariniques. Il 

permet une meilleure conservation du prélèvement mais induit un surcoût. 

2. Réactifs spécifiques :  

– Réactif TCA, composé de céphaline qui est un réactif phospholipidique apporté à une 

concentration optimale, et d’un activateur du système contact de la coagulation (sous forme de 

microparticules solides ou sous forme soluble). 

– Plasma déficient en facteur IX : le taux de facteur IX doit être inférieur à 0,01 UI/mL. Condition 

à vérifier à chaque lot en considérant le réactif comme un plasma de patient. 

– Chlorure de calcium 0,025 M.  

– Tampon Owren Koller pH 7,35.  

 

3. Chronomètre ou coagulomètre : Un chronomètre ou un coagulomètre est utilisé pour mesurer 

le temps de coagulation ou d'autres paramètres associés à l'activité du facteur IX.  

 

4. Pipettes : Des pipettes sont utilisées pour prélever des quantités précises de réactifs et de 

plasma sanguin nécessaires pour réaliser le test. 

 

5. Équipement de laboratoire standard : Vous aurez également besoin d'équipement de 

laboratoire standard, tels que des pipettes, des tubes à essai, des agitateurs, etc., pour préparer 

et manipuler les échantillons et les réactifs.(278) (279) (280) 
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4– Mode opératoire : (Technique fonctionnelle chronométrique) :  

• Calibration :  

– Les calibrants disponibles sur le marché sont étalonnés par rapport au standard international 

du NIBSC (National Institute for Biological Standards and Controls).  

– Gamme d’étalonnage adaptée, encadrant les valeurs obtenues pour le patient. Selon les 

automates, prévoir une courbe haute (0,15 à 1,50 UI/mL) et une courbe basse (0 à 0,15 UI/mL).  

– En règle générale, la dilution au 1/10 = 1 UI/mL. Il existe une relation linéaire en coordonnées 

bilogarithmiques entre le temps mesuré et les taux de facteur. La précision du dosage est 

fonction de la pente de la droite d’étalonnage, qui dépend des réactifs et de l’appareillage 

utilisé. 

• Contrôles : 

 Dans chaque série, il faut passer un contrôle normal (0,80 à 1,20 UI/mL) et un contrôle 

pathologique (0,30 à 0,50 UI/mL) dans les mêmes conditions qu’un plasma de patient. 

• Dilutions du plasma du patient : 

Les dilutions de plasma ne sont pas stables. Il faut les faire extemporanément et les conserver à 

+4 ◦C (glace pilée). Prévoir deux dilutions par patient (1/10 et 1/20). Possibilité de diluer au 

1/40 si le taux est> 1,50 UI/mL. La droite dose-réponse du patient doit être parallèle à la droite 

d’étalonnage. La dilution du plasma du patient rend négligeable l’effet des anticoagulants 

thérapeutiques comme l’héparine. Les lupus anticoagulants (LA) puissants peuvent affecter la 

mesure du facteur en système TCA : utiliser un réactif peu sensible ou diluer fortement le plasma 

du patient au 1/40e, 1/80e voire au 1/160e. On observe la correction du déficit apparent avec 

les dilutions croissantes. 

• Dosage : 

– Même volume de dilution appropriée du plasma du patient, de céphaline plus activateur et du 

plasma déficient en facteur IX.  

– Incubation 2 minutes à 37 ◦C.  

– Ajout de calcium et mesure du temps de coagulation.  
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 Les résultats sont lus sur les courbes adaptées : les résultats des dilutions au 1/10 sont lus 

directement, ceux des dilutions au1/20 sont multipliés par 2, ceux des dilutions au 1/40 sont 

multipliés par 4. (270) (271)                    

5 – Résultats : 

5.1 Valeurs normales :  

– Les résultats sont exprimés en pourcentage de la normale ou en UI/mL : 100 % = 1 UI/mL.  

– À partir de l’âge de 12 mois et adultes : 0,60 à 1,60 UI/mL (soit 60 %-160 %).  

– À la naissance : 0,20 à 0,80 UI/mL.  

– Grossesse : inchangé ou diminution de 10 à 30 %. 

5.2 Interprétation : valeurs anormales 

• Déficits acquis : 

   – Déficit isolé : autoanticorps contre le facteur IX.  

   – Déficits combinés : hypovitaminose K pathologique ou due à un traitement aux antivitamines 

K.  

   – Insuffisance hépatocellulaire.   

• Déficits constitutionnels : hémophilie B 

 Le diagnostic de déficit constitutionnel est établi si le déficit persiste sur deux prélèvements 

espacés, si les causes de déficits acquis ont été éliminées, si l’enquête familiale est informative.  

C’est une maladie hémorragique grave (transmission liée au sexe).  

La sévérité de la maladie est directement liée au taux de facteur :  

– < 0,01 UI/mL : hémophilie B sévère ;  

– de 0,01 à 0,05 UI/mL : hémophilie B modérée ;  

– de 0,05 à 0,25 UI/mL : hémophilie B mineure ;  

– de 0,25 à 0,50 UI/mL : taux limite.  

Un taux < 0,25 UI/mL représente un risque hémorragique.  

Le taux hémostatique est à 0,40 UI/mL.(271) (281) 
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            J – Dosage de l’activité coagulante du facteur XI (facteur Rosenthal) :  

                        1 – Généralités :  

Le facteur XI (F XI) est une sérine protéase qui circule dans le plasma sous forme d'homodimère. 

Son activation a lieu préférentiellement à la surface des plaquettes activées, sous l'action des 

premières traces de thrombine. Le F XIa participe alors à la génération ultérieure de thrombine, 

notamment à faible concentration de facteur tissulaire. Le déficit en F XI s'accompagne in vitro 

d'un retard à la formation du caillot et d'une diminution par trois de la vitesse maximale de 

génération de thrombine. La compensation en F XI exogène de ces déficits permet de corriger 

ces paramètres cinétiques. In vivo, elle permet la correction de la symptomatologie 

hémorragique et s'accompagne d'une activation de la coagulation, comme en témoignent les 

marqueurs d'activation. 

Demi-vie : 40–80 heures. Le gène du facteur XI est localisé sur le chromosome 4.(282

 

) 

Fig 48 : Place du facteur XI. FT : facteur tissulaire ; PK : prékallicréine; KHPM : kininogène de 
haut poids moléculaire; PL : phospholipides ; —- : rétroactivation par la thrombine.(288) 
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2 – Indications :  

En cas d’allongement isolé du temps de céphaline avec activateur (TCA) et/ou de survenue de 

manifestations hémorragiques non expliquées, car, selon les réactifs utilisés, des déficits 

modérés en FXI peuvent ne pas allonger significativement le TCA.(283

3 – Matériels :  

1. Tube de prélèvement : Le sang est généralement prélevé dans un tube de citrate de sodium, 

l’anticoagulant de référence est une solution de citrate trisodique 0,105 ou 0,109 M utilisée dans 

un rapport anticoagulant/sang total : 1 pour 9, volume à volume. 

Ces conditions sont valables pour un hématocrite compris entre 0,30 et 0,55 L/L, sinon le 

volume d’anticoagulant doit être adapté à l’hématocrite selon la formule :  

Volume d’ anticogulant en mL =  

Volume sang (mL) × (100 − hématocrite %) / 595 − hématocrite %  

Le mélange CTAD (citrate trisodique, théophylline, adénosine, dipyridamole), inhibiteur de 

l’activation plaquettaire, est utilisable pour tous les tests d’hémostase en dehors de l’étude des 

fonctions plaquettaires. Son utilisation est vivement recommandée lorsque les contraintes de 

délai ne peuvent être respectées, en particulier pour le suivi des traitements hépariniques. Il 

permet une meilleure conservation du prélèvement mais induit un surcoût. 

 

2. Réactifs:  

– Réactif TCA composé de céphaline, qui est un réactif phospholipidique apporté à une 

concentration optimale, et d’un activateur du système contact de la coagulation (sous forme de 

microparticules solides ou sous forme soluble).  

– Plasma déficient en facteur XI : le taux de facteur XI doit être inférieur à 0,01 UI/mL. Condition 

à vérifier à chaque lot en considérant le réactif comme un plasma de patient. – Chlorure de 

calcium 0,025 M.  

– Tampon Owren Koller pH 7,35. 

 

) 
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3. Chronomètre ou coagulomètre : Un chronomètre ou un coagulomètre est utilisé pour mesurer 

le temps de coagulation ou d'autres paramètres associés à l'activité du facteur XI.  

4. Pipettes : Des pipettes sont utilisées pour prélever des quantités précises de réactifs et de 

plasma sanguin nécessaires pour réaliser le test. 

5. Équipement de laboratoire standard : Vous aurez également besoin d'équipement de 

laboratoire standard, tels que des pipettes, des tubes à essai, des agitateurs, etc., pour préparer 

et manipuler les échantillons et les réactifs.(284) (285

     • Calibration : 

 Les calibrants disponibles sur le marché sont étalonnés par rapport au standard international du 

NIBSC (National Institute for Biological Standards and Controls). 

Gamme d’étalonnage adaptée, encadrant les valeurs obtenues pour le patient. Selon les 

automates, prévoir une courbe haute (0,15 à 1,50 UI/mL) et une courbe basse (0 à 0,15 UI/mL). 

En règle générale, la dilution au 1/10 = 1 UI/mL. 

Il existe une relation linéaire en coordonnées bilogarithmiques entre le temps mesuré et les taux 

de facteur.  

La précision du dosage est fonction de la pente de la droite d’étalonnage, qui dépend des 

réactifs et de l’appareillage utilisé.   

 

      • Contrôles : 

 Dans chaque série, passer un contrôle normal (0,80 à 1,20 UI/mL) et un contrôle pathologique 

(0,30 à 0,50 UI/mL) dans les mêmes conditions qu’un plasma de patient.    

      * Dilutions du plasma du patient : 

 Les dilutions de plasma ne sont pas stables. Il faut les faire extemporanément et les conserver à 

+4 ◦C (glace pilée).  

Prévoir deux dilutions par patient (1/10 et 1/20). Possibilité de diluer au 1/40 si le taux est > 

1,50 UI/mL. La droite dose-réponse du patient doit être parallèle à la droite d’étalonnage.  

) 

                                             4 – Mode opératoire : (Technique fonctionnelle chronométrique)  
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La dilution du plasma du patient rend négligeable l’effet des anticoagulants thérapeutiques 

comme l’héparine. Les lupus anticoagulants (LA) puissants peuvent affecter le TCA : utiliser un 

réactif peu sensible ou diluer fortement le plasma du patient au 1/40e, 1/80e voire au 1/160e. 

On observe la correction du déficit apparent avec les dilutions croissantes.  

    

        • Dosage : 

– Même volume de dilution appropriée du plasma du patient, de céphaline plus activateur et du 

plasma déficient en facteur XI.  

– Incubation 2 minutes à 37 ◦C.  

– Ajout de calcium et mesure du temps de coagulation. Les résultats sont lus sur les courbes 

adaptées : les résultats des dilutions au 1/10 sont lus directement, les résultats des dilutions au 

1/20 sont multipliés par 2, ceux des dilutions au 1/40 sont multipliés par 4.(286

 

• Déficits constitutionnels : 

⇒ Le diagnostic de déficit constitutionnel est posé si le déficit persiste sur deux prélèvements 

espacés, si les causes de déficits acquis ont été éliminées, si l’enquête familiale est informative.  

⇒ Décrit en 1958 par Rosenthal, il est très fréquent dans la population juive Ashkenaze, mais 

) 

 

5 – Résultats :  

                                                       5.1 – Valeurs normales : 

Ils sont exprimés en pourcentage de la normale ou en UI/mL : 100 % = 1 UI/mL. 

– À partir de l’âge de 12 mois et adultes : 0,70 à 1,30 UI/mL (soit 70 %–130 %).  

– À la naissance : 0,10 à 0,70 UI/mL.  

– Grossesse : inchangé ou diminution de 10 à 30 %. 

                                                       5.2 Interprétation : Valeurs anormales  

• Déficits acquis :  

 Autoanticorps contre le facteur XI.  
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rare dans le reste des populations. Selon le taux de déficit, on distingue :  

– < 0,01 UI/mL : déficit majeur  

 – de 0,01à 0,20UI/mL : déficit mineur  

– de 0,20 à 0,40 UI/mL : déficit modéré  

– de 0,40 à 0,70 UI/mL : taux limite.  

– Il n’existe pas d’élément prédictif du risque hémorragique.  

⇒ Un taux < 0,10 UI/mL peut présenter un risque hémorragique. 

⇒ Le syndrome hémorragique répond bien au traitement antifibrinolytique.  

⇒ Le taux hémostatique est à 0,30 UI/mL.(287) 

                         K –  Dosage de l’activité coagulante du facteur XII (facteur Hageman) 

                                                 1 – Généralités :  

Le FXII, de synthèse hépatique, circule dans le plasma sous forme d’un zymogène de sérine 

protéase à chaîne unique de 80 kDa, à une concentration plasmatique moyenne est de 40 µg/ml.  

Sa demi-vie varie de 50 à 70 heures.(288

 
Fig 49: Place du facteur XII. FT : facteur tissulaire ; PK : prékallicréine ; KHPM : kininogène de 
haut poids moléculaire ; PL : phospholipides ; ----- : rétroactivation par la thrombine. (294) 

)  
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                                                         2 – Indications :  

L’objectif de la mesure de l’activité du FXII est d’exclure ou de confirmer un déficit en FXII.  

Ce test peut être indiqué en cas d’allongement isolé significatif du temps de céphaline avec 

activateur (TCA). Selon les réactifs utilisés, des déficits modérés en FXII peuvent ne pas allonger 

significativement le TCA.(289) 

 

                                                          3 – Matériels : 

1. Tube de prélèvement : Le sang est généralement prélevé dans un tube de citrate de sodium, 

l’anticoagulant de référence est une solution de citrate trisodique 0,105 ou 0,109 M utilisée dans 

un rapport anticoagulant/sang total : 1 pour 9, volume à volume. 

Ces conditions sont valables pour un hématocrite compris entre 0,30 et 0,55 L/L, sinon le 

volume d’anticoagulant doit être adapté à l’hématocrite selon la formule :  

Volume d’ anticogulant en mL =  

Volume sang (mL) × (100 − hématocrite %) / 595 − hématocrite %  

Le mélange CTAD (citrate trisodique, théophylline, adénosine, dipyridamole), inhibiteur de 

l’activation plaquettaire, est utilisable pour tous les tests d’hémostase en dehors de l’étude des 

fonctions plaquettaires. Son utilisation est vivement recommandée lorsque les contraintes de 

délai ne peuvent être respectées, en particulier pour le suivi des traitements hépariniques. Il 

permet une meilleure conservation du prélèvement mais induit un surcoût. 

 

2. Réactifs:  

– Réactif TCA composé de céphaline, qui est un réactif phospholipidique apporté à une 

concentration optimale, et d’un activateur du système contact de la coagulation (sous forme de 

microparticules solides ou sous forme soluble).  

– Plasma déficient en facteur XII : le taux de facteur XII doit être inférieur à 0,01 UI/mL. 

Condition à vérifier à chaque lot en considérant le réactif comme un plasma de patient. 

– Chlorure de calcium 0,025 M.  
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– Tampon Owren Koller pH 7,35. 

 

3. Chronomètre ou coagulomètre : Un chronomètre ou un coagulomètre est utilisé pour mesurer 

le temps de coagulation ou d'autres paramètres associés à l'activité du facteur XII.  

