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AVANT-PROPOS

Le présent document est une premicre parution des regles normatives en hématolo-
gie. Il a pour but de colliger les renseignements disponibles a ce jour, afin de renfor-
cer les criteres de qualité et de sécurité reliés aux analyses d’hématologie. Ces regles
ont été élaborées a partir de références documentées et d’opinions de spécialistes
dans le domaine.

Ces regles ne se prétendent pas exhaustives et peuvent étre enrichies afin de répon-
dre aux exigences de chaque laboratoire. Compte tenu de I’évolution technologique,
elles feront I'objet de révisions et toute suggestion susceptible d’améliorer le contenu
sera accueillie avec intéreét.

Nous tenons a remercier particulicrement les technologistes médicaux qui ont colla-
boré a la révision scientifique de ces régles normatives : M™ Clémence Bastien,
M™ Suzanne Brousseau, M. Serge Comtois, M™ Christiane L. Di Biasio,
M™ Paule Coté, M™ Hélene Lord Dubé, M™ Sandra Gagnon, M™ Claudette Girard,
M™ Guylaine Lafrance, M™ Lorraine Andrée Parent, M™ Diane Jarry Savard,
M™ Claudette Tremblay et M™ Régina Zver, ainsi que les personnes suivantes :
M. John d’Angelo, M™ Suzanne Bourassa et M™ Evelyne Kokoskin.

Nous remercions aussi sincerement toutes les personnes qui ont participé a
I’élaboration de cette publication.
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Suzanne Deschenes Dion, T.M., présidente

Mance Bérard, T.M.

Shirley Callaghan, T.M.

M.-Debbie Provencher, T.M.
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1.0

2.0

Introduction

Ces regles normatives en hématologie ont été congues dans le but de maintenir et
d’améliorer la qualité globale des services offerts en hématologie. L’objectif final
consiste a2 promouvoir l'atteinte d’un degré optimal d’excellence en ce qui a trait a la
qualité des services rendus aux clients.

Le souci de la qualité des services rendus est devenu une préoccupation internatio-
nale. En ce qui a trait a la gestion de la qualité dans les laboratoires de biologie médi-
cale, le Comité Technique ISO/TC 212 de I'Otganisation internationale de normali-
sation (ISO) a produit des normes internationales dans le domaine des analyses
biomédicales™. Le National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), orga-
nisme américain de réputation internationale, élabore des normes pour le maintien
d’un systéme de qualité dans les laboratoires de biologie médicale™.

En plus de cette orientation vers un systeme de qualité des laboratoires, les tendances
futures de la profession, tant sur le plan de la formation que de la pratique, sont ba-
sées sur une approche de compétences. Cela implique P'affirmation, par le technolo-
giste médical, de 'importance de son jugement et de son expertise dans la gestion de
sa pratique.

Plusieurs éléments influencent la qualité des examens de laboratoire et ils font partie
intégrante du programme d’assurance de la qualité.

Lassurance de la qualité comprend des activités systématiques pour suivre toutes les
étapes d’une épreuve de laboratoire et implique donc la prise en considération, sans
restriction, des éléments suivants : les ressources humaines, la gestion de la documen-
tation, le choix des ressources matérielles (instruments, etc.), le processus analytique,
le contrdle de la qualité, le mécanisme de transmission des résultats, la communica-
tion avec les clients, la conservation et I'archivage des documents.

C’est en tenant compte de tous ces éléments et en conformité avec les pratiques gé-
néralement reconnues en laboratoire, que nous abordons et décrivons ces regles
normatives en hématologie.

Définitions
Assurance de la qualité : Coordination de I’ensemble des activités conti-
nues et planifiées qui visent 'atteinte d’'un degré

optimal d’excellence en ce qui a trait a la qualité
des services rendus aux clients.

Controle de la qualité : Opérations techniques et ensemble des activités
qui sont utilisées pour répondre aux exigences
de la qualité.

