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In Fine,

L’automate de NFS

• Compte les éléments figurés du sang
• Identifie ET compte
les sous populations leucocytaires normales

• Alarme les sous populations anormales

Rôle de screening

• Excellent compteur
• Identification plus ou moins bonne
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Limitations de la morphologie
dans la formule sanguine en routine

• Mauvais choix dans la zone de comptage sur lame

• Erreurs liés à l’observateur

• Mauvaise efficacité (méthode consommatrice de temps)

• Erreurs statistiques sur le comptage des cellules
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Une deuxième vérité…
Table de Rümke
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Conséquences I

L’examen du frottis est réalisé de façon
très disparate dans les laboratoires 

• étalement manuel ou automatisé
• microscope + compte sur 100 cellules
• microscope + screening
• microscope automatisé (100-120 cellules)
avec ou sans reconnaissance automatisée

• Examen réalisé par les techniciens, 
par les seuls biologistes…

Accréditation ?
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Conséquences II

Quel est le rôle exact du frottis
dans un laboratoire ?

Méthode de screening ?
Méthode de référence ?
Les deux ?
…

Introduction de la
formule sanguine immunologique
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Hematoflow : en pratique



Ligne automatisée : HematoFlow ®

Analyseur d’hématologie

REMISOL
FC 500

Préparateur 
FP 1000

Morphologie

Cytodiff®
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Réactif CytoDiff™

�Dec 2009
�IVD-CE

�500 tests, 5 flacons
�PN: A84341

�6 anticorps / 5 couleurs
– CD36 FITC, CD2+CD294 PE + CD19 ECD + CD16 PC5+ CD45 PC7 
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Le tube CytoDiff™ : les anticorps
1 tube  6 anticorps 13 populations identifiées

● CD36FITC : utilisé en combinaison avec le CD45, CD16 et SS pour les 

monocytes

● CD2+CD294(CRTH2)PE : utilisé en combinaison avec le CD45, CD16 et 

SS. Marqueur des éosinophiles, basophiles, T activés, T et NK

● CD19ECD : utilisé en combinaison avec le CD45 et SS. Marqueur des B et 

B précurseurs.

● CD16PC5 : utilisé en combinaison avec le CD45 et le SS. Marqueur des 

granulocytes Matures et Immatures, et des T Cytotoxiques et Monos 

ProI

● CD45PC7 : utilisé en combinaison avec le paramètre SS pour définir les 

leucocytes, et servant de back Gating dans la stratégie d’analyse pour les 

précurseurs hématopoïétiques.
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Objectif de l’Hematoflow®

� Repérer dans un espace à 7 dimensions (FS/SS + 5 
couleurs) les sous –populations normales et 
pathologiques

� Représenter cet espace dans une stratégie d’affichage 
d’histogrammes biparamétriques

� Identifier chaque sous-population par une stratégie de 
�gating� automatique et spécifique
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Le tube CytoDiff™ : les populations 

identifiées
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Equivalent morpho

Sous pop immuno

Sous pop patho
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Exemple : Sang normal
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Exemple : Immatures 

Granuleux
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Exemple : Myéloblastes
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Hematoflow : stratégie d’utilisation
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Total X
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Sous-poulations

leucocytaires HF

Hf_Flag GD Commentaire HF Flag GP
N°°°° Histo 

à modif
Sous-populations leucocytaires morpho

Toutes 10 Gating automatique correct 0 -

PNN 1 Neutrophiles

11 MonoPro classés en PNN 1 3 Monocytes

12 Saturation en SS 1 Stop Count

PNE 2 Eosinophiles

21 IG ou PNN classés en PNE 2 - Myélémie ou PNN

22 Saturation en SS 1 Stop Count

23 Baisse CRTH2 seule 0 -

24 Monos CD36 faible classés en PNE 2 - Monocytes

PNB 3 Basophiles

31 Ly CD16+ classés en PNB 1 6 Lymphocytes

32 Xt (ou Xn) classés en PNB 2 - Cell imm

Lymphos 4 Lymphocytes

41 Xb (Xt ou Xn) classés LyB ou (LyT) 2 - Cell imm

42 LyB pris pour LyT 1 1 Lympho

43 Pourcentages LyB1,LyB2 ↘ dans LMNH B 0 - L atyp ou lympho

44 Promonos CD36- classés en LyT 2 - Promono

45 Monos CD36 faible classés en LyT 2 - Monocytes

46* LyBx SSc fort 2 - L atyp 

47* Plasmo classés en Ly B 2 - Plasmo

48** LyTx non reconnus (?) 2 - L act

Nomenclature des alarmes (1)
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Sous-poulations