 

4. Pipettes : Des pipettes sont utilisées pour prélever des quantités précises de réactifs et de 

plasma sanguin nécessaires pour réaliser le test. 

 

   5. Équipement de laboratoire standard : Vous aurez également besoin d'équipement de 

laboratoire standard, tels que des pipettes, des tubes à essai, des agitateurs, etc., pour préparer 

et manipuler les échantillons et les réactifs.(290)  

 

                                         4 – Mode opératoire : (Technique fonctionnelle chronométrique) 

• Calibration :  

Les calibrants disponibles sur le marché sont étalonnés par rapport au standard international du 

NIBSC (National Institute for Biological Standards and Controls).  

Gamme d’étalonnage adaptée, encadrant les valeurs obtenues pour le patient. Selon les 

automates, prévoir une courbe haut (0,15 à 1,50 UI/mL) et une courbe basse (0 à 0,15 UI/mL). 

En règle générale, la dilution au 1/10 = 1 UI/mL. Il existe une relation linéaire en coordonnées 

bilogarithmiques entre le temps mesuré et les taux de facteur.  

La précision du dosage est fonction de la pente de la droite d’étalonnage, qui dépend des 

réactifs et de l’appareillage utilisé. 

 

• Contrôles : 

Dans chaque série, passer un contrôle normal (0,80 à 1,20 UI/mL) et un contrôle pathologique 

(0,30 à 0,50 UI/mL) dans les mêmes conditions qu’un plasma de patient. 
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Dilutions du plasma du patient : 

Les dilutions de plasma ne sont pas stables. Il faut les faire extemporanément et les conserver à 

+4 ◦C (glace pilée). Prévoir deux dilutions par patient (1/10 et 1/20). Possibilité de diluer au 

1/40 si le taux est supérieur à 1,50 UI/mL.  

La droite dose-réponse du patient doit être parallèle à la droite d’étalonnage. La dilution du 

plasma du patient rend négligeable l’effet des anticoagulants thérapeutiques comme l’héparine. 

Les lupus anticoagulants (LA) puissants peuvent affecter la mesure du facteur en système TCA : 

utiliser un réactif peu sensible ou diluer fortement le plasma du patient au 1/40e, 1/80e voire au 

1/160e. On observe la correction du déficit apparent avec les dilutions croissantes. 

 

• Dosage : 

– Même volume de dilution appropriée du plasma du patient, de céphaline plus activateur et du 

plasma déficient en facteur XII.  

– Incubation 2 minutes à 37 ◦C.  

– Ajout de calcium et mesure du temps de coagulation. Les résultats sont lus sur les courbes 

adaptées :les résultats des dilutions au 1/10 sont lus directement, les résultats des dilutions au 

1/20 sont multipliés par 2, ceux des dilutions au 1/40 sont multipliés par 4. Attention, une 

amorce de coagulation donne des temps plus courts par activation des facteurs, et une 

coagulation avérée donne des temps plus longs par consommation des facteurs.(291) 

5 – Résultats :  

                                                     5.1 Valeurs normales :  

Les résultats ils sont exprimés en pourcentage de la normale ou en UI/ml : 100 % = 1 UI/mL.  

– À partir de l’âge de 12 mois et adultes : 0,55 à 1,60 UI/mL (soit 55 %-160 %).  

– À la naissance : 0,10 à 0,90 UI/mL.  

– Grossesse : inchangé. 
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                                                      5.2 Interprétation : Valeurs anormales 

• Déficits acquis :  

Autoanticorps contre le facteur XII. 

• Déficits constitutionnels :  

– Le diagnostic de déficit constitutionnel est posé si le déficit persiste sur deux prélèvements 

espacés, si les causes de déficits acquis ont été éliminées, si l’enquête familiale est informative.  

 

Il est très rare, de prévalence 1/500 000. Suivant le taux de facteur, on distingue : 

– < 0,01 UI/mL : déficit majeur ;  

– de 0,01à 0,20UI/mL : déficit mineur ;  

– de 0,20 à 0,40 UI/mL : déficit modéré ;  

– de 0,40 à 0,70 UI/mL : taux limite.  

– Absence de risque hémorragique même en cas de déficit majeur.(292) (282) 
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A – Le groupage sanguin ABO-RH1 (RhD) 

1 – Généralités :  

• LE SYSTEME ABO : 

Il est le plus anciennement connu des systèmes de groupes sanguins. Il se caractérise par:  

– la présence d’antigènes A et/ou B à la surface des hématies,  

- Ces composés sont constitués de glucides et présentent deux types de sucres potentiels à la 

surface des érythrocytes : soit du galactose (Ag B), soit du N-Acétyl-Galactosamine (Ag A). Ces 

sucres sont attachés à une substance fondamentale appelée Substance H, qui est elle-même un 

glucide. 

– mais aussi la présence systématique d’anticorps (Ac) naturels dans le plasma, dirigés contre le 

(ou les) antigènes absents du globule rouge.  

La présence ou l’absence des antigènes (Ag) A ou B à la surface des hématies est sous la 

dépendance de 3 gènes :  

– le gène A, qui induit la synthèse de l’Ag A,  

– le gène B, qui induit celle de l’Ag B, 

 – le gène O, qui n’induit aucune synthèse.  

La transmission héréditaire de ces gènes obéit aux lois de Mendel : A et B sont des allèles et 

s’excluent lors de la méïose. Le groupe sanguin de chaque individu dépend donc de la présence 

de 2 de ces 3 allèles A, B et O. Les gènes A et B sont codominants ; ils s’expriment au niveau du 

phénotype ; le gène O est récessif par rapport aux gènes A et B. Le système ABO offre ainsi 4 

possibilités d’expression ou phénotypes : A, B, AB, O. 

                

         Fig 50 : Phénotype et génotype du système ABO (297) 

Ces phénotypes sont définis à la fois par l’Ag globulaire et par l’Ac sérique. Leur répartition varie 

selon les populations. 
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                             Fig 51 : Antigènes – Anticorps du système ABO (297) 

 

Le phénotype A se subdivise en phénotypes A1 et A2 (les plus fréquents, mais aussi A3, Aend,…) 

qui se différencient quantitativement (par leur nombre de sites A) et qualitativement (par 

l’activité de leurs enzymes). La distinction entre A1 et A2 permet d’aboutir aux 6 phénotypes 

courants : A1, A2, A1B, A2B, B, et O. 

 
Fig 52 : Présentation schématique des antigènes du système ABO (293

• LE SYSTEME RHESUS : 

 La définition du groupage ABO est indissociable du phénotype Rh D du système rhésus et sa 

réalisation indissociable du phénotype RH/KELL. Le système Rhésus comporte de nombreux Ag 

distincts dont 5 sont importants en pratique clinique :  

– l’Ag D (Rh standard ou RH1 de la nomenclature internationale); le plus immunogène  

– Les Ag C (RH2) et c (RH4)  

– Les Ag E (RH3) et e (RH5)  

Ces antigènes sont uniquement présents sur les hématies, définissant ainsi un système de 

) 
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groupe sanguin. Il est possible de distinguer 18 phénotypes différents. Par définition, les 

personnes possédant l‘Ag D sont dits «Rhésus +» et celles qui ne le possèdent pas : «Rhésus –».  

L’Ag D est produit par le gène D. Il n’existe pas d’Ag d ce qui n’exclut pas l’existence du gène d.  

Dans notre population, la fréquence des sujets Rh + est d’environ 85 %.(294) 

2 – Indications :  

• En contexte transfusionnel, la disponibilité d’un groupe ABO-RH1 valide du receveur est 

obligatoire. Elle permet d’assurer les règles de compatibilité lors de la sélection des concentrés 

de globules rouges et de plaquettes ainsi que du plasma. Il est toujours associé au phénotype RH 

(RH2, RH3, RH4, RH5) et KEL1. 

• En contexte obstétrical, la connaissance du groupe RH1 (RhD) de la mère permet, chez 

les femmes RhD négatif (RH:-1) de mettre en oeuvre un calendrier de suivi adéquat de la 

grossesse et, lorsque le RH1 (RhD) de l’enfant (foetus et nouveau-né) est connu, d’indiquer une 

immunoprophylaxie anti-D ou de diagnostiquer une maladie hémolytique foetale et/ou 

néonatalepar anti-D.  

La détermination du groupe RH1 (RhD) du foetus se fait par génotypage foetal à 

partir de l’ADN circulant dans le plasma maternel. 

La connaissance du groupe ABO de la mère et du nouveau-né permet de diagnostiquer une 

maladie hémolytique néo natale par incompatibilité foetomaternelle ABO. 

 

• En contexte de transplantation d’organe, la connaissance du groupe ABO-RH1 du receveur et 

du greffon permet de sélectionner le greffon adéquat et, dans les transplantations rénales 

incompatibles majeures, de poser l’indication 

d’un titrage des anticorps ABO afin d’envisager une éventuelle stratégie de réduction de ces 

anticorps. 
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• En contexte de greffe de cellules souches hématopoïétiques, la connaissance du groupe ABO 

RH1 du receveur et du greffon permet d’évaluer les risques hémolytiques en cas 

d’incompatibilité ABO majeure ou mineure. 

• Enfin, en cas de recherche d’agglutinines irrégulières (RAI) positive, le groupe ABO-RH1 

contribue à la validation d’un anti-RH1.(295

2. Pipettes : Utilisées pour mesurer et transférer de petits volumes de sang et de réactifs. 

) 

                                                3 – Matériels :  

  1. Tubes à essai : Utilisés pour collecter et manipuler les échantillons de sang on   utilise tube 

EDTA. 

3. Réactifs de groupage sanguin : Comprendra des anticorps spécifiques anti-A, anti-B et 

anti-D (pour le facteur Rh). Ces réactifs permettent de détecter la présence ou l'absence des 

antigènes A, B et D sur les globules rouges. 

4. Les hématies-test : hématies humaines préparées à partir d’un sang prélevé sur 

anticoagulant. 

5. Dispositifs de mélange : Des dispositifs tels que des agitateurs mécaniques ou des vortex 

peuvent être utilisés pour mélanger les échantillons de sang avec les réactifs. 

6. Cartes de groupage sanguin : Ce sont des cartes spéciales qui contiennent des puits ou 

des zones de test où les échantillons de sang et les réactifs sont mélangés pour observer les 

réactions. 

7. Centrifugeuse : Utilisée pour séparer le sérum ou le plasma des globules rouges, si 

nécessaire, pour des tests supplémentaires. 
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8. Lampe à lecture : Dans certains cas, une lampe spéciale, telle qu'une lampe de lecture 

directe, peut être utilisée pour faciliter la visualisation des réactions et des agglutinations. 

 

Fig 53 : sérums-test anti-A, anti-B et anti-AB et anti-D  

 
Fig 54 : Hématies test 

 

                         4 – Mode opératoire : 

Les modalités techniques utilisées sont : la détermination sur plaque, en tube, en gel ou en 

microplaques. 

Elle repose sur 2 réalisations exécutées par 2 techniciens différents. La saisie manuelle des 

résultats doit passer par une double saisie réalisée par 2 personnes différentes. 

•Groupage ABO : 

Peut être réalisé de façon manuelle, semi-automatique ou automatique. Il se compose de 2 

épreuves complémentaires :  
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- l’épreuve de BETH-VINCENT ou épreuve globulaire qui consiste à mettre en évidence à la 

surface des hématies la présence des antigènes A et ou B (ou leur absence) à l’aide de 3 sérums 

tests monoclonaux anti A, anti B, et anti AB.  

- l’épreuve de SIMONIN ou épreuve sérique qui consiste à rechercher la présence ou l’absence 

des Ac anti A et/ou anti B dans le sérum à l’aide d’hématies tests A1 et B. 

1) Technique sur plaque d'opaline et/ou plaque alvéolée à usage unique : 

 a) Préparations des échantillons de sang :  

- centrifuger le sang et séparer les hématies et le plasma  

- diluer les hématies au 1/10ième en eau physiologique 

 
Fig 55 : Préparation du sang à grouper (296

➔Témoin « allo » = 2 gouttes de sérum à tester et une goutte de GR test. 

 

)  
 

b) Réalisation de témoins :  

Le témoin auto est réalisé systématiquement, les témoins AB et allo sont surtout réalisés 

uniquement en cas de discordance entre les épreuves globulaires et sériques. 

Mais par mesure de sécurité, les 3 témoins seront réalisés systématiquement au cours des 

groupages 

ABO. 

➔Témoin « auto » = une goutte de sérum à tester et une goutte de GR à tester 

➔Témoin « AB » = une goutte d'un sérum de groupe AB (appelé sérum AB, à ne pas confondre 

avec le sérum anti-A + anti-B) et une goutte de GR à tester. 
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c) Épreuve globulaire directe de Beth Vincent : 

- 1 goutte de sérum test anti-A  

- 1 goutte de sérum test anti-B  

- 1 goutte de sérum test anti-A + anti-B  

Ajouter à coté de chaque goutte de sérum test, 1 goutte de culot d'hématies diluées.  

d) Épreuve globulaire de Simonin : 

- Déposer 1 goutte de suspension globulaire à A1, A2, B. 

- Déposer 2 gouttes du sérum à tester. 

 

⇒ Animer la plaque d'un mouvement de va et vient afin de faciliter l'agglutination. Laisser 

reposer 30 secondes. Lire en imprimant un mouvement de « roulis » à la plaque et compléter par 

une seconde lecture au bout de 3 minutes. 

 

Fig 56 : Technique sur plaque alvéolée pour groupage ABO, * épreuve complémentaire (297)   

 

e) Lecture :  

D’une manière générale, les agglutinats de l’épreuve sérique apparaissent plus lentement que 

ceux de 
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L’épreuve globulaire. Noter l’absence ou la présence d’agglutinats et leur intensité. 

- « +++ » 1 à 3 énormes agglutinats sur fond clair. 

- « ++ » jusqu’à 10 agglutinats sur fond clair. 

- « + » très nombreux agglutinats sur fond clair. 

- « (+) » innombrables agglutinats à la limite du visible sur fond clair. 

- « - » absence d’agglutinats-suspension rosée homogène. 

Signaler aussi la présence éventuelle d’une image de double population (notée ++/--) ou d’une 

hémolyse partielle.  

2) Technique en tube :  

a) Préparations des échantillons de sang : 

- A partir du sang centrifugé, diluer les hématies au 1/5ième en eau physiologique. (Fig 55) 

b) Réalisation des témoins :  

Le témoin auto est réalisé systématiquement, les témoins AB et allo sont surtout réalisés 

uniquement en cas de discordance entre les épreuves globulaires et sériques. 

Mais par mesure de sécurité, les 3 témoins seront réalisés systématiquement au cours des 

groupages 

ABO. 

➔Témoin « auto » = une goutte de sérum à tester et une goutte de GR à tester 

➔Témoin « AB » = une goutte d'un sérum de groupe AB (appelé sérum AB, à ne pas confondre 

avec le sérum anti-A + anti-B) et une goutte de GR à tester. 

➔Témoin « allo » = 2 gouttes de sérum à tester et une goutte de GR test. 

 

c) La réalisation de l’épreuve : 

Les réactions sont effectuées dans 6 ou 8 tubes de la même façon que pour la technique en 

plaque, en utilisant les mêmes volumes de réactifs.  

Boucher les tubes.  

Agiter légèrement les tubes.  
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Centrifuger 1 minute à 500 g (environ 1000 rpm).  

Lire par remise en suspension des culots. 

 

Fig 57 : Technique en tube pour groupage ABO (301) 

d) Lecture :  

- « +++ » : le culot se décolle et se dissocie en 3 amas maximum (agglutinat volumineux non 

dissocié sur fond clair). 