Politique : Enoncé général et lignes directrices sur le dérou-
lement et l'application des procédures du ser-
vice.
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Protocole :

Procédure :

Mode opératoire :

Signification des termes :

Doit :

Devrait :

Peut :

3.0 Mesures de sécurité

Enoncé de regles.

Instructions détaillées du déroulement des opé-
rations a effectuer, des mesures a utiliser et des
précautions a prendre pour appliquer les politi-
ques.

Instructions détaillant comment effectuer, étape
par étape, 'exécution d’une tache précise asso-
ciée a une procédure.

Doit, devrait et peut dans ce document

Dans ce document, ce mot signifie I'obligation
de respecter ou d’appliquer les exigences décri-
tes.

Dans ce document, ce mot signifie que des bases
scientifiques appuient la regle décrite et qu’il est
recommandé de la respecter ou de appliquer.

Dans ce document, ce mot signifie que "énoncé
est considéré valable, que son application est
souhaitable, mais qu’elle demeure a la discrétion
du technologiste médical.

I1 est essentiel de développer et de mettre en place un programme de prévention des
risques liés a la santé et a la sécurité au laboratoire. Ce programme, tout en respectant

la réglementation en cours, devrait inclure

32:61-66 |

e Une procédure écrite détaillant les risques inhérents et les risques propres au la-
boratoire de I’établissement concerné, la liste des équipements de protection in-
dividuel et collectif disponibles au laboratoire ainsi que la liste et les informations
spécifiques sur les produits chimiques dangereux utilisés;

e Un programme de formation a 'embauche ainsi qu’un programme de formation

continue pour le personnel;

e [a mise en place d'une documentation relative a la santé-sécurité et d’un systeme
d’information servant a enregistrer les incidents et les accidents ainsi que les me-

sures cotrectrices apportées.

Les mesures et les équipements de sécurité mis en place serviront a diminuer les ris-
ques liés a la santé et a la sécurité des employés. Ils se jumellent aux mesures de pré-
vention des infections, lesquelles visent a protéger le patient et le travailleur de la san-
té. Le technologiste médical doit étre en mesure de déterminer les situations dans
lesquelles une collaboration ou de 1'équipement de protection spécifique est néces-

saire.
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4.0

Lors de la manipulation d’échantillons sanguins, de liquides biologiques et autres
échantillons, les « Pratiques de base et précautions additionnelles visant a prévenir la
transmission des infections dans les établissements de santé” » doivent étre suivies.
Les équipements de protection individuel et collectif appropriés doivent étre dispo-
nibles (gants, sarraus, visiéres, contenants réglementaires pour I'élimination des dé-
chets dangereux, enceinte de biosécurité, etc.) dans les lieux immédiats ou ils doivent
étre utilisés, et ce, en fonction du risque établi et observé.

Le lavage des mains demeure le moyen le plus efficace de prévenir la transmission
des infections nosocomiales.

Les lieux doivent étre propres et les surfaces de travail doivent étre nettoyées tous les
jours avec un désinfectant ou avec un germicide reconnu. Lors de tout déversement
accidentel ou chaque fois qu’une contamination de surface est visible ou soupgonnée,
la surface de travail doit étre désinfectée selon une procédure établie.

Le matériel souillé doit étre désinfecté, stérilisé s’il v a lieu, et ce, conformément aux
) Y 5 >
politiques de I'établissement et a la législation en vigueur,

Il faut souligner qu’un programme de prévention comprenant des mesures de sécuri-
té efficaces et reconnues est basé sur la responsabilité partagée a tous les niveaux :
personnel de laboratoire, gestionnaire, employeur, comités de prévention des infec-
tions et de santé et sécurité.

Ressources humaines

L’apport des ressources humaines est une valeur importante dans I'application d’un
programme d’assurance de la qualité.

Tout nouvel employé doit bénéficier d’une période initiale d’orientation et de forma-
tion. Par la suite, le technologiste médical aura droit a une période de formation
avant la mise en application d’une nouvelle procédure dans son champ d’activité.