leucocytaires HF

Hf_Flag GD Commentaire HF Flag GP
N°°°° Histo 

à modif
Sous-populations leucocytaires morpho

Monos
5 Monocytes

51 Interférence Mono (IG ou PNE ou PNN CD16- ) 1bis - Myélémie ou Eosino ou PNN

52 Monoblastes classés en Monos (Grade I) 1 11 Cell imm

53 Monoblastes classés en Monos (Grade II) 2 - Cell imm

Blastes
6

61 LyB classés en Xb (ou Xn+Xm) 2 - L atyp ou lympho

62 PNB classés en Xt (Xn) 2 - Basophiles

63 Lympho CD16+ mis en Xn, (Xt) 1 6 Lymphocytes

64 Plasmo classés en Xb ou Xn 2 - Plasmo

65 Monos CD36 faible classés en Xn 2 - Monocytes

IG
7

71 PNE classés en IG 1bis - Eosinophiles

72 Perte partielle ou totale CD16 1* 3 PNN ou myélémie

73 Blastes LAM3/M5 classés en IG 2 - Cell imm

Débris
8 Blastes Xn classés en débris 2 2 Blastes

Multi populations 9 Multi alarmes 2 -

Nomenclature des alarmes (2)
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• Précision des pourcentages (Table de Rümke)

Hematoflow : nouveaux concepts
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Fonte des blastes 
(F Lacombe et al. Leukemia 2009)

Leukemia. 2009 ,23(2):350-7
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Pour un patient atteint de LAM en traitement
d’induction, plus la pente de décroissance
des cellules blastiques dans le sang périphérique
est forte, plus ce patient a un bon pronostic. 
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Diagnostic J0
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Diagnostic J0
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Chimio J1
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Chimio J2
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Chimio J3
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Chimio J4
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Pente = -33.8

Calcul pente
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• Précision des pourcentages (Table de Rümke)

Hematoflow : nouveaux concepts

• Nouvelles sous populations cellulaires

Monocytes CD16+
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Syndromes inflammatoires

Infections (bacteriennes et 
virales)

Sepsis
HIV…

Maladies autoimmunes
Polyarthrite rhumatoïde
Maladie de Kawasaki
Eczema…

Détection et quantification
Des subpopulations monocytaires
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Nomenclature des monocytes
et des cellules dendritiques sanguines

Loems Ziegler-Heitbrock et al. Blood, 2010, 116:e74-e80
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CD16+
monocytes
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• Précision des pourcentages (Table de Rümke)

Hematoflow : nouveaux concepts

• Nouvelles sous populations cellulaires

Monocytes CD16+

Granuleux CD16+ variants 
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• Précision des pourcentages (Table de Rümke)

Hematoflow : nouveaux concepts

• Nouvelles sous populations cellulaires

• Formule des sangs leucopéniques (0.35 - 1G/L)

…

Monocytes CD16+

Granuleux CD16+ variants 
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Au CHU de Bordeaux…

Mise en routine depuis le 7 Juillet

• Site de Pellegrin (600 NFS/j)
40 Cytodiff
6 lames

• Site de Haut-Lévêque (400 NFS/j)
80 Cytodiff (y compris GB < 1G/L)
15 lames
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Synthèse et conclusions
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Conséquences II

Quel est le rôle exact du frottis
dans un laboratoire ?

Méthode de screening ?
Méthode de référence ?
Les deux ?
…
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Réponse I

Quel est le rôle exact du frottis
dans un laboratoire ?

• ni une méthode de référence
• ni une méthode de screening

Mais une technique spécialisée d’analyse cellulaire
nécessaire en particulier pour l’identification des :

• anomalies des érythrocytes
• anomalies rares des leucocytes
• populations cellulaires pathologiques…
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Réponse II

Quel est le rôle exact de la CMF
dans un laboratoire ?

• Sans doute une méthode de référence
• Certainement LA méthode de screening

Elle doit précéder le frottis qui reste irremplaçable
pour l’instant comme examen spécialisé de référence
en cytologie hématologique

Accréditation assimilable aux automates de NFS
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Réponse III

Quel est le rôle exact de la CMF
dans un laboratoire ?

• Sans doute une méthode de référence
• Certainement LA méthode de screening

Elle peut orienter vers un immunophénotypage 
spécialisé en oncohématologie.

Elle représente la méthode de référence
du comptage plaquettaire (CD61 ou CD41)
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