- « ++ » : le culot se dissocie en de nombreux amas volumineux (agglutinat volumineux sur 

fond clair). 

- « + » : le culot se dissocie en de nombreux petits amas (agglutinat fin sur fond rosé). 

- « - » : suspension homogène (« fumée de cigarette »). 

3) Technique en microplaque :  

a) Préparations des échantillons de sang : 

 - Le test se fera à partir des hématies diluées au 1/10ième ou au 1/5ième en eau physiologique 

(fig 55) 

b) Réalisation des témoins : 

Sur une microplaque à fond en V: déposer dans l'ordre dans des puits différents  

 - témoin auto: 50µL de plasma à tester + 50µL d'hématies à tester  

 - témoin AB : 50µL de sérum de groupe AB + 50µL d'hématies à tester 
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c) Épreuve globulaire directe de Beth Vincent : 

 - 50µL de sérum test anti-A  

- 50µL de sérum test anti-B  

- 50µL de sérum test anti-A + anti-B 

Ajouter à chaque puit de sérum test, 50µL de culot d'hématies diluées. 

Centrifuger 1 minute à 1000 tours par minute.  

Observer s'il y a ou non agglutination. 

• RH 1 (Ag D)  

Recherche des Ag D éventuellement présents à la surface des hématies par :  

- agglutination active indirecte (artificielle) : à l'aide d’un sérum test contenant des Ac antiD (IgG) 

enrichi en albumine à 37°C. 

- Par agglutination active directe : à l’aide d’un sérum test contenant des Ac anti-D (IgM) en 

milieu salin. 
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Fig 58 : Schéma explicatif d’agglutination active indirecte et direct lors du phénotypage du 

Rhésus standard.(298

 

) 

 - Protocole :  

a) Préparations des échantillons de sang : 

Dans un tube soigneusement référencé, verser 6 gouttes de plasma et 4 gouttes de culot 

globulaire à tester. 

Fig 59 : Préparation du sang à tester pour groupage rhésus standard (302) 
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b) Technique : agglutination active directe :  

Déposer rapidement sur la plaque alvéolée, comme indiqué sur le schéma ci-dessous :  

 
Fig 60: Réalisation de la technique d’agglutination active directe pour groupage Rhésus standard 

(302)  
Mélanger et essuyer l’agitateur entre chaque réaction. 
Incliner la boîte chauffante d’un angle juste suffisant pour permettre l’homogénéisation des 
gouttes. 
Poursuivre l’agitation pendant 3 minutes 
Effectuer la lecture des agglutinats 

 

 5 – Résultats :  

5- 1 Intérprétation du résultat du goupage ABO : 

La vérification analytique du groupage ABO – RH1 repose sur : 

– L’absence d’ambiguïté réactionnelle avec chaque réactif.  

– L’absence de double population.  

– L’absence de discordance entre 2 réalisations.  

– L’absence de discordance avec l’antériorité. 

- De la négativité du témoin réactif réalisé dans le cadre de la détermination du phénotype RH1   

– Un profil réactionnel cohérent par rapport à la table d’interprétation des groupes. 
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Le groupe ABO sera conclu si les réactions obtenues correspondent à la grille d’interprétation 

suivante. 

:  

 

fig 61 : Grille d’interprétation du Groupage érythrocytaire ABO 

5 – 2 Interprétation des résultats du phénotypage Rh 1 (Ag D) : 

Résultats des deux techniques concordants = Groupage RH correct  

La présence d’agglutinat indique une réaction positive et signifie que le sujet est porteur de 

l’antigène D, il est dit sujet « RH1 positif ».  

En revanche leur absence traduit une réaction négative qui doit être compléter obligatoirement 

par la recherche de l’antigène D faible chez les donneurs de sang, les femmes enceintes et les 

nouveau-nés de mère RH1 négatif. Seule l’absence du D faible, permet d’étiqueter ces catégories 

de RH1 négatif.(299

 

 

 

 

 

 

 

) 
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B – Le phénotypage RH-KEL1 (Rh-K) 

                                                              1 – Généralités :  

  

Le système des groupes sanguins Kell est complexe et contient de nombreux antigènes 

hautement immunogènes. Ces antigènes sont les troisièmes plus puissants, après ceux des 

groupes sanguins ABO et Rh, à déclencher une réaction immunitaire. 

L'antigène K est l'un des antigènes Kell les plus significatifs sur le plan clinique.  

Le phénotype RH-KEL1 regroupe les antigènes C ou Rh2, E ou Rh3, c ou Rh4, e ou Rh5 et KEL1 

ou K du système KELL. (300

• En contexte transfusionnel :  

- Chez les patients ayant développé un ou des allo-anticorps antiérythrocytaires contre au moins 

l’un des antigènes suivants : RH2, RH3, RH4, RH5 et KEL1. 

- dans les situations suivantes, avec pour objectif de prévenir l’apparition d’allo-anticorps : 

femmes, de la naissance jusqu'à la fin de la période procréatrice ;  patients atteints 

d’hémoglobinopathies ;  patients atteints d’affections chroniques dont la survie prolongée est 

conditionnée par des transfusions itératives de CGR comme dans les myélodysplasies ; patients 

présentant un groupe sanguin rare. 

) 

 

                                         2 – Indications : 

• En contexte obstétrical, la réalisation du phénotype RH-KEL1 est obligatoire 

• En cas de RAI (Recherche d'Anticorps Irréguliers) positif le phénotype RH-KEL1, est nécessaire 

et joue un rôle dans la confirmation des anticorps ciblant les différents antigènes qu'il 

regroupe.(301) (302) (303

 

 

                                           

) 
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3 – Matériels : 

• Échantillons de sang : Vous aurez besoin d'échantillons de sang prélevés dans un tube EDTA. 

• Réactifs anti-sérums : Les réactifs anti-sérums spécifiques pour les groupes sanguins RH (anti-

C, anti-E, anti-c, anti-e) et KEL ( anti-K) sont nécessaires pour identifier les antigènes 

correspondants dans les échantillons de sang. 

• Plaques de microtitration ou tubes de test : Vous utiliserez des plaques de microtitration ou 

des tubes de test pour effectuer les réactions entre les réactifs anti-sérums et les échantillons de 

sang. 

• Centrifugeuse : Une centrifugeuse est utilisée pour séparer les cellules sanguines du plasma, ce 

qui est nécessaire pour les tests de groupage. 

• Pipettes : Des pipettes de précision sont utilisées pour prélever et transférer de petites 

quantités de réactifs et d'échantillons de sang. 

• Lampe à spectre visible : Une lampe à spectre visible est utilisée pour détecter les réactions 

entre les réactifs anti-sérums et les échantillons de sang. Certains réactifs anti-sérums peuvent 

provoquer des réactions visibles, telles que l'agglutination ou la formation de précipités. 

• Matériel de sécurité : Comme vous travaillez avec du sang, il est important de porter des gants, 

des lunettes de protection et une blouse de laboratoire pour assurer votre sécurité et prévenir 

toute contamination croisée. 

 

                                             4 – Mode opératoire :  

A) Technique d’agglutination sur plaque pour la recherche des antigènes (C, E, c, e et K) :  

En faisant pivoter légèrement la plaque d’opaline, on contrôle l'apparition d’une agglutination 

dans un délai de 1 minute. 
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Fig 62 : résultats du test d’agglutination direct sur plaque (308) 

 

B) Technique d’agglutination sur microplaques pour la recherche des antigènes (C, E, c, e et K) :  

La présence d’agglutination indique que l’échantillon testé possède l’antigène correspondant. 

L’absence d’agglutination avec le réactif constitue un résultat négatif et indique que l’échantillon 

testé est dépourvu de l’antigène correspondant. 

 
Fig 63 : Technique d’agglutination sur microplaques pour la recherche des antigènes (C, E, c, e 

et K) (308) 

C) Technique sur carte-gel : 

 Le phénotypage Rhésus(C, c, E, e) est effectué sur carte gel à la température du laboratoire 

22°C. 

 

La méthode du phénotypage pratiquée sur carte Gel est la suivante : 

1. Préparer une suspension de globules rouges : 
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• En distribuant 1 ml de Scan Liss (LowIonicStrength Saline) dans un tube à usage unique, 

identifié  

• Rajouter 10 μl de culot globulaire puis on a mélangé.  

 

2. Identifier la carte par le numéro d’échantillon correspondant, Remettre en suspension les 

globules rouges avant utilisation. 

  

3. Distribuer 50 μl de suspension globulaire dans la cupule de chaque microtube de la carte. 

  

4. Incuber le mélange pendant 15mn à 37°c Les Examens immunohématologiques au centre de 

transfusion sanguine  

 

5. Centrifuger 10 minutes dans une centrifugeuse.  

 

6. Lecture des réactions.(304

 

Figure 64 : Carte gel phénotype Rh + Kell avant emploi et exemple de réaction +(droite)  

et – (gauche) (308) 

 

) 
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5. Résultats :  

Lorsque de l'agglutination se produit, cela signifie que l'échantillon testé contient l'antigène 

correspondant.  

En revanche, si aucune agglutination n'est observée en présence du réactif, cela indique un 

résultat négatif et que l'échantillon testé ne contient pas l'antigène correspondant. 

 

C – Le phénotypage étendu : 

1 – Généralités : 

 

Le phénotypage étendu est définit comme la détermination des autres anti- gènes 

érythrocytaires tels que les antigens des systèmes Duffy, Kidd et MNS. On parle donc de 

phénotype étendu lorsque l'analyse du phénotype érythrocytaire concerne un antigène de 

groupes sanguins en dehors des antigènes du système de groupe sanguin ABO, des cinq 

antigènes principaux du système RH (RH1, 2, 3, 4 et 5) et du premier antigène du système KEL, 

KEL1.(305) 

En général, on se limite aux Ag des systèmes Duffy, Kidd et MNS, mais d'autres Ag peuvent aussi 

être recherchés. 

– Rhésus : Ag Cw (RH8) 

– Duffy : Ag Fya (FY1), Fyb (FY2) 

– Kidd  :  Ag Jka (JK1) ,Jkb(JK2) 

– MNS  :  Ag M (MNS1), N (MNS2), S(MNS3), s (MNS4) 

– Lewis :  Ag Lea (LE1), Leb (LE2) 

– P :  Ag P1(306) 

 

2 – Indications :  

* Validation de l’identification d’anticorps anti-érythrocytaire chez un donneur de sang ou un 

patient.  
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* En cas d’allo-immunisation érythrocytaire complexe.  

* Chez certains transfusés de manière itérative en particulier dans le cadre de pathologies 

hématologiques fortement consommatrices de produits sanguins labiles et de langue durée 

(drépanocytaire essentiellement).  

* chez le donneur du sang afin de pouvoir disposer de poches de concentrés de globules rouges 

compatibles lorsqu’un patient allo-immunisé doit être transfusé.(307) (308) (309

1. Échantillons de sang : Des échantillons de sang du patient ou du donneur sont 

nécessaires pour effectuer le phénotypage étendu, sang récupéré sur tube EDTA. 

) (293) 

3 – Matériels :  

2. Réactifs anti-sérums : Vous utiliserez différents types de réactifs anti-sérums spécifiques 

pour les différents groupes sanguins, tels que les groupes sanguins ABO, Rh (anti-D, anti-C, 

anti-E), Kell (anti-K), Duffy (anti-Fya, anti-Fyb), Kidd (anti-Jka, anti-Jkb), etc. Ces réactifs 

permettent de détecter les antigènes correspondants dans les échantillons de sang. 

3. Plaques de microtitration ou tubes de test : Les réactions entre les réactifs anti-sérums et 

les échantillons de sang sont réalisées dans des plaques de microtitration ou des tubes de test. 

4. Centrifugeuse : Une centrifugeuse est utilisée pour séparer les cellules sanguines du 

plasma, lorsque cela est nécessaire pour les tests de phénotypage. 

5. Pipettes : Des pipettes de précision sont utilisées pour prélever et transférer de petites 

quantités de réactifs et d'échantillons de sang. 

6. Lampe à spectre visible : Une lampe à spectre visible est utilisée pour détecter les 

réactions entre les réactifs anti-sérums et les échantillons de sang. Certaines réactions peuvent 

provoquer des changements de couleur ou d'autres caractéristiques visibles. 

7. Matériel de sécurité : Comme vous travaillez avec du sang, il est important de porter des 

gants, des lunettes de protection et une blouse de laboratoire pour assurer votre sécurité et 

prévenir toute contamination croisée. 

4 – Mode opératoire :  

      A) Pour le système Kell (antigène Kell2) : 
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• Le principe consiste à rechercher par deux personnes différentes, les Ag k à la surface des 

hématies par technique d’agglutination directe entre ces antigènes portés sur les hématies à 

tester et les sérum test spécifiques.  

Lorsqu'il est utilisé selon la technique recommandée, le réactif provoque l'agglutination (amas) 

des hématies portant l'antigène K (cellano). La non-agglutination démontre l'absence de 

l'antigène K (cellano).(310)  

⇒ Technique carte gel :  

a) 1er temps : Préparation de l’échantillon de sang :  

Préparer une suspension d’hématies à 5% en ID-Diluent 1 comme suit : 

Ramener le diluant à température ambiante avant utilisation. 

1. Distribuer 0.5 ml d’ID-Diluent 1 dans un tube propre. 

2. Ajouter 50 µl de sang total ou 25 µl de culot d’hématies, mélanger doucement. 

3. Incuber 10 minutes à température ambiante (18–25 °C). 

La suspension d’hématies est à utiliser dans les 15 minutes qui suivent l’incubation. 

b) 2ème temps :  

Ne pas utiliser les cartes-ID présentant des signes de dessèchement, des bulles d’air dans le gel, 

un système de fermeture endommagé, des gouttelettes de gel ou de surnageant sur les parois 

supérieures des microtubes ou sur la face interne de la languette d’aluminium. 

1. Identifier la carte-ID avec le numéro d’enregistrement unique du patient ou donneur/toutes 

identifications pertinentes.  

2. Décoller la languette d’aluminium des microtubes nécessaires en tenant la carteID en position 

verticale.  

3. Distribuer 10 µl ou 12,5 µl de la suspension d’hématies du patient dans le microtube 

concerné.  

4. Centrifuger la carte-ID 10 minutes dans l’ID-Centrifuge.  

5. Lire et noter les réactions. 
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              B)  Pour les systèmes MNS; DUFFY ; KIDD ; LUTHERAN ; LEWIS : 

Le phénotypage élargi est réalisé quasi-exclusivement par la méthode d’hémagglutination. La 

réalisation d’un phénotype élargi consiste à tester les hématies du patient, préalablement mises 

en suspension appropriée, vis-àvis du réactif approprié et du réactif témoin.  

Mis à part les antigènes les plus souvent étudiés que sont FY1 et 2, JK1 et 2, MNS3 et 4, la 

méthode de phénotypage est en général manuelle.(311)           

Les méthodes manuelles sont classiques. Soit l’anticorps a pu faire objet d’une synthèse 

monoclonale, de classe IgM et, dans ces conditions, est utilisable en technique saline (par 

exemple, anti-JK1/-JK2), soit on ne dispose que de réactifs polyclonaux marqués CE ou 

monoclonaux de type IgG (FY1, FY2) qui nécessitent la mise en œuvre d’un test indirect à 

L’antiglobuline (TIA). Les réactifs disponibles sur automate sont utilisables, soit en microplaque 

(immunoadhérence), soit en support filtration avec, dans ce cas, soit une distribution du réactif 

par l’automate, soit un réactif déjà incorporé dans le support réactionnel.(312) 
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ANTICORPS ANTI-
ERYTHROCYTAIRES 
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      A) Recherche d’agglutinines irrégulières (RAI) 

1- Généralités :   

La détection des anticorps anti-érythrocytaires est une analyse biologique cruciale utilisée 

pour prévenir et diagnostiquer les accidents immunohémolytiques transfusionnels, ainsi que 

pour diagnostiquer les incompatibilités foeto-maternelles.  