Les renseignements suivants devraient étre accessibles a tout le personnel du labora-
toire :
e Une description écrite de la structure organisationnelle du laboratoire;
e Un énoncé de la politique et des objectifs du programme d’assurance de
la qualité;
e Une description écrite du champ de pratique du technologiste médical.

I1 est souhaitable que ces renseignements soient inclus dans le manuel des politiques
et des directives (voir la section 8.7).

Le technologiste médical a le devoir de maintenir ses connaissances a jour dans son
champ de pratique et devrait régulicrement participer a des activités de formation
continue, telles que conférences, programmes ou séminaires de formation continue,
lectures scientifiques, congres™ .

I1 saura développer un sentiment d'appartenance a 1'équipe et une capacité de com-
munication nécessaire a la réalisation d'un travail de qualité.
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5.0 Matériel didactique et de référence en hématologie

Pour 'accomplissement du travail quotidien, ainsi que pour I'orientation et la forma-
tion continue, les technologistes doivent disposer de matériel récent dont :

Des volumes de références;

Des planches représentant les éléments cellulaires anormaux : atlas hémato-
logique ou logiciel traitant de la morphologie cellulaire;

Une collection de lames pour I'identification de cellules.

6.0 Prélevement et acheminement des échantillons

L’obtention d’un échantillon sanguin de qualité est a la base de tout résultat d’analyse
fiable. Toutes procédures inadéquates relatives a la ponction, a I'identification, a la
manipulation et au transport des prélévements peuvent entrainer I’émission de résul-
tats erronés.

Toutes les étapes du prélevement doivent étre réalisées selon les régles normatives de
PO.P.T.M.Q., « Prélévement de sang par ponction veineuse pour fins d’analyse’ et
« Prélévement de sang par ponction capillaire pour fins d’analyse* ».

6.1

6.2

Répertoire des analyses

Le laboratoire doit avoir un répertoire des analyses maintenu a jour conte-
nant les renseignements suivants : le nom de I’analyse, le tube a utiliser, la
quantité d’échantillons a prélever, les formulaires de demande appropriés
(lorsque utilisés), les restrictions alimentaires, les conditions appropriées pour
le transport, les délais a respecter entre le prélevement et Ianalyse, ainsi que
toute information et directives spéciales relatives a I'analyse ou au préleve-
ment.

Le laboratoire doit fournir ces directives écrites a toute personne ou établis-
sement lui soumettant des spécimens pour analyse.

Anticoagulants pour échantillons hématologiques

Les anticoagulants préviennent la coagulation du sang in vitro et sont utilisés
lorsque l'analyse est effectuée sur le sang entier ou sur le plasma. Les anticoa-
gulants les plus utilisés pour les échantillons destinés aux analyses hématolo-
giques sont PEDTA, le citrate de sodium et ’héparine.
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6.2.1

6.2.2

6.2.3

EDTA

I’EDTA (acide éthylenediaminetétracétique) est ’anticoagulant utili-
sé pour les analyses courantes d’hématologie, parce qu’il assure la
conservation des éléments figurés du sang’. I’EDTA prévient la
coagulation du sang par son action de chélation sur le calcium.

Dans les tubes de prélevement sous vide, TEDTA se retrouve sous
deux formes principales : EDTA K, (dipotassium EDTA dihydrate
ou sels dipotassiques) et EDTA K (tripotassium EDTA anhydre ou
sels tripotassiques).

L’EDTA K, est 'anticoagulant de choix pour les analyses de routine
en hématologic®. Selon UlInternational Council for Standards in Hematolggy
(ICSH) les résultats des hématocrites obtenus avec PEDTA K, sont
moins variables”. De plus, selon I'TCSH, I'adoption d’un seul anti-
coagulant permettrait une meilleure normalisation des techniques

hématologiquesi’“.

Citrate de sodium

Le tube a bouchon noir contenant du citrate de sodium a un volume
de 1:4 (1 volume de citrate de sodium pour 4 volumes de sang) est
utilisé en hématologie pour 'analyse de la vitesse de sédimentation
des érythrocytes selon la méthode Westergren originale'’. Son action
anticoagulante se situe au niveau des ions calcium qu’il neutralise en
formant un complexe citrate de calcium.