En général, cette recherche est valable pendant 3 jours (72 heures) lorsqu'elle est utilisée pour la 

transfusion de concentrés de globules rouges (CGR). 

Certains anticorps sont considérés comme "naturels" car ils peuvent être détectés chez des 

individus qui n'ont jamais été exposés à l'antigène correspondant.  

Cependant, La plupart des anticorps détectés sont le résultat d'une réponse immunitaire suite à 

une grossesse ou à des transfusions sanguines.(313) (314) 

 

                                         2 – Indications : 

 

* avant toute transfusion de produits sanguins labiles. 

* pour le bilan post transfusionnel. 

* lors du suivi de la grossesse et le diagnostic des incompatibilités foeto-maternelles .(315) 

(316) (317

3 – Matériels :  

 1. Échantillons de sérum : Le sérum du patient est prélevé pour effectuer l'analyse. Il   est 

obtenu à partir d'un prélèvement sanguin et est séparé des autres composants sanguins par 

centrifugation. 

  2. Hématies de groupe O (généralement utilisées) : Les hématies de groupe O sont utilisées 

comme réactif pour détecter les agglutinines irrégulières présentes dans le sérum du patient. Les 

hématies de groupe O sont dépourvues des antigènes A et B, ce qui les rend compatibles avec la 

plupart des groupes sanguins. 

) 
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 3. Réactifs d'élution : Les réactifs d'élution sont utilisés pour libérer les agglutinines irrégulières 

qui se sont fixées aux hématies du patient. Ils permettent de récupérer les anticorps attachés 

aux hématies pour une meilleure identification. 

 4. Centrifugeuse : Une centrifugeuse est nécessaire pour séparer les différentes composantes 

du sang, permettant ainsi d'obtenir le sérum nécessaire à l'analyse. 

 5. Supports de réaction : Des plaques, des tubes ou des cartes de test spécialement conçus sont 

utilisés comme supports de réaction pour réaliser les tests d'agglutination. 

6. Équipement de laboratoire standard : Cela peut inclure des pipettes, des micropipettes, des 

tubes à essai, des agitateurs, des réfrigérateurs, des incubateurs et d'autres équipements 

couramment utilisés en laboratoire. 

 

                                                      4. Mode opératoire :  

• L'objectif de la recherche d'agglutinines irrégulières (RAI) est de détecter et d'identifier les 

anticorps anti-érythrocytaires en exposant le sérum (ou le plasma à étudier) à une série 

d’hématies-tests O phénotypées dans la plupart des systèmes de groupes sanguins. 

La présence d'anticorps est généralement indiquée par une réaction d'agglutination. 

La recherche des agglutinines irrégulières comporte deux étapes : une 1ère étape de dépistage 

et une deuxième étape d’identification.  

 

 • On utilise la technique de gel-filtration ou immunoadhérence : 

 

                                1) Panel de dépistage :  

- Un panel de dépistage est utilisé. Ce panel est constitué généralement 3 lots d'hématies, 

l'ensemble de ces lots d'hématies devant posséder l'ensemble des Ag spécifiques des Ac 

irréguliers recherchés.  

- Le sérum du patient est testé sur chacun de ces lots d'hématies :  

 Test de Coombs indirect  
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 Éventuellement test à la papaïne* (non obligatoire). 

 

    

                     Fig 65 : Panel de dépistage à l’aide du test de coombs indirect et test à la 

papaÏne(318

2) Panel d’identification : 

- Un panel d'identification comprenant 10 lots d'hématies est utilisé. 

- L'ensemble de ces lots doit posséder l'ensemble des Ag spécifiques des Ac irréguliers 

recherchés.  

- Cependant chaque lot possède moins d'Ag que le panel de dépistage. Le sérum du patient est 

testé sur chacun de ces lots d'hématies :  

   Test de Coombs indirect  

   Éventuellement test à la papaïne (non obligatoire). 

 

 

) 
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  fig 66 : Panel d’identification utilisant le test de coombs indirect et test à la papaÏne(319

• Si le dépistage initial est négatif, cela indique que la recherche d'agglutinines irrégulières est 

également négative. En revanche, si le dépistage est positif, une étape d'identification devient 

nécessaire. 

) 

 

                      5. Résultats :  

1) Pour le dépistage des agglutinines irrégulières : 

• Des résultats négatifs (absence d'agglutination) lors des tests de Coombs indirects (et de 

papaïne) avec les trois lots d'hématies indiquent l'absence d'agglutinine irrégulière (AI). 

• Des résultats positifs (présence d'agglutination) lors des tests de Coombs indirects (et de 

papaïne) avec au moins un lot d'hématies indiqueraient la présence d'agglutinines irrégulières 

qui devront être identifiées et titrées. 

 

 2) L'analyse du panel d'identification :    

•    permet d'identifier l'agglutinine irrégulière probable ou les agglutinines irrégulières probables. 
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• L'identification de la spécificité nécessite de trouver une corrélation entre les réactions positives 

et négatives observées en fonction de la présence ou de l'absence d'un antigène spécifique sur 

les hématies testées, correspondant à l'anticorps suspecté. 

• L'identification repose sur la connaissance des fréquences des différents phénotypes dans tous 

les systèmes de groupes sanguins, des anticorps les plus couramment rencontrés en raison de 

l'immunogénicité des antigènes correspondants, des variations de l'intensité antigénique d'un 

donneur d'hématies-tests à un autre, des différents types de réactions d'agglutination selon les 

systèmes impliqués, des effets de dosage de certains anticorps, ainsi que des techniques 

préférentielles pour détecter les anticorps en fonction des méthodes utilisées. 

 

                 ⇒ Plusieurs situations peuvent être rencontrées : 

     1. L’identification la plus simple est celle qui met en évidence un anticorps unique. 

 2. Les résultats de l’étude des réactions positives et négatives obtenues avec les hématies tests 

de la gamme d’identification font suspecter un mélange d’anticorps.  

 3. Le sérum testé agglutine toutes les hématies-tests des différentes gammes d’identification.  

 

⇒ AI identifiée est ensuite titrée. 

 

 

B – Dosage pondéral des agglutinines irrégulières (RAI) dans le cadre du suivi de grossesse : 

1 – Généralités : 

 

Les conséquences de l'interaction entre les antigènes présents sur les globules rouges et les 

anticorps varient et dépendent de divers facteurs liés aux antigènes, aux anticorps et à la 

réactivité du système phagocytaire (ou réticulo-endothélial) spécifique à chaque individu. Par 

conséquent, il est essentiel d'évaluer la signification clinique d'un anticorps identifié chez un 

patient ou un donneur. 
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L'un des éléments permettant d'évaluer le risque hémolytique d'un anticorps est son taux, qui 

peut être estimé de manière semi-quantitative par le titrage ou par le dosage pondéral. Dans le 

contexte d'une incompatibilité foeto-maternelle, le dosage pondéral permet d'exprimer la 

concentration en μg/mL ou UI/mL d'anticorps de type IgG, notamment les anticorps du système 

Rh. Cette méthode ne dépend pas de l'affinité de l'anticorps, qui est évaluée par le titrage. 

L'association du titrage et du dosage pondéral permet une évaluation complémentaire du risque 

hémolytique pour le fœtus lié à un anticorps donné. 

Lorsque des seuils dangereux sont atteints, il est nécessaire d'examiner la détresse fœtale, ce 

qui peut indiquer, en fonction de l'âge gestationnel, une transfusion in utero ou un 

accouchement prématuré avec une prise en charge transfusionnelle du nouveau-né. 

 

2 – Indications :  

* Suivi immuno-hématologique d’une grossesse normale ou après injection d’anti-RH1 au 

décours d’une complication obstétricale 

* Maladie hémolytique du nouveau-né  

* Suivi de l’immunoprophylaxie par les immunoglobulines anti-RH1 injectées suite à un 

avortement  ou à une grossesse extra-utérine  

* Bilan étiologique d’avortements à répétition ou de mort fœtale in-Utéro(320

1. Analyseur d'hémagglutination en flux continu : C'est l'instrument principal utilisé pour effectuer 

le dosage pondéral par hémagglutination en flux continu. L'analyseur est conçu pour 

automatiser le processus de détection et de mesure des agglutinats formés entre les échantillons 

de sang et les réactifs. 

) 

 

3. Matériels :  

2. Réactifs : Les réactifs spécifiques sont utilisés pour détecter et évaluer les agglutinines 

irrégulières dans les échantillons de sang. Ces réactifs peuvent inclure des suspension de 

globules rouges portant l’antigène correspondant à l’anticorps à doser (les hématies utilisées 
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sont de phénotype D+C+E+c+e+ (RH:1,2,3,4,5)  

et une solution de polyvinylpyrrolidone. 

3. Tubes à essai : Des tubes à essai spéciaux, généralement conçus pour être compatibles avec 

l'analyseur d'hémagglutination en flux continu, sont utilisés pour contenir les échantillons de 

sang et les réactifs. 

4. Pipettes et micropipettes : Les pipettes et les micropipettes sont utilisées pour prélever avec 

précision les volumes nécessaires d'échantillons de sang et de réactifs, et pour les transférer 

dans les tubes à essai. 

5. Solutions de lavage et tampons : Des solutions de lavage, des tampons ou des diluants 

spécifiques peuvent être utilisés pour préparer les échantillons de sang et les réactifs, et pour 

laver les globules rouges afin d'éliminer les substances non pertinentes. 

6. Contrôles de qualité : Des échantillons de contrôle de qualité peuvent être utilisés pour vérifier la 

performance et l'étalonnage de l'analyseur d'hémagglutination en flux continu. 

7. Logiciel d'analyse : Un logiciel spécifique est généralement utilisé pour contrôler l'analyseur, 

collecter les données et interpréter les résultats.(321

4 – Mode opératoire :  

 

) 

Les dilutions de sérum et la suspension de globules rouges portant l’antigène correspondant 

à l’anticorps à doser (les hématies utilisées sont de phénotype D+C+E+c+e+ (RH:1,2,3,4,5)) 

sont propulsées par des pompes dans un long circuit constitué de tubulures souples et de tubes 

en verre, horizontaux ou enroulés en spires de façon à assurer leur mélange en permanence. Le 

mélange est segmenté par de l’air dans le but de bien séparer les différentes dilutions de sérum 

qui, sans ce procédé, auraient tendance à se chevaucher les unes sur les autres. Pour induire 

l’agglutination des hématies sensibilisées dans le circuit, il existe plusieurs alternatives. Dans 

tous les cas, ce n’est pas l’ajout d’une antiglobuline mais l’addition d’une solution de 

macromolécules qui va permettre l’hémagglutination. En effet, cette solution a pour effet 

d’augmenter la constante diélectrique du milieu, donc de diminuer le potentiel zêta ; ceci facilite 
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le rapprochement physique des hématies à une distance telle que les molécules d’IgG deviennent 

capables de fixer une hématie sur chacun de leurs bras et donc d’induire une agglutination. Les 

pentamères d’IgM peuvent toujours induire une agglutination et cette méthode ne permet pas de 

distinguer la part d’hémagglutination due aux IgG de celle due aux IgM dans le cas où ces deux 

classes d’immunoglobulines seraient présentes. 

La technique de Rosenfield met en jeu des hématies bromélinées avec une solution de 

polyvinylpyrrolidone. 

La technique de Gunson, dont le principe est similaire à celui de la technique Rosenfield, recourt 

à une autre macromolécule, la méthylcellulose. 
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Fig. 67 - Schéma d’un circuit de dosage pondéral par hémagglutination en flux continu et 

photos d’auto-analyseurs.(322

5.1 Valeurs normales : 

Ces anticorps sont normalement absents. 

) 

 

5. Résultats :  
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                                                 5.2 Valeurs anormales : Interprétation 

 * Pour l’anti-D un seuil de risque modéré est fixé à 5 UI/mL ou 250 UCHP/mL (par technique de 

Rosenfield) 

* pour l’anti-c un seuil de risque modéré est fixé à 500 UCHP/mL  

* pour l’anti-E et l’anti-e un seuil de risque modéré est fixé à 700 UCHP/mL 

* pour l’anti-C un seuil de risque modéré est fixé à 1000 UCHP/mL(323) (324

 

Fig 68 : Seuils critiques préconisés par le Centre National de Référence en Hémobiologie 

Périnatale pour la mise en place d’un suivi échographique et clinique anténatal et fréquence des 

titrages/dosages recommandée (210) 

) (210) 
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C – Épreuve directe de compatibilité au laboratoire : 

1 – Généralités :  

L'épreuve directe de compatibilité (EDCL), encore appelée cross-matching (« réaction croisée»), 

est un examen de laboratoire qui consiste à tester, dans les mêmes techniques que la recherche 

d'anticorps irréguliers, le sérum ou le plasma du malade vis-à-vis des concentrés érythrocytaires 

prévus pour sa transfusion. 

2 – Indications : 

• Pour les patients polytransfusés qui n'ont pas d'anticorps irréguliers anti-érythrocytaires, il est 

recommandé de réaliser cette épreuve. En revanche, elle n'est plus recommandée chez les 

femmes enceintes. 

• En dehors des situations d'urgence, cette épreuve n'est pratiquée que chez les patients ayant eu 

un résultat positif à la recherche d'anticorps irréguliers. 

• En France, lorsqu'une recherche d'anticorps irréguliers est négative, elle est considérée comme 

suffisante pour transfuser un patient. 

• Il n'y a pas de gain significatif en termes de sécurité associé à cette analyse lorsque la recherche 

d'agglutinines irrégulières prétransfusionnelle, réalisée dans de bonnes conditions techniques, 

est négative, même chez les patients polytransfusés ou les nouveau-nés avec un test de datation 

sanguine négatif.325

 

3 – Matériels : 

 

 

1. Échantillons de sang : Des échantillons de sang du donneur et du receveur sont. nécessaires 

pour effectuer l'épreuve directe de compatibilité. Ces échantillons sont prélevés conformément 

aux protocoles de prélèvement sanguin 



Guide d’analyse biologique en hématologie 

 

 

- 196 - 

2. Réactifs de groupage sanguin : Des réactifs spécifiques sont utilisés pour déterminer le groupe 

sanguin du donneur et du receveur. Cela peut inclure des sérums anti-A, anti-B, anti-AB et anti-

D pour les groupes ABO et Rh. 

3. Plaques ou tubes de test : Des plaques ou des tubes spécialement conçus sont utilisés 

pour mélanger les échantillons de sang du donneur et du receveur avec les réactifs de groupage 

sanguin. Ces supports de réaction permettent d'observer les réactions d'agglutination. 

4. Centrifugeuse : Une centrifugeuse est nécessaire pour séparer les composants sanguins et 

obtenir le sérum à partir des échantillons de sang. 

5. Pipettes et micropipettes : Des pipettes ou des micropipettes sont utilisées pour mesurer avec 

précision les volumes nécessaires des échantillons de sang et des réactifs. 

6. Équipement de laboratoire standard : Cela peut inclure des agitateurs, des compte-gouttes, des 

pipeteurs, des réfrigérateurs, des incubateurs et d'autres équipements couramment utilisés en 

laboratoire. 

4 –  Mode opératoire : 

• Technique de microfiltration : 

 

Fig 69 : Modalités techniques de réalisation de l’ECDL en microfiltration (326

• Test Indirect à l’antiglobuline :  

⇒ Technique par simple mélange en tube : 

Dans ce contexte, différentes techniques sont utilisées, comme illustré dans le tableau ci-

) 
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dessous, et la plus couramment utilisée est celle du cross-match, qui implique l'utilisation de 

l'antiglobuline humaine (AHG)  

 

Fig 70 : technique de l’ECDL en tube 

A titre d’exemple : Pocédure de réalisation d’un Cross matching en tube utilisant 

l’AHG (51): 

1- Préparation des échantillons sanguins du donneur et du receveur : (GR du donneur et 

serum/ plasma du receveur) 

2- Préparation de 3-5% de suspension cellulaire saline de GR 

3- Tube à hémolyse pour test 

4- Dans le tube, on rajoute 2 gouttes du serum du receveur et une goutte de la 

suspension de GR du donneur 

5- On mélange et on laisse incuber pendant 1H à 37°c 

6- Décanter le mélange complétement et laver les cellules 3 fois par la suspension saline 

7- On rajoute 2 gouttes de l’antiglobuline humaine (AGH) puis on mélange. On laisse la 

préparation à température ambiante pendant 5min 

8- Centrifuger à 1500 rpm durant 1 min 

9- On observe l’apparition ou non d’agglutination 

10- Si pas d’agglutination observée macroscopiquement, on transfert un petit échantillion 

sur une lame et on examine microscopiquement à la recherche d’une agglutination. 

N.B : La présence de rouleaux n’est pas une indication d’incompatibilté.(327

5.Résultats : 

1 - Si aucune réaction d'agglutination n'est observée, le résultat de l'épreuve directe de 

compatibilité au laboratoire (ECDL) est négatif, ce qui signifie que l'unité de concentré de 

) 
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globules rouges (CGR) est déclarée compatible avec le sérum ou le plasma du patient. 

 ⇒ La compatibilité entre le sang du donneur et du receveur est confirmée lorsqu'il n'y a pas 

d'agglutination observée à la fois dans le cross-match majeur et le cross-match mineur. 

 

2 - Si une réaction d'agglutination est observée, le résultat de l'épreuve directe de compatibilité 

au laboratoire (ECDL) est positif, ce qui indique que l'unité de concentré de globules rouges 

(CGR) est déclarée incompatible avec le sérum ou le plasma du patient. 

⇒ Il est impératif de ne jamais transfuser un sang qui présente une incompatibilité dans le 

cross-match majeur, car le grand volume de plasma du receveur contenant des anticorps peut 

facilement détruire les globules rouges du donneur. 

  ⇒ Une incompatibilité dans un cross-match mineur est moins préoccupante, car le plasma du 

donneur contenant les anticorps est dilué dans le plasma du receveur, ce qui réduit la 

concentration des anticorps et les rend moins efficaces.(328

Le test d'antiglobuline, également connu sous le nom de test de Coombs, est une procédure de 

laboratoire d'immunologie utilisée pour détecter la présence d'anticorps dirigés contre les 

globules rouges (GR) en circulation dans l'organisme, qui induisent alors une hémolyse. La 

destruction de ces globules rouges par des anticorps dirigés contre eux est décrite sur le plan 

diagnostique comme une anémie hémolytique auto-immune (AIHA). 

De nombreuses étiologies entrent dans cette classification. 

Le principe du test direct à l’antiglobuline (TDA) est de détecter la présence d'anticorps fixés 

directement aux globules rouges, en lavant un échantillon de sang prélevé dans une solution 

) 

 

 

 

D – Test direct à l’antiglobuline (TDA) : 

1 –  Généralités  :  
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saline afin d'isoler les globules rouges du patient ; cette procédure permet d'éliminer les 

anticorps non liés qui pourraient autrement fausser le résultat.(329

 
Fig 71: Principe du test direct à l’antiglobuline (

) 

330

2  –  Indications : 

)   

• Anémie hémolytique auto-immune. 

• Anémie hémolytique immunitaire d'origine médicamenteuse. 

• Réactions transfusionnelles hémolytiques médiées par des allo-anticorps 

• Maladie hémolytique du nouveau-né 

• Lupus érythémateux systémique (sans anémie hémolytique). (331

3 – Matériels : 

•  Échantillons de sang : Des échantillons de sang du patient prélevés dans un tube EDTA. 

• Réactifs d'antiglobuline : Des réactifs polyspécifique ou monospécifique d'antiglobuline, tels que 

l'antiglobuline humaine (AHG), sont utilisés pour détecter les anticorps déjà liés aux globules 

rouges du patient. 

) 

• Réactifs d'induction d'agglutination : Des réactifs spécifiques, tels que des antigènes globulaires 

rouges de groupes sanguins connus, sont utilisés pour induire l'agglutination des globules 

rouges en présence d'anticorps. 
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• Plaques ou tubes de test : Des plaques ou des tubes spécialement conçus sont utilisés pour 

mélanger les échantillons de sang du patient avec les réactifs d'antiglobuline et les réactifs 

d'induction d'agglutination. 

 

• Centrifugeuse : Une centrifugeuse est utilisée pour séparer les composants sanguins et obtenir 

le sérum à partir des échantillons de sang. 

 

• Pipettes et micropipettes : Des pipettes ou des micropipettes sont utilisées pour mesurer avec 

précision les volumes nécessaires des échantillons de sang et des réactifs. 

 

• Équipement de laboratoire standard : Cela peut inclure des agitateurs, des compte-gouttes, des 

pipeteurs, des réfrigérateurs, des incubateurs et d'autres équipements couramment utilisés en 

laboratoire.(332) 
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4 – Mode opératoire : 

 

Fig 72 : Mode opératoire du test direct à l’antiglobuline (TDA) (334) 
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5 – Résultats :  

⇒ Contrôles de qualité internes et témoin  

- CQI (+) : la présence d’une agglutination vérifie :  

* la présence de la présence de GR sensibilisés par des Ac est bien repérée par un agglutinat  

* les différents temps de la réaction (lavage et action de l’AGH) se déroulent parfaitement  

* la bonne qualité de l’AGH. 

 - CQI (-) : l’absence d’agglutination vérifie la spécificité de la réaction et élimine les faux positifs dues à 

l’AGH. Les Ac en absence d’Ag ne conduisent pas à une agglutination.  

- Témoin contrôle : l’absence d’agglutination vérifie la spécificité de la réaction. Les GR sensibilisés ne 

doivent pas agglutiner en absence d’AGH 

⇒ Lecture des réactions  

Si les témoins sont corrects :  

- Une agglutination signifie que les GR sont recouvertes par un Ac que le contexte biologique identifiera 

comme un Ac d’origine maternelle.(334) 

 

E – Titrage des agglutinines froides : 

1 – Généralités : 

Les agglutinines froides sont des auto-anticorps anti- érythrocytaires capables d'entrainer une 

agglutination des globules rouges en dessous de 30 °C avec une réactivité maximale entre 0 et + 

5 °C, ce phénomène étant réversible après réchauffement. Les agglutinines froides ne sont pas 

forcément pathogènes : il existe en effet chez beaucoup d'individus la présence d'agglutinines 

froides naturelles à titre très faible dans leur sérum sans manifestation pathologique in vivo.  

En revanche, certaines agglutinines froides ont une réelle signification pathologique et peuvent 

être responsables d'anémies hémolytiques auto-immunes dites « à auto- anticorps froids » (16 à 

32 % des AHAI). 

2 – Indications :  

- Bilan d'anémie hémolytique auto-immune: recherche d'auto-anticorps froids pour diagnostic 

ou suivi.(333) 
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Fig 73 : CLASSIFICATION DE L'ANÉMIE HÉMOLYTIQUE AUTO-IMMUNE (334) (335) (336) (337) 

(338) (339

 

) 
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3 – Matériels : 

• Tubes à essai : Prélèvement de 2 tubes secs de 7 mL de sang et de 1 tube de 7 mL sur EDTA. 

• Pipettes : Vous aurez besoin de pipettes volumétriques ou de micropipettes pour transférer les 

volumes précis de réactifs et d'échantillons lors de la préparation des dilutions. 

• Réfrigérateur : Vous aurez besoin d'un réfrigérateur pour stocker les échantillons à des 

températures appropriées lors des différentes étapes du titrage. 

• Agitateur : Un agitateur mécanique ou vortex est utile pour mélanger les échantillons et les 

réactifs de manière homogène. 

• Thermomètre : Un thermomètre précis vous permettra de mesurer la température des 

échantillons et des réactifs, car les agglutinines froides sont généralement actives à des 

températures inférieures à la température corporelle. 

• Réfrigérant : Si vous effectuez des titrages à des températures très basses, vous pouvez avoir 

besoin d'un réfrigérant spécifique, comme de la glace ou de l'azote liquide, pour maintenir les 

échantillons à la température souhaitée. 

• Plaques ou microplaques : Utilisez des plaques ou des microplaques à puits pour effectuer les 

réactions d'agglutination. Assurez-vous d'utiliser des plaques compatibles avec les réactifs et les 

techniques que vous utilisez. 

• Photomètre ou spectrophotomètre : Un photomètre ou un spectrophotomètre peut être utilisé 

pour mesurer l'absorbance ou la turbidité des échantillons après réaction et évaluer le titre des 

agglutinines froides. 

• Réactifs : Vous aurez besoin de réactifs spécifiques pour détecter et mesurer les agglutinines 

froides. Cela peut inclure des solutions de polyéthylène glycol (PEG), des réactifs anti-igM ou 

anti-igG, et d'autres réactifs spécifiques selon la méthode de titrage que vous utilisez. 

 

4 – Mode opératoire : 

Le titrage est réalisé sur des hématies traitées à la papaïne et/ou natives.  

La technique classique décrite ici est celle réalisée en microtubes de verre avec lecture de 
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l’agglutination sous microscope. Il s’agit de la technique de référence. Des techniques en gel 

filtration, plus simples de réalisation, ont aussi été validées. Une dilution géométrique de raison 

2 du sérum est réalisée dans 10 tubes en verre, sous un volume de 0,5 mL. Une série de titrages 

est réalisée à + 4 °C et une autre à + 37 °C, en déposant 1 goutte d’hématies sélectionnées dans 

chaque tube. Les hématies sont de 3 catégories : des globules rouges d’adultes (exprimant 

l’antigène I), des globules rouges de nouveau-nés (exprimant uniquement l’antigène i), les 

propres globules rouges du patient (provenant du tube EDTA).  

Après 2 heures à + 4 °C et à + 37 °C, une goutte de chaque tube est déposée entre lame et 

lamelle et lue au microscope pour rechercher l’agglutination.  

Le résultat du titrage est rendu à + 4 °C et à + 37 °C.(340) 

5 – Résultats : 

En utilisant des sérums d'adultes caucasiens normaux et de globules rouges d'adultes 

normaux, le titre d'agglutinine froide à 4 °C est de 1 à 32. ; avec des cellules de sang de cordon, 

le titre est de 0 à 8. Dans le cas de maladie des agglutinines froides chronique, le point final 

peut ne pas avoir été atteint à une dilution de 1/512 ; si tel est le cas, d'autres dilutions doivent 

être préparées et testées, Si tel est le cas, d'autres dilutions doivent être préparées et testées. 

  Si une agglutinine froide est présente à un titre élevé, la présence d'un allo-anticorps froid doit 

être exclue. Dans ce cas, les globules rouges du patient réagissent beaucoup moins fortement 

que les globules rouges normaux de l'adulte I. Il convient de noter qu'en cas de maladie 

d’agglutinines froides, les cellules du patient réagissent généralement moins fortement que les 

cellules adultes I normales. 
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Fig 74 : TITRES D'AGGLUTINATION UTILISANT DIVERS TYPES D'AUTO-ANTICORPS FROID ET 

ADULTE NORMAL ET CORDON NORMAL LES GLOBULES ROUGES, LES GLOBULES ROUGES DU 

PATIENT ETENZYMATISÉ (PAPAINISÉ) NORMAL GLOBULES ROUGES ADULTES (341

1 – Généralités  : 

) 

F – Épreuve d’adsorption d’anticorps anti-érythrocytaires : 

L'adsorption est un processus chimique de surface où les molécules d'un gaz ou d'une 

substance en solution ou en suspension sont retenues à la surface d'un solide. Dans le contexte 

des anticorps, il est possible d'éliminer un anticorps du sérum ou du plasma en l'adsorbant sur 

des hématies qui expriment l'antigène ciblé. Une fois que l'anticorps s'est fixé à l'antigène 

membranaire, le liquide excédentaire est séparé par centrifugation. Ensuite, une recherche des 

anticorps anti-érythrocytaires (RAI) est réalisée sur le matériau adsorbé. 
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2 – Indication :  

L’objectif de l’analyse est d’assurer la sécurité immuno-hémolytique des transfusions en 

identifiant un ou des allo-anticorps et en différenciant les allo-anticorps des auto-anticorps. 

 ♦ Une autoadsorption est réalisée pour : 

• Confirmer si les réactions spécifiques ou non spécifiques observées lors de la recherche 

d'anticorps irréguliers (RAI) sont d'origine autologue, c'est-à-dire produites par le patient lui-

même. Cela est réalisé en utilisant un témoin autologue positif ou négatif lors de l'analyse. 

• Détecter des allo-anticorps après adsorption d’auto-anticorps. 

♦ Une allo-adsorption est réalisée pour permettre la détection d’allo-anticorps après adsorption 

: 

 

• D’auto-anticorps 

 

• D’allo-anticorps qui agglutinent la plupart ou la totalité des hématies, soit à travers un 

mélange d'anticorps, soit par la reconnaissance d'un antigène présent à une fréquence élevée. 

 

3 – Matériels : 

  

1. Tubes à essai : Recueil de 2 à 3 tubes de 7 mL sur EDTA ou tube sec traité. 

2. Pipettes : Vous aurez besoin de pipettes volumétriques ou de micropipettes pour transférer les 

volumes précis d'échantillons et de réactifs lors de la préparation des mélanges. 

3. Réfrigérateur : Vous aurez besoin d'un réfrigérateur pour stocker les échantillons et les réactifs à 

des températures appropriées pendant les différentes étapes de l'épreuve. 

4. Centrifugeuse : Une centrifugeuse est nécessaire pour séparer les cellules ou les particules 

adsorbées des échantillons après la réaction. 

5. Agitateur : Un agitateur mécanique ou vortex est utile pour mélanger les échantillons et les 

réactifs de manière homogène. 
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6. Réactifs : Vous aurez besoin de réactifs spécifiques pour réaliser l'épreuve d'adsorption : 

• Pour une alloadsorption : hématies adsorbantes sélectionnées : prêtes à l’emploi 

ou préparées extemporanément 

• Pour une autoadsorption : hématies du patient traitées extemporanément 

• Support de microfiltarion 

• Panels de dépistage et d’identification, voire de référence : suspension adaptée à 

la technique de RAI 

• Solution saline 0.15 M 

• Solution basse force ionique(LISS) adéquate (validée par la technique considérée) 

• PapaÏne 

• DTT (dithiothréitol ) pH 8 à 0.2 M 

7. Thermomètre : Un thermomètre précis vous permettra de mesurer et de contrôler la température 

des échantillons et des réactifs pendant les différentes étapes de l'épreuve. 