Le tube a bouchon bleu, pour les analyses de coagulation, contenant
du citrate de sodium a un volume 1:9 (1 volume de citrate pour 9
volumes de sang) est utilisé en hématologie dans les cas de satelli-
tisme plaquettaire et dans certains cas d’agrégation plaquettaire’. A
cause du facteur de dilution du sang par 'anticoagulant, il faut alors
corriger le nombre de plaquettes obtenu en le multipliant par 1,1 ou
additionner 10 % a la numération plaquettaire'”.

Héparine

I’héparine est 'anticoagulant de choix si 'on veut éviter une hémo-
lyse des érythrocytes. 1l sera utilisé, par exemple, pour la recherche
de la fragilité osmotiquel.

I agit comme antithrombine en inhibant directement 'action de la
thrombine sur le fibrinogene.

I1 ne faut pas utiliser de sang hépariné pour la préparation d’un frot-
tis sanguin. L’héparine occasionne des distorsions morphologiques
au niveau leucocytaire et plaquettaire'’.
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6.3

6.4

6.5

Ratio sang/anticoagulant

La qualité et la stabilité du spécimen d’hématologie sont directement reliées
au respect du ratio adéquat de sang/anticoagulant dans le tube de préléve-
ment.

Idéalement, le ratio sang/anticoagulant de I’échantillon doit étre optimal. Ce-
pendant, pour les cas difficiles, il semble quune variation du ratio
sang/anticoagulant inférieure de 10 % a 20 %" du volume optimal
n’occasionne pas de différence significative dans le résultat et soit considérée

comme acceptable”.

Nous suggérons fortement l'utilisation de tubes témoins affichant le volume
minimal et maximal pour chaque format de tubes utilisés.

Pour un spécimen ne contenant pas un minimum de 80 % de son volume
optimal, une annotation a cet effet devrait accompagner le résultat.

Dans un tube ou la quantité de sang est moindre, ’exces d’anticoagulant pro-
voque des changements morphologiques dans les cellules sanguines’. Par
exemple, ce milieu hypertonique entrainera une déshydratation des érythrocy-
tes’ (fausse diminution de ’hématocrite et du VGM).

Pour assurer un mélange sang/anticoagulant adéquat, les tubes doivent étre
mélangés par inversion de 5 a 10 fois apres le prélevement.

Identification de I’échantillon

L’identification adéquate de Iéchantillon est une étape préanalytique impor-
tante, les éléments suivants doivent étre respectés :

e Chaque échantillon doit étre identifié individuellement;

e Chaque échantillon doit porter une double identification, soit le nom et
prénom du client et un numéro d’identification personnalisé.

Pour obtenir plus de détails, consulter les régles normatives sur les ponctions
veineuses et les ponctions capillaires de 'O.P.T.M.Q. **.

Transport et délais de conservation

Les délais de conservation des spécimens peuvent varier selon 'analyse, la

condition clinique du client, 'instrumentation, les réactifs et les conditions
, . . 22

dans lesquelles les spécimens sont conservés ou transportés”.

Pour assurer la qualité de cette étape préanalytique, le laboratoire devrait éta-
blir pour chaque analyse hématologique, des procédures écrites relatives :

e Aux délais de conservation;

e Aux conditions de transport appropriées;

e Aux conditions particuliéres de conservation qu’exige I’analyse.

O.P.TM.O.
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6.6

Les exigences préanalytiques, dont les délais de conservation spécifiques a
certaines analyses hématologiques, seront abordées dans les sections corres-
pondantes de ce document.

Conditions préanalytiques relatives a I'analyse de la for-
mule sanguine compléte

Pour les prélevements sanguins destinés a I'analyse de la formule sanguine
complete, la procédure doit permettre de maintenir lintégrité des éléments
figurés du sang, soit les leucocytes (ou globules blancs), les érythrocytes (ou
globules rouges ou hématies) et les plaquettes (ou thrombocytes).

6.6.1 Prélevements veineux pour la formule sanguine

Effectuer le prélévement et la collecte de I'échantillon selon les pro-
cédures reconnues et ordre de prélevement préconisé dans les re-

gles normatives « Préléevement de sang par ponction veineuse pour
fins d’analyse » de TO.P.T.M.Q.

Mélanger le sang a ’anticoagulant en inversant le tube de 5 a
10 fois. Un mélange inadéquat du composé sang/anticoagulant
pourra entralner 'agrégation des plaquettes et une altération des
éléments cellulaires.

6.6.1.1 Délais de conservation des spécimens veineux avec
EDTA

Les références et les études sur les délais de conservation des
spécimens s’entendent sur le fait que la durée de conservation
varie selon le parameétre hématologique analysé, le type de
clientele, le mode de conservation de I’échantillon, la techno-
logie de 'analyseur hématologique™*™.

Afin d’obtenir les conditions optimales de conservation pour
tous les parametres de la formule sanguine compléete (FSC),
les délais de conservation suivants sont recommandés.

e Effectuer I'analyse complete de la formule sanguine dans
un délai de 4 4 6 heures’ pour un spécimen veineux avec

EDTA conservé entre 18 et 24 °C.

e Stabiliser le plus rapidement possible les spécimens qui ne
peuvent étre analysés a I'intérieur du délai optimal de 4 a 6
heures. La stabilisation consiste a réaliser 2 frottis san-
guins par spécimen pour analyse manuelle de la formule
leucocytaire et a conserver ensuite le spécimen a une tem-
pérature de 4 °C >, Prolonger le délai de conservation au-

ela de eures n’est pas recommandé ‘.
dela de 24 h ’est dé’
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Le spécimen conservé a 4 °C doit étre ramené a la tempéra-
ture de la pi¢ce avant I'analyse.

En ce qui a trait aux échantillons prélevés avec EDTA et
conservés a la température de la piece (entre 18 et 24 °C),
des études ont démontré une augmentation significative du
volume globulaire moyen (VGM)”et de l'indice de distribu-
tion volumétrique des érythrocytes (IDVE) apres 8 heures
de conservation®”.

Note : Le laboratoire devrait confirmer par ses propres étu-
des la validité des délais de conservation recommandés par
le fabricant lorsque ceux-ci excedent les normes.

6.6.2 Prélevements capillaires pour la formule sanguine

Effectuer le prélevement et la collecte de I’échantillon selon les pro-
cédures reconnues et 'ordre de prélevement préconisé dans les re-
gles normatives « Prélevement de sang par ponction capillaire pour
fins d’analyse » de PO.P.T.M.Q.

Note : Mélanger ’échantillon en effectuant une dizaine de retour-
nements. Un mélange inadéquat du tube a microprélevement pour-
ra entrainer l'agrégation des plaquettes et une altération des élé-
ments cellulaires.

6.6.2.1 Délais de conservation des spécimens capillaires

Le sang capillaire est un mélange de sang provenant
d’artérioles, de veinules et de vaisseaux capillaires qui peut
contenir aussi du liquide interstitiel et intracellulaire""’. A
cause de sa composition, la durée de conservation d’un spé-
cimen capillaire avec EDTA peut varier comparé a un spéci-
men veineux.

e Effectuer I'analyse complete de la formule sanguine dans
un délai de 4 heures™ pour un spécimen capillaire avec
EDTA.

7.0 Réception et traitement des échantillons

Le technologiste médical doit s’assurer que I’échantillon regu est conforme aux crite-

res de qualité déterminés pour 'examen avant de procéder a 'analyse

7.1

10-11

Conformité du prélevement et criteres de rejet

Un protocole décrivant les conditions de rejet de spécimens doit étre établi
par chaque laboratoire en collaboration étroite avec le technologiste médical
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7.2

7.3

et le ou les hématologues. Le protocole de rejet de spécimens doit tenir
compte des conditions suivantes :

e D’identification adéquate du spécimen; la double identification doit étre
respectée’;

e Ia manipulation, les conditions et le délai de transport du spécimen;

e LDintégrit¢é de Déchantillon lui-méme: hémolyse, respect du ratio
sang/anticoagulant, présence de caillot dans un spécimen anticoagulé.