8. Photomètre ou spectrophotomètre : Un photomètre ou un spectrophotomètre peut être utilisé 

pour mesurer l'absorbance ou la turbidité des échantillons après l'épreuve d'adsorption, 

permettant ainsi d'évaluer le degré d'adsorption des anticorps anti-érythrocytaires.(342

4 – Mode opératoire :  

) 

a) Préparation des hématies du patient pour une autoadsorption : 

 • Laver 3 fois en solution saline 0.15 M à 37°C 2 ml de culot globulaire : 

 

⇒ En cas de traitement enzymatique :  

- Incuber réparément les GR et la papaÏne 15 min à 37°C (5 volumes de GR et 1 volume de 

papaÏne)  

- Mettre en contact les GR et la papaÏne ans un tube (5volume/1 volume)  

- Incuber le mélange 10min à +37°C - Laver 3 fois en solution saline 0.15M.  
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⇒ En cas de traitement par le ZZAP :  

- ZZAP = 5 ml de DTT 0.2M décongelé extemporanément + 1ml de la papaÏn +4ML de tampon  

 

• Mélanger 1 volume GR +2 volumes de sioolution ZZAP  

• Incuber 30 min à 37°C en mélangeant occasionnellement  

   • Laver 3 fois rn solution saline 0.15M.  

• Réaliser la dérnière centrifugation pen dant 10 min à 2000g avec une décatation maximale 

du surnageant à la micropipette  

• Déposer ce volume de culot lavé dans un tube en verre.  

 

b) Préparation des hématies pour une alloadsorption :  

 

• Sélectionner la ou les hématie(s)  

• Laver 3 fois en solution saline à +37°C 3 ml de CG (volume à adapter en fonction du nombre 

d’adsorptions)  

• En cas de traitement enzymatique, voir ci-dessus  

• Réaliser la dernière centrifugation pendant 10 min à 2000g avec une décantation maximale du 

surnageant à la micropipette  

• Déposer ce volume de culot lavé dans un tube en verre. 

 

c) Adsorption :  

• Dans un tube, à 1 volume de CG d’hématies adsorbantes, ajouter 1 volume de sérum à 

adsorber. Ajouter éventuellement 1 volume de solution Liss si l’AC à adsorber a une intensité > 

1+  

• Incuber le tube bouché et couché 20 min à 37°C ou +4°C (suivant les circonstances)  

• Centrifuger 10 min à 2000g  
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• Décanter le surnageant (adsorbat) et le transférer dans le tube suivant puis recommencer 

comme ci-dessus sans Liss  

• Répéter l’opération (si besoin) une 3éme fois.(343) 

 

5 – Résultats : 

L'utilisation de l'adsorption est particulièrement pertinente lorsqu'il s'agit d'analyser une 

situation de pan-agglutination.(344) 

3 types de résultats peuvent être obtenus : 

⇒ Recherche négative d’anticorps antiérythrocytaires (RAE OU RAI) sur adsorbat : 

La RAI sur adsorbat est négative : l’Ac concerné par l’adsorption a donc été épuré : 

Dans le cadre d’autoadsorption : il s’agit d’Ac dirigé contre un des Ag du panel. 

Dans le cadre d’alloadsorption : Dans ce contexte, deux situations peuvent se présenter : soit 

le contexte suggère la présence d'un autoanticorps qui n'entrave pas la détection des anticorps 

dirigés contre l'un des antigènes du panel, soit le phénotypage révèle l'absence d'un antigène de 

grande fréquence et/ou le contexte laisse supposer la présence d'un anticorps dirigé contre un 

antigène de grande fréquence(ce qui se manifeste par une pan-agglutination sur le sérum natif 

avec un témoin autologue négatif ou de faible intensité). 

 

⇒ La recherche d’anticorps antiérythrocytaires sur adsorbat met en évidence une 

spécificité : 

Un anticorps adsorbé, qu'il s'agisse d'un autoanticorps ou d'un alloanticorps, dissimule un autre 

anticorps dont la spécificité doit être évaluée. 

Dans le cadre d’une autoadsorption, cet Ac identifié est un alloanticorps ce qui sera comfirmé en 

déterminant le phénotype du patient pour l’Ag considéré. 

Dans le cadre d’une alloadsorption, la nature autologue ou allo-immune de l’Ac sera intérprétée 

en fonction des résultats du phénotype du sujet. 
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⇒ La RAI sur adsorbat reste positive sans permettre la mise en évidence d’un Ac 

spécifique : 

Il s’agit d’un échec de l’adsorption. 

Dans le cadre d’une autoadsorption, L'échec observé peut être attribué à divers facteurs, tels 

qu'une saturation des globules rouges du patient, un nombre insuffisant d'adsorptions, une 

faible affinité de l'anticorps ou la présence d'un alloanticorps ciblant un antigène fréquent. 

Dans le cadre d’une alloadsorption cela peut être soit un anticorps ciblant un antigène fréquent 

avec un titre élevé, soit un anticorps présentant une faible affinité.(345) 

 

G – Épreuve d’élution d’anticorps à partir de globules rouges : 

1 – Généralités : 

La présence d'un syndrome hémolytique nécessite une clarification des mécanismes de 

destruction des globules rouges. On distingue généralement des causes intrinsèques (anomalies 

de la membrane, des enzymes ou de l'hémoglobine) et des causes extrinsèques 

(immunologiques, toxiques et mécaniques). Le test direct à l'antiglobuline est utilisé pour 

confirmer l'origine immunologique d'une anémie hémolytique. Cependant, dans certaines 

situations, il est nécessaire d'identifier la spécificité des anticorps qui ont sensibilisé les globules 

rouges. L'épreuve d'élution permet de détacher ces anticorps des globules rouges et de les 

identifier ensuite à l'aide d'une recherche d'agglutinines irrégulières (RAI). Enfin, les limites de 

sensibilité du test direct à l'antiglobuline (TDA, test de Coombs) ne permettent pas toujours de 

confirmer la sensibilisation. L'épreuve d'élution, en concentrant les éventuels anticorps 

sensibilisants, peut confirmer que les globules rouges ont été sensibilisés in vivo par des 

anticorps. 

 

2 – Indications :  

Le but de ce test est de séparer et d'identifier les anticorps responsables d'une sensibilisation in 

vivo des globules rouges. Les domaines d'application incluent : 
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18 Un résultat positif du test direct à l'antiglobuline (TDA) chez un nouveau-né. 

19 La présence d'un syndrome hémolytique dans un contexte transfusionnel ou non, 

indépendamment du résultat du TDA. 

20 La suspicion d'un incident transfusionnel ou d'une inefficacité transfusionnelle. 

21 Un résultat positif du TDA avec une histoire de transfusion remontant à moins de 3 mois. 

 

3 –Matériels : (pour l’élution par acide) 

•  Un tube de 7ml de sang prélevé sur EDTA et traité dans les 72 heures suivant le prélèvement. 

•  Tube à hémolyse  

• Centrifugeuse (tubes et supports filtration)  

• Incubateur à +37°C  

• Parafilm  

• Micropipette de précision. 

• Réactifs : 

 ⇒ Technique validée par le kit commercial « DiaCidel, Biorad » 

♦ Solution de lavage concentrée : solution mère à diluer extemporanément en eau distilée au 

1/10 et conserver à +4°C  Solution d’élution de digitonine acide prête à l’emploi consérvée à 

+4°C 

♦ Solution tampon prête à l’emploi consérvée à +4°C  

♦ Support de microfiltration  

 

• TIA = polyspécifique ou anti-IgG 

• Neutral pour réaction enzymatique  

• Panels de dépistage et d’identification, voire de référence, en suspension adaptée à la technique. 

• Hématies-test A1-A2-B en suspension adaptée à la technique. 

 

4) Mode opératoire :  
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a) Lavage des hématies : 

• Laver 4 fois à +4°C en solution de lavage 1ml de CG  

• Récupérer la dernière eau de lavage (DEL) «isovolume » 

b) Elution : 

• Dans le tube, déposer 1ML de culot lavé et 1 ml de solution acide  

• Renverser lentement le tube à 3 reprises en obturant l’ouverture avec un parafilm 

• Le centrifuger pendant 1 min à 900g 

• Récupérer immédiatement le surnageant dans un tube propre 

• Ajouter goutte à goutte de la solution tampon jusqu’au « virage au bleu » 

• Centrifuger pendant 1min à 900g et récupérer le surnageant (éluat). 

 

c) Distribution de l’éluat et la DEL sur les supports de filtration : 

• Identifier les supports 

• Répartir l’éluat et des hématies-test (Dépistage +/- identification ET A1, A2 et B) ; Les volumes 

sont ceux prévus par la notice. Pour le volume de l’éluat, il est celui prévu pour le sérum dans le 

cadre de la RAI 

• Répartir la DEL dans les mêmes conditions que l’éluat 

• Centrifuger les supports filtration avec une centrifugeuse préprogrammée 

• Lecture (346

1. Présence d'anticorps spécifiques identifiés : L'épreuve d'élution révèle la présence d'anticorps 

dirigés contre des antigènes spécifiques présents sur les globules rouges. Par exemple, des 

anticorps anti-érythrocytaires de groupe sanguin A ont été identifiés. 

) 

5 – Résultats : 

2. Absence d'anticorps spécifiques identifiés : Aucun anticorps spécifique n'est détecté lors de 

l'épreuve d'élution. Aucune réaction d'agglutination ou de sensibilisation n'est observée. 
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3. Épreuve d'élution négative : L'épreuve d'élution ne montre aucune libération d'anticorps à partir 

des globules rouges. Cela suggère l'absence d'anticorps sensibilisants ou leur présence à un 

niveau très bas. 

4. Présence d'anticorps non spécifiques : Des anticorps non spécifiques sont détachés des globules 

rouges lors de l'épreuve d'élution. Cela peut indiquer la présence d'anticorps dits "froids" qui se 

lient de manière non spécifique aux globules rouges. 

Il est important de noter que les résultats de l'épreuve d'élution doivent être interprétés en 

conjonction avec d'autres informations cliniques et des tests supplémentaires pour établir un 

diagnostic précis et déterminer la signification clinique des résultats. 
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AUTRES 
ANTICORPS ANTI-

ELEMENTS 
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A – Recherche d’anticorps dirigés contre la membrane des polynucléaires neutrophiles :  

 

1 – Généralités : 

Les anticorps dirigés contre la membrane des polynucléaires neutrophiles peuvent être soit : 

1)  Des auto-anticorps dirigés contre les glycoprotéines de la membrane du polynucléaire 

neutrophile :  

• CD16/FcγRIIIb et CD177/NB1 

• Ou plus spécifiquement contre les antigènes HNA (Human Neutrophil Antigens) 

exprimés par ces derniers : HNA-1a/NA1 et HNA-1b/NA2. 

 

2) Des allo-anticorps dirigés contre les antigènes des groupes granulocytaires HNA : 

• HNA-1, HNA-2, HNA-3, HNA-4, HNA-5. 

 

3) des iso-anticorps (rares) anti-CD16 chez les sujets déficitaires en FcγRIIIb. 

 

N.B : Actuellement, les allo-anticorps sont détectés uniquement chez les donneuses qui ont 

développé une allo-immunisation pendant leur grossesse, suite à des transfusions de produits 

déleucocytés. 

 

2 – Indications :  

• Recherche d'auto-anticorps dans le cadre d'une neutropénie quand l'origine auto-immune est 

suspectée  

• Rechercher et identifier des allo-anticorps anti-HNA lors :  

♦ D’une suspicion de neutropénie néonatale due à une allo-immunisation fœto-

maternelle. 

♦ D’une réaction transfusionnelle de type TRALI (Transfusion Related Acute Lung Injury) 

chez le transfusé et les donneuses.  
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♦ D’une réactions post-transfusionnelles de type frisson-hyperthermie. 

♦D’une neutropénie inexpliquée post greffe de cellules souches hématopoïétiques. 

 

3 – Matériels :  

Il faut réaliser 3 techniques : Granulocyte Immunofluorescence Test GIFT, Granulocyte 

Agglutination Test GAT et Monoclonal Antibody-Specific Immobilization of Granulocyte 

Antigens, MAIGA 

• Matériels pour réaliser Granulocyte Immunofluorescence Test GIFT : 

1. Échantillons de sang : Des échantillons de sang des patients prélevés dans des tubes appropriés, 

tels que des tubes secs ou tubes EDTA 

2. Tubes à essai ou microplaques : Les tubes à essai ou les microplaques sont utilisés pour réaliser 

les réactions immunologiques du GIFT. 

3. Réactifs d'immunofluorescence : Ces réactifs comprennent des anticorps fluorescents 

spécifiques qui se lient aux antigènes présents sur les granulocytes. Les réactifs primaires sont 

des anticorps spécifiques dirigés contre les granulocytes, tandis que les réactifs secondaires 

sont des anticorps marqués aux fluorochromes qui se lient aux anticorps primaires. Ces réactifs 

permettent la visualisation et la détection des anticorps dirigés contre les granulocytes. 

4. Granulocytes normaux : Des granulocytes normaux provenant d'individus sains sont utilisés 

comme source d'antigènes pour réaliser les réactions immunologiques. Ces granulocytes 

peuvent être isolés à partir de sang total ou de buffy coat. 

5. Microscope à fluorescence ou cymomètre en flux  : Un microscope à fluorescence équipé d'un 

système de détection approprié est nécessaire pour l'observation et l'interprétation des résultats. 

Le microscope doit être capable d'exciter les fluorochromes utilisés et de visualiser les émissions 

fluorescentes correspondantes. 

6. Équipements de laboratoire standard : Cela comprend des pipettes, des centrifugeuses, des 

incubateurs, des agitateurs, des systèmes de lavage automatisés (le cas échéant) et d'autres 

équipements de laboratoire couramment utilisés pour les analyses immunologiques. 
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• Matériels pour réaliser le test d'agglutination des granulocytes, GAT :  

1. Échantillons de sang : Des échantillons de sang des patients prélevés dans des tubes appropriés, 

tels que des tubes secs ou tubes EDTA. 

2. Tubes à essai : Les tubes à essai en verre ou en plastique sont utilisés pour réaliser les réactions 

d'agglutination. 

3. Réactifs d'agglutination : Ces réactifs comprennent des anticorps spécifiques dirigés contre les 

antigènes présents sur les granulocytes. Les réactifs primaires sont des anticorps spécifiques qui 

se lient aux granulocytes, induisant ainsi l'agglutination. Les réactifs secondaires peuvent 

également être utilisés pour amplifier l'agglutination. 

4. Agitation : Un agitateur ou une méthode d'agitation appropriée, telle que l'inversion douce des 

tubes, est utilisé pour favoriser l'agglutination des granulocytes en présence d'anticorps. 

5. Centrifugeuse : Une centrifugeuse est utilisée pour séparer les granulocytes agglutinés des 

granulocytes non agglutinés après la réaction. 

6. Équipements de laboratoire standard : Cela comprend des pipettes, des tubes à essai, des 

supports de tubes, une source de chaleur (le cas échéant), une source de lumière adéquate et 

d'autres équipements de laboratoire couramment utilisés. 

 

• Matériels pour réaliser Monoclonal Antibody-Specific Immobilization of Granulocyte 

Antigens, MAIGA :  

1. Échantillons de sang : Des échantillons de sang des patients prélevés dans des tubes appropriés, 

tels que des tubes secs ou tubes EDTA. 

2. Microplaques ou supports solides : Les microplaques ou les supports solides, tels que des billes 

ou des puits de réaction, sont utilisés pour immobiliser les anticorps monoclonaux spécifiques. 

3. Anticorps monoclonaux spécifiques : Des anticorps monoclonaux spécifiques dirigés contre les 

antigènes présents sur les granulocytes sont nécessaires pour réaliser la réaction 

d'immobilisation. Ces anticorps monoclonaux peuvent être préparés en interne dans le 

laboratoire ou achetés auprès de fournisseurs spécialisés. 
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4. Réactifs de marquage : Des réactifs de marquage spécifiques, tels que des enzymes ou des 

fluorochromes, sont utilisés pour détecter les anticorps immobilisés sur les granulocytes. 