Tous les partenaires soumettant des spécimens au laboratoire doivent connai-
tre ce protocole et en avoir une copie.

Si un spécimen est jugé non acceptable, un rapport écrit, expliquant la raison
du rejet, doit étre remis au requérant.

Registre d’échantillons

La réception d’un échantillon au laboratoire sera notée dans un registre, soit
sur papiet, soit sur support informatique avant de procéder a 'analyse™.

Ce registre, qui peut prendre la forme du double de la demande d’analyse,
doit contenir tous les renseignements permettant d’identifier le client, le pro-
fessionnel demandeur, la ou les analyses prescrites, 'heure et la date du pré-
levement, I’heure et la date de réception du spécimen3(). Ce registre devrait
aussi mentionner la personne qui effectue le prélevement.

On doit prévoir un espace pour inscrire la raison du rejet de tout spécimen
dont I’état est jugé non satisfaisant (vozr la section 7.1), toute inscription portera
les initiales du technologiste médical.

Envoi d’analyses a d’autres laboratoires

St les échantillons sont envoyés a un laboratoire sous-traitant pour analyse, le
laboratoire requérant doit conserver un répertoire de tous les laboratoires
auxquels il fait appelzs. De plus, le technologiste médical doit consigner, dans
un registre, les renseignements suivants :

e Nom de I'analyse;

e Nom et prénom du client;

e Numéro d’identification personnalisé du client;

e Date de I’'envoi;

e Date de réception et d’acheminement du résultat - le nom et Padresse du

laboratoire responsable de 'examen doit apparaitre sur le compte rendu™.

I’empaquetage des envois doit respecter la réglementation en vigueur, les re-
gles normatives de 'O.P.T.M.Q. sur le « Transport et manipulation de pro-
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duits biologiques et de maticres infectieuses » ainsi que les recommandations
du ministere de la Santé et des Services sociaux, « Manipulation et transport
des spécimens biologiques : Normes et recommandations, laboratoire de bio-

logie médicale »2,

Un protocole écrit doit permettre d’assurer le suivi des résultats®.

8.0 Manuels de laboratoire

8.1

Manuel des politiques et des directives

Le manuel des politiques et des directives du service de biologie médicale
contient 'information sur la structure organisationnelle, les procédés, les pro-
cédures et les ressources nécessaires a I'application générale du programme

d’assurance de la qualité au laboratoire.

Un mécanisme d’information devrait faire en sorte que tous les membres du
personnel connaissent ces politiques et directives et se sentent concernés par

leur mise en application.

Ce manuel devrait contenir les renseignements décrits ci-dessous.

8.1.1 Politiques et directives générales

Le service au client devrait se placer au centre des préoccupations
des technologistes médicaux et se relier aux directives établies.

L’information produite découle des regles et politiques
Iétablissement et tient compte de chaque service du laboratoire, elle

devrait décrire® :

La structure organisationnelle du laboratoire, la mission,
I’éthique, la réglementation en vigueur, la hiérarchie et les res-
ponsabilités de chaque niveau de personnel;

Le contrdle des documents (méthode de diffusion, processus de
mise a jour, délais de conservation ainsi que d’enregistrement et
d’archivage, etc.);

Les politiques et directives qui encadrent la formation initiale et
continue de tout le personnel;

Les politiques et directives qui encadrent la confidentialité des
renseignements (les communications par télécopieur, les codes
d’acces aux systemes informatiques, la signature électronique,
etc.), les échanges et communications avec le client (mode de
transmission, correction d’erreurs sur un résultat transmis, etc.);

Les politiques entourant les mesures de sécurité du laboratoire;
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8.2

e Les relations avec tout autre organisme avec lequel il est associé
(centre de prélevement, laboratoire d’analyses spécialisées, etc.);

e Les plans d'intervention pour les mesures d’urgence;

e Lt toutes autres politiques internes de gestion au laboratoire.