5. Réactifs de lavage : Des solutions de lavage appropriées, généralement des tampons de lavage, 

sont utilisées pour éliminer les éléments non liés lors des étapes de lavage. 

6. Microscope ou lecteur de plaques : Un microscope ou un lecteur de plaques est utilisé pour 

mesurer ou observer les résultats de l'immobilisation spécifique des antigènes des granulocytes. 

7. Équipements de laboratoire standard : Cela comprend des pipettes, des agitateurs, des 

incubateurs, des systèmes de lavage automatisés (le cas échéant) et d'autres équipements de 

laboratoire couramment utilisés. 

 

4 – Mode opératoire :  

• Granulocyte Immunofluorescence Test GIFT : (c’est mieux d’écrire les étapes ou garder 

les schémas) : 

⇒ Préparation des cellules :  

1) Mélanger 10 ml de sang anticoagulé à l'EDTA et 2,5 ml de dextran à 5 %. Fermer le tube à 

essai avec un film plastique et incuber pendant 30 minutes à 37 °C à un angle de 45°. 

2) Transférer délicatement le plasma de dextran (surnageant) sur 2,5 ml de Ficoll dans un 

nouveau tube à essai et centrifuger pendant 20 min à 310 × g. 

3) Jeter le surnageant restant et ajouter 2 ml de tampon d'hémolyse au culot. 

4) Incuber pendant 5 minutes sur de la glace fondante. 

5) Remplir le tube avec du tampon PBS et centrifuger pendant 5 minutes à 140 × g. 

6) Jeter le surnageant, remettre en suspension le culot avec du tampon PBS, et répéter le lavage 

deux fois. 

7) Jeter le surnageant, remettre en suspension le culot avec 1,5 ml de tampon PBS et ajouter 0,5 

ml de solution PFA. Incuber exactement pendant 5 minutes dans l'obscurité. 

8) Remplir le tube avec du tampon PBS et centrifuger pendant 5 minutes à 140 × g. 
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9) Jeter le surnageant, remettre en suspension le culot avec du tampon PBS, et répéter le lavage 

deux fois. 

10) Jeter le surnageant, remettre le culot en suspension avec du tampon PBS, et ajuster la 

concentration de neutrophiles à 5 000 cellules/μL avec du tampon PBS.(347) 

 

♦ Par microscope à fluorescence : (348

 

Fig 75 : Mode opératoire de la méthode GIFT  

 

 

 

 

 

 

 

) 
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♦Par cytomètre de flux : (343) 

 

Fig 76 : Mode opératoire de la méthode GIFT  

• Le test d'agglutination des granulocytes, GAT : 

1)  3 ml de sang anticoagulé à l'EDTA, ajouter 1 ml de dextrane à 5 % et 300μl d'EDTA à 5 %. 

2) Incuber à 37°C pendant 30 minutes. 

3) Transférer le surnageant sur 2,5 ml de Ficoll-Hypaque puis centrifuger à 310xg pendant 20 

min. 

4) Prélever 1 ml de plasma 

5) Jeter le surnageant restant 

6) Ajouter 2 ml de NH4Cl au culot (Globules rouges + polynucléaires neutrophiles) afin de lyser 

les globules rouges. 

7) Incuber à 0°C pendant 5 minutes 

8) Laver les cellules deux fois dans du PBS (Tampon phosphate salin) et centrifuger pendant 5 

minutes à 140xg. 
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9) Remettre en suspension le culot avec du plasma autologue et ajuster la concentration à 5x10 3 

cellules/μl  

10) Pour éviter l'évaporation pendant l'incubation, pipeter une goutte de paraffine dans chaque 

puits d'une plaque Terrasaki. 

11) Effectuer tous les tests en double. 

12) Pipeter 2 μL de suspension de granulocytes (concentration cellulaire 5 × 103/μl) par puits 

13) Ajouter 6 μl de sérum de patient dans chaque puits. 

14) Incuber pendant 4-6 h à 30 °C et évaluer à l'aide d'un microscope inversé. (342) 

 

 

Fig 77: Les étapes du test d’agglutination des granulocytes 
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Fig 78: Un puit lors du test d’agglutination des granulocytes 

• Le test Monoclonal Antibody-Specific Immobilization of Granulocyte Antigens, MAIGA: 

1) Mélanger 10 ml de sang anticoagulé à l'EDTA et 2,5 ml de dextran à 5 %. Fermer le tube à 

essai avec un film plastique et incuber pendant 30 minutes à 37 °C à un angle de 45°. 

2) Transférer délicatement le plasma de dextran (surnageant) sur 2,5 ml de Ficoll dans un 

nouveau tube à essai et centrifuger pendant 20 min à 310 × g. 

3) Jeter le surnageant restant et ajouter 2 ml de tampon d'hémolyse au culot. 

4) Incuber pendant 5 minutes sur de la glace fondante. 

5) Remplir le tube avec du tampon PBS et centrifuger pendant 5 minutes à 140 × g. 

6) Jeter le surnageant, remettre en suspension le culot avec du tampon PBS, et répéter le lavage 

deux fois. 

7) Jeter le surnageant, remettre en suspension le culot avec 1,5 ml de tampon PBS et ajouter 0,5 

ml de solution PFA. Incuber exactement pendant 5 minutes dans l'obscurité. 

8) Remplir le tube avec du tampon PBS et centrifuger pendant 5 minutes à 140 × g. 

9) Jeter le surnageant, remettre en suspension le culot avec du tampon PBS, et répéter le lavage 

deux fois. 

10) Jeter le surnageant, remettre le culot en suspension avec du tampon PBS, et ajuster la 

concentration de neutrophiles à 5 000 cellules/μL avec du tampon PBS. 
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11) Enduire les plaques de microtitration de 100 μL d'IgG anti-souris de chèvre (dilution 1:5 000 

dans le tampon d'enrobage) dans chaque puits. Couvrir la plaque et incuber pendant au moins 

12 h à 2-8 °C. Une heure avant que les plaques ne soient requises le jour du test, jeter la 

solution d'enrobage et remplir les puits avec 200-300 μL de PBS/0,2 % de BSA pour bloquer la 

plaque. Incuber pendant 1 h à 2-8 °C. Laver la plaque cinq fois avec du PBS/0,05 % Tween 20 

avant utilisation. Sécher la face supérieure de la microplaque entre les lavages en la plaçant sur 

un tissu absorbant. 

12) Pipeter 200 μL de suspension granulocytaire (PFA-fixée, concentration cellulaire 5 × 10 

3/μL) par puits pour chaque antisérum spécifique HNA dans une microplaque à puits en U, 

essorer pendant 1 min à 275 × g, jeter le surnageant et remettre en suspension avec 100 μL de 

PBS/0,2 % de BSA. 

13) Ajouter 50 μL d'antisérum spécifique HNA aux neutrophiles, mélanger manuellement et 

incuber pendant 30 minutes à 37 °C. 

14) Laver les cellules avec 50 μL de PBS/0,2 % de BSA, et essorer pendant 1 min à 275 × g. Jeter 

le surnageant et remettre en suspension les cellules avec 50 μL de PBS/2 % BSA. 

15) Ajouter 10 μL de l'anticorps monoclonal respectif (0,02 mg/ mL) et incuber pendant 30 

minutes à 37 °C. 

16) Laver les cellules trois fois avec 150 μL de PBS/0,2 % BSA, puis remettre en suspension les 

culots avec 100 μL de tampon de lyse contenant des inhibiteurs de protéase et les transférer 

dans des tubes microfuges de 1,5 mL. 

17) Lyse : Incuber pendant 30 minutes à 2-8 °C. 

18) Pendant ce temps, préparer une autre série de tubes de microcentrifugation. Pour chaque 

test, aliquotez 180 μL de tampon de lavage Tris/0,2 % BSA dans les tubes et conservez-les à 2-

8°C. 

18) Centrifuger les lysats cellulaires à vitesse maximale dans une microcentrifugeuse (14 000 × 

g environ) pendant 30 min à 4 °C. Pipeter 70 μL du surnageant dans le nouveau tube contenant 

180 μL de tampon de lavage Tris /0,2 % BSA. 
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19) Transférer 100 μL de lysat granulocytaire dilué, en double exemplaire, sur la microplaque à 

puits F pré-enduit et bloqué. Ajouter 100 μL de tampon de lavage Tris 0,2 % BSA dans 2 puits 

pré-enduit (= blanc réactif). Incuber à 4 °C pendant 90 minutes. 

20) Laver la plaque cinq fois avec du PBS/0,05 % Tween 20. Sécher la face supérieure de la 

microplaque entre les lavages en la plaçant sur un tissu absorbant. 

21) Ajouter 100 μL d'anticorps IgG anti-humains marqués à la peroxydase (1:5 000) à chaque 

puits et incuber à 4 °C pendant 120 minutes. 

22) Laver la plaque cinq fois avec du PBS/0,05 % Tween 20. Sécher la face supérieure de la 

microplaque entre les lavages en la plaçant sur un tissu absorbant. 

23) Ajouter 100 μL de solution de substrat dans chaque puits et incuber pendant 15 minutes à 

température ambiante dans l'obscurité. 

24) Arrêter la réaction en ajoutant 100 μL de H 2SO4 0,5 M. Lire l'absorbance à 492 nm (pour les 

lecteurs ELISA à double longueur d'onde, un filtre de référence entre 620 et 650 est approprié) 

dans l'heure qui suit. (342) 

 

5) Résultats :  

5.1 Granulocyte Immunofluorescence Test GIFT : 

Des images de fluorescence spécifiques peuvent être associées à certains HNA. 

• Une membrane granuleuse assez fine (a) indique la présence d'anticorps HNA-3, HNA-4 

et des anticorps HLA de classe I. 

• Une fluorescence plus grossière et granuleuse est typique de HNA-1 et HNA-2. 

HNA-2 n'est exprimé que sur une proportion des neutrophiles qui peut varier de 5 à près de 

100 % et est caractéristique de chaque individu. 
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Fig 79 : Résultats du Granulocyte Immunofluorescence Test GIFT 

a) : fluorescence fine et granuleuse typique des anticorps de classe HLA I, HNA-3 et HNA-4 

b) : La fluorescence grossière et granuleuse typique des anticorps anti-HNA-1 et anti-HNA-2 

c) :fluorescence mixte avec des neutrophiles positifs et négatifs à l'HNA-2 (349) 

 

 

 

 

 

5.2 Granulocyte agglutination test (GAT) :  
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Fig 80 : Résultats du Granulocyte agglutination test (GAT) 

Le GAT est la méthode de choix pour la détection des anticorps HNA-3a qui présentent une 

forte capacité d'agrégation, mais aussi HNA-1a, -1b, -1c, HNA-2, HNA-3b et anti HLA de classe 

II. 

En cas de résultat positif, la spécificité de l'anticorps peut être déduite par un personnel 

expérimenté en fonction du typage de donneur et de la forme des agglutinats. (344) 

 

Fig 81 : Résultats du Granulocyte agglutination test (GAT) avec différents type 

d’anticorps.(344) 

 

5.3 Le test Monoclonal Antibody-Specific Immobilization of Granulocyte Antigens, MAIGA: 
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Le test Monoclonal Antibody-Specific Immobilization of Granulocyte Antigens est essentiel 

pour L'identification des auto-anticorps circulants dirigés contre les glycoprotéines (tels que les 

anti-CD16 et anti-CD177) ainsi que des auto- et allo-anticorps dirigés contre les antigènes des 

antigènes neutrophiles humains (HNA) sauf HNA-3. (350

 

fig 82: Résultats du test MAIGA (

) 

 

351

• Des allo-anticorps circulants qui sont des anticorps spécifiquement dirigés contre les 

antigènes de groupe plaquettaire (Human Platelet Antigens, HPA). Ces antigènes sont des 

polymorphismes des mêmes glycoprotéines et de la molécule CD109.  

Vingt-neuf systèmes HPA ont été identifiés. Parmi eux, seuls les systèmes HPA-1, HPA-3, HPA-

 

B – Recherche d’anticorps dirigés contre les plaquettes :  

1 – Généralités :  

Les anticorps anti-plaquettes peuvent être :  

• Des auto-anticorps qui peuvent être présents soit fixés in vivo sur les plaquettes, soit en 

circulation, et ils ciblent spécifiquement les glycoprotéines de la membrane plaquettaire, 

principalement GpIIbIIIa, ainsi que GpIbIX et GpIaIIa. 
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5, et éventuellement HPA-2 et HPA-15 sont pertinents en termes de transfusion sanguine. 

Une personne peut développer une réponse immunitaire contre un antigène étranger lors d'une 

transfusion sanguine, d'une grossesse ou d'une greffe. 

• Des iso-anticorps (qui sont rares), tels que les anticorps circulants anti-GpIIbIIIa observés dans 

la maladie de Glanzmann, ou les anticorps anti-CD36 (GpIV) chez des individus présentant un 

phénotype plaquettaire déficient en CD36. Ces patients peuvent développer une iso-

immunisation après une transfusion sanguine ou une grossesse. 

Actuellement, plusieurs techniques sont disponibles, mais la méthode considérée comme étant 

la référence (gold standard) est le MAIPA (Monoclonal Antibody-specific Immobilization of 

Platelet Antigens).(352) 

Cette fiche présente les techniques directe et indirecte du MAIPA, ainsi que l'interprétation des 

résultats obtenus avec cette dernière et des méthodes de détection globale. 

 

Fig 83 : Stratégie diagnostique. Ce logigramme résume les différentes étapes et les conclusions 

de la recherche d’autoanticorps antiplaquettes en fonction des prélèvements disponibles. Il est 

toujours préférable d’évaluer les plaquettes et le sérum du malade conjointement, afin de 

pouvoir interpréter les résultats correctement.(353) 
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2 – Indications :  

- Détecter et identifier les allo-anticorps circulants dirigés contre les plaquettes dans divers 

contextes cliniques tels que : 

• les thrombopénies foetales/néonatales causées par une allo-immunisation materno-fœtale. 

•les cas de réfractaire aux transfusions plaquettaires 

• les réactions post-transfusionnelles caractérisées par de la fièvre et des frissons 

• les thrombopénies prolongées après une greffe de cellules souches hématopoïétiques, ou 

encore les suspicions de purpura post-transfusionnel. 

-Lors de l’exploration d’une thrombopénie inexpliquée chez un adulte ou un enfant, il est 

nécessaire de rechercher des auto-anticorps spécifiques dirigés contre les plaquettes, qu'ils 

soient fixés ou circulants.(354

1. Échantillons de sérum ou de plasma du patient à partir d’un prélèvement sur tube EDTA. 

) 

3 – Matériels : 

• Monoclonal Antibody-specific Immobilization of Platelet Antigens direct: 

2. Plaquettes sanguines : Les plaquettes sont isolées à partir du sang total du patient ou d'un 

donneur compatible. Elles servent de substrat pour l'immobilisation des antigènes plaquettaires. 

3. Anticorps monoclonaux spécifiques : Ces anticorps sont utilisés pour identifier et détecter les 

antigènes plaquettaires spécifiques sur les plaquettes immobilisées. Les anticorps monoclonaux 

peuvent être marqués avec des enzymes, des fluorochromes ou des isotopes radioactifs pour 

faciliter leur détection ultérieure. 

4. Réactifs de lavage et tampons : Ils sont utilisés pour préparer les plaquettes et pour effectuer les 

différentes étapes de lavage et d'incubation lors du test.  

5. Substrat de révélation : Il s'agit d'un réactif chimique ou enzymatique qui, lorsqu'il est ajouté, 

génère un signal détectable en présence des anticorps spécifiques liés aux antigènes 

plaquettaires. 

6. Plaques de microtitration ou autres supports : Ils sont utilisés pour immobiliser les plaquettes et 

effectuer les différentes réactions et incubations nécessaires. 
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• Monoclonal Antibody-specific Immobilization of Platelet Antigens indirect: 

1. Échantillons de sérum ou de plasma du patient à partir d’un prélèvement sur tube EDTA. 

2. Plaquettes sanguines : Les plaquettes sont isolées à partir du sang total du patient ou d'un 

donneur compatible. Elles servent de substrat pour la détection des anticorps circulants. 

3. Anticorps monoclonaux spécifiques : Ces anticorps sont utilisés pour détecter la présence des 

anticorps circulants dans le sérum du patient. Ils peuvent être marqués avec des enzymes, des 

fluorochromes ou des isotopes radioactifs pour faciliter leur détection ultérieure. 

4. Réactifs de lavage et tampons : Ils sont utilisés pour préparer les plaquettes, effectuer les 

différentes étapes de lavage et d'incubation, ainsi que pour diluer les échantillons de sérum. 

5. Réactif secondaire : Il s'agit d'un anticorps marqué qui se lie spécifiquement aux anticorps du 

patient présent sur les plaquettes immobilisées. Ce réactif permet de détecter la présence des 

anticorps circulants. 

6. Substrat de révélation : Il s'agit d'un réactif chimique ou enzymatique qui, lorsqu'il est ajouté, 

génère un signal détectable en présence de l'anticorps secondaire lié aux anticorps du patient. 

7. Plaques de microtitration ou autres supports : Ils sont utilisés pour immobiliser les plaquettes et 

effectuer les différentes réactions et incubations nécessaires. 

 

4 – Mode opératoire : 

• La technique MAIPA (« monoclonal antibody immobilization platelet antigen») direct :  

Étant donné que les principales cibles antigéniques des anticorps antiplaquettaires sont connues 

et que des anticorps monoclonaux murins dirigés contre ces glycoprotéines sont disponibles, le 

test de MAIPA permet la capture des principales glycoprotéines plaquettaires ciblées par les 

anticorps humains. Cela est réalisé en utilisant des anticorps anti-souris adsorbés sur une 

plaque ELISA, où les anticorps monoclonaux murins se fixent aux glycoprotéines plaquettaires. 

Les anticorps humains ainsi immobilisés sont détectés en utilisant une antiglobuline conjuguée à 

une enzyme, selon le principe de l'ELISA. 
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Fig 84 : Test de MAIPA. Identification des cibles antigéniques des anticorps antiplaquettes. Mise 

en évidence d’un autoanticorps anti-GPIIbIIIa. 

⇒ Les étapes : 

Les plaquettes du patient, préalablement lavées, sont incubées avec les anticorps monoclonaux 

correspondants (environ 107 plaquettes par anticorps monoclonal, soit 3 × 107 plaquettes pour 

une identification classique). Les plaquettes, qui ont déjà été sensibilisées in vivo, sont ensuite 

lysées, entraînant la désorganisation des structures membranaires et la séparation des 

glycoprotéines (GP) dans le surnageant après centrifugation. Les complexes immuns tripartites, 

composés des anticorps du patient, des GP plaquettaires et des anticorps monoclonaux murins, 

sont immobilisés sur une plaque ELISA à l'aide d'anticorps anti-IgG de souris. Si des anticorps 

humains sont présents sur les GP, ils seront détectés grâce à une antiglobuline antihumaine 

conjuguée à une enzyme, la peroxydase, qui réagira avec son substrat, l'orthophénylènediamine 

(OPD), en présence d'eau oxygénée, produisant ainsi un changement de couleur. 

 

• La technique MAIPA (« monoclonal antibody immobilization platelet antigen») indirect : 

Le test indirect de MAIPA(355) (356) est utilisé pour l'identification des anticorps circulants 

dirigés contre les glycoprotéines (GP) plaquettaires, en utilisant le même principe 

d'immunocapture des cibles antigéniques par des anticorps monoclonaux. 
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⇒ Les étapes :  

Dans un premier temps, le sérum à tester est incubé avec des plaquettes témoins, et dans un 

second temps, les plaquettes sensibilisées et lavées sont incubées avec les anticorps 

monoclonaux. La suite est identique à la méthode directe, avec lyse des plaquettes et 

immobilisation sur plaque Elisa (comme mentionné précédemment). 

 

5 – Résultats : 

1) Expression la technique MAIPA « monoclonal antibody immobilization platelet antigen» 

direct :  

Les résultats sont exprimés en unités de densité optique (DO). L’échelle des valeurs positives 

dépend de l’étalonnage propre au laboratoire. À titre d’exemple, un résultat est considéré 

comme positif quand la DO est supérieure à 0,2, avec un témoin négatif (plaquettes de 

référence) inférieur à 0,1 et un témoin positif (sérum contenant des anticorps antiplaquettes) 

supérieur à 1,5 par GP plaquettaire analysée. 

2) Expression la technique MAIPA « monoclonal antibody immobilization platelet antigen» 

indirect : 

L’expression des résultats est la même que pour le test MAIPA direct. Le témoin négatif est un 

sérum de donneur de sang de groupe sanguin AB dans le test MAIPA indirect. 

3) Tableau récapitulatifs d’Interprétation des résultats de la technique MAIPA et 

la méthode de détection globale « Platelet Associated-IgG » [PA-IgG] . 
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fig 85 : Tableau récapitulatifs d’Interprétation des résultats de la technique MAIPA et la 

méthode de détection globale « Platelet Associated-IgG » [PA-IgG] (348) 
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CONCLUSION 
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En conclusion, ce guide d'analyse biologique en hématologie propose une 
approche pratique et détaillée pour effectuer différentes analyses dans le 
domaine d'hématologie biologique. En couvrant des aspects essentiels tels 
que la cytologie, la cytométrie en flux, tests globaux et facteurs de 
coagulation et bien d’autres. 
Ce guide offre aux étudiants en médecine, aux médecins généralites et aux 
résidents une ressource précieuse pour interpréter et diagnostiquer les 
troubles hématologiques. 
Ce guide met en évidence les différentes techniques et méthodes utilisées 
pour chaque analyse, en soulignant l'importance des réactifs et des 
équipements appropriés. Il fournit également des informations sur les 
valeurs normales de référence, les interprétations des résultats anormaux et 
les implications cliniques associées. 
L'objectif principal de ce guide est d'aider à obtenir des résultats précis, 
fiables et interprétables, ce qui est crucial pour un diagnostic précis et une 
prise en charge efficace des patients.  
Il convient de noter que ce guide est basé sur les connaissances et les 
pratiques actuelles en hématologie biologique , mais il est important de 
rester informé des avancées scientifiques et technologiques dans le 
domaine.  
En somme, ce guide d'analyse biologique en hématologie offre une 
ressource complète et fiable, favorisant ainsi une meilleure compréhension 
et une interprétation précise des résultats hématologiques. 
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Recommandations 
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1. Utilisation responsable : Encouragez les lecteurs à utiliser ce guide de 
manière responsable et éthique, en veillant à respecter les protocoles 
et les réglementations en vigueur dans leur pratique professionnelle. 

2. Formation continue : Soulignez l'importance de la formation continue 
pour les professionnels de santé et encouragez les lecteurs à 
poursuivre leur apprentissage en hématologie. Mettez en avant 
l'importance de rester à jour avec les dernières avancées et les 
meilleures pratiques dans le domaine. 

3. Adaptation contextuelle : Rappeler aux lecteurs que les 
recommandations et les protocoles mentionnés dans le guide peuvent 
varier en fonction du contexte géographique, des ressources 
disponibles et des pratiques locales. Encouragez-les à tenir compte 
de ces facteurs lors de l'application des informations fournies. 

4. Collaboration interdisciplinaire : Mettez en évidence l'importance de 
la collaboration interdisciplinaire en hématologie, en particulier entre 
les laboratoires d'analyses médicales, les médecins spécialistes en 
hématologie, les infirmiers et les autres professionnels de santé. 
Encouragez les lecteurs à favoriser cette collaboration pour une prise 
en charge optimale des patients. 

5. Validation des résultats : Soulignez l'importance de la validation 
appropriée des résultats d'analyses biologiques en hématologie. 
Encouragez les lecteurs à suivre les bonnes pratiques de contrôle 
qualité et à s'assurer de la fiabilité des méthodes utilisées. 

6. Sensibilisation aux patients : Encouragez les lecteurs à développer 
des compétences en communication et en éducation des patients. 
Mettez en avant l'importance d'expliquer aux patients les résultats 
des analyses de manière compréhensible, de répondre à leurs 
questions et de les soutenir tout au long de leur parcours de soins. 

7. Évaluation et amélioration continue : Soulignez l'importance de 
l'évaluation régulière et de l'amélioration continue des pratiques 
d'analyse en hématologie. Encouragez les lecteurs à participer à des 
audits de qualité, à collecter des données sur les résultats des 
analyses et à identifier des pistes d'amélioration pour assurer une 
prestation de soins de qualité. 
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RESUME 

 

 Notre travail a consisté en l’élaboration d’un guide en hématologie destiné aux étudiants en 

médecine et aux résidents durant leurs parcours .  

À travers ce guide, nous essayons d’apporter aux étudiants et aux résidents l’information 

essentielle en hématologie, qui leur sera utile et bénéfique au cours de leur formation médicale. 

Le guide aborde de manière simplifiée le principe, les indications et le matériel, le mode 

opératoire et les résultats des analyses biologiques en hématologie . 

En outre, le guide met l’accent sur les principales analyses de cytologie, cytométrie en flux, 

groupage sanguin et exploration de l’hémostase. 

Il réduit aussi le fossé entre la théorie et la pratique chez les étudiants en médecine et les 

résidents en mettant des images de matériels de laboratoire et en expliquant le mode de 

déroulement des analyses biologiques en hématologie.  

 

A la lumière de ce travail, une liste de recommandation a été proposée sous forme d’un guide 

pour tout praticien afin d’assurer une meilleure compréhension du déroulement et des 

indications des analyses biologiques en hématologie , devant les différentes situations 

envisagées lors de la pratique quotidienne, en se basant sur les données de littérature. 
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ABSTRACT : 

 

Our work has involved the development of a hematology guide for medical students and 

residents during their training.  

Through this guide, we aim to provide students and residents with essential information on 

hematology, which will be useful and beneficial to them during their medical training. The guide 

takes a simplified look at the principles, indications and equipment, operating procedures and 

results of biological analysis in hematology. 

In addition, the guide focuses on the main cytology, flow cytometry, blood grouping and 

hemostasis analyses. 

It also bridges the gap between theory and practice for medical students and residents by 

showing images of laboratory equipment and explaining how biological tests in hematology are 

carried out.  

 

In the light of this work, a list of recommendations has been proposed in the form of a guide for 

every practitioner, to ensure a better understanding of the procedure and indications of 

biological analyses in hematology, in the face of the different situations envisaged in daily 

practice, based on literature data. 
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 ملخص
 

 

 تدريبهم. أثناء والمقيمين الطب لطلاب الدم لأمراض دليل تطوير عملنا تضمن

 عن الأساسية بالمعلومات والمقيمين الطلاب تزويد إلى نهدف ، الدليل هذا خلال من

 على مبسطة نظرة الدليل يلقي الطبي. تدريبهم أثناء لهم مفيدة ستكون والتي ، الدم أمراض

 الدم. أمراض في البيولوجي التحليل ونتائج التشغيل وإجراءات والمعدات والمؤشرات المبادئ

 وتجميع الخلوي التدفق وقياس الرئيسي الخلايا علم على الدليل يركز ، ذلك إلى بالإضافة

 الإرقاء. وتحليلات الدم

 صور عرض خلال من والمقيمين الطب لطلاب والتطبيق النظرية بين الفجوة يسد أنه كما

 الدم. أمراض في البيولوجية الاختبارات إجراء كيفية وشرح المختبرات لمعدات

 لضمان ، ممارس لكل دليل شكل في التوصيات من قائمة اقتراح تم ، العمل هذا ضوء في

 المواقف مواجهة في ، الدم أمراض في البيولوجية التحليلات ومؤشرات للإجراء أفضل فهم

 الأدب. بيانات على بناءً  ، الممارسة اليوم. في المتصورة المختلفة

 

 

 

 

. 
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 العَظِيم الِل أقْسِم
 . مِهْنَتِي في الله أراقبَ  أن

 الظروف كل في أطوَارهَا كآفّةِ  في الإنسان حياة أصُونَ  وأن
 والمرَضِ  الهَلاكِ  مِن إنقاذها في وسْعِي لاباذ والأحَوال 

 .والقَلَق والألَم

هُمْ  وأكتمَ  عَوْرَتهُم، وأسْتر كرَامَتهُم، للِنَاسِ  أحفَظَ  وأن  . سِرَّ

 والبعيد، للقريب الطبية رِعَايَتي لاالله، باذ رحمة وسائِل من الدوَام عَلى أكونَ  وأن

 . والعدو والصديق ،طالحوال للصالح

رَه العلم، طلب على أثابر وأن  .لأذَاه لا الإنِْسَان لنَِفْعِ  وأسَخِّ

يَة المِهنَةِ  في زَميلٍ  لكُِلِّ  أخاً  وأكون يَصْغرَني، مَن وأعَُلّمَ  عَلَّمَني، مَن أوَُقّرَ  وأن بِّ  الطِّ

 .والتقوى البرِّ  عَلى مُتعَاونِينَ 

وَعَلانيَتي،  سِرّي في إيمَاني مِصْدَاق حياتي تكون وأن

 .وَالمؤمِنين وَرَسُولهِِ  الله تجَاهَ  يُشينهَا مِمّا نَقِيَّة 

 شهيدا أقول ما على والله
 
 
 



Guide d’analyse biologique en hématologie 

 

 

- 274 - 

                                                                                                                                                                                             
 
 
 
 
 
 
 

 
 

  238رقم                                       أطروحة           2023سنة  
 

دليل التحليل البيولوجي في أمراض الدم  
                            

لأطروحة ا
 

 2023/07/07قدمت ونوقشت علانية يوم  
 من طرف

 أيوب أنتفيالسيد 

   بخنيفرة 1995 نونبر 22 المزداد في

 لنيل شهادة الدكتوراه في الطب
 ت                      

 :الكلمات الأساسية
 .أمراض الدم البيولوجية - دليل - طالب – مقيم 

                                    

 اللجنة

 الرئيس شكور م. السيد
  أمراض الدم البيولوجية ي فأستاذ 

 المشرف رعامأيت  م. السيد



Guide d’analyse biologique en hématologie 

 

 

- 275 - 

                                                                                                                                                                                             

  أمراض الدم البيولوجية ي فأستاذ  

 الحكم  ساياغ .س السيدة 
 الدم أمراض  فيأستاذة مبرزة 

 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 


	Couverture
	Abréviations
	Plan
	Introduction
	Définitions et Objectifs du Guide
	Cytologie
	Cytometrie en Flux
	Exploration des Anomalies de l'Hemoglobine
	Tests Globaux et Facteurs de Coagulation
	Groupes Sanguins Erythrocytaires
	Anticorps Anti-Erythrocytaires
	Autres Anticorps Anti-Eléments
	Recommandations
	Résumés
	Bibliographie