8.1.2 Procédures en cas de panne de courant

Dans le manuel des politiques et des directives, il est utile de prévoir
et de décrire les procédures en cas de panne de courant, de défectuo-
sité mineure ou majeure des appareils de laboratoire. Ces procédures
devraient contenir les renseignements relatifs a :

e Laprésence d’un systeme d’alimentation électrique d’urgence;

e [utilisation d’un appareil de soutien;

e [’envoi d’un spécimen a un autre laboratoire;

e La procédure écrite de remise en marche.

8.1.3 Procédures en cas de panne informatique

Des procédures écrites doivent décrire le mode opératoire du fonc-
tionnement manuel en cas de panne informatique. Ce mode opéra-
toire doit couvrir toutes les étapes de I'analyse, de la réception du
spécimen a I'acheminement des résultats.

De plus, les procédures de remise en marche et de 'enregistrement
de toutes les données doivent étre documentées.

Manuel des techniques et des procédures

Le manuel des techniques et des procédures doit définir clairement le mode
opératoire spécifique de toutes les techniques en usage au laboratoire.

Ce manuel doit étre accessible a tout le personnel et doit décrire :
(adapté du NCCLS GP2-A3 21)

Le principe et l'utilité clinique de P'analyse;

Les exigences spécifiques a Iéchantillon (préparation du patient, dicte
spéciale, conditions de conservation et d’entreposage, conditions de rejet,
procédures d’envoi pour les analyses effectuées dans un autre centre);

Le mode de préparation des échantillons en vue de 'analyse. Ce mode de
préparation doit étre décrit étape par étape. Lorsquil s’agit
d’instrumentation, les recommandations du fabricant doivent étre prises
en considération;

La solution de calibrage et les solutions de controle a utiliser;

Le mode de préparation et de conservation des réactifs utilisés;

O.P.TM.O.
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8.3

e [ appareil ou le matériel a utiliser;
e La description, étape par étape, de la technique;
o Les calculs;

e la fréquence d’utilisation des solutions de controle, la limite de tolérance
de ces contrdles ainsi que les mesures correctrices a apporter en cas de
valeuts de controle situées hors des limites établies;

e Les valeurs de référence;

e Les valeurs critiques et les valeurs paniques ainsi que la procédure a sui-
vre dans ces cas;

o [ linéarité;

e Les limites de la méthode, les interférences et autres précautions particu-
lieres. Les interférences possibles doivent étre déterminées et décrites. I
est important d’en évaluer toutes les catégories - les interférences reliées
au prélevement, aux médicaments et a ’état clinique du client;

e L’interprétation des résultats;
o [es références;

e Le processus de validation de la technique : rédaction, vérification et ap-
probation;

e La date de I'entrée en vigueur, la date de révision, I'identité du rédacteur
et de la personne qui approuve la technique.

L’information relative au mode de saisie et de transmission des résultats, la
conduite a suivre lors de pannes électriques et informatiques et les mesures
correctrices s’y rapportant sont documentées dans le manuel des politiques et
des directives. Cependant, une référence a ce sujet doit étre mentionnée dans
le manuel des techniques et des procédures.

Manuel des procédures d’utilisation des appareils

Tous les instruments et appareils du laboratoire doivent étre accompagnés
d’un manuel des procédures d’utilisation.

Ce manuel doit étre accessible en tout temps et contenir les renseignements
minimaux suivants™ > :

e La description du matériel ainsi que tous les renseignements relatifs au
fabricant (nom, numéro de série, personne a contacter, etc.);

e La date de réception et de mise en service;
e Le calibrage;

e Le mode opératoire;

O.P.TM.O.
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8.4

8.5

8.6

8.7

e Le calendrier des entretiens préventifs;
e La description des différentes étapes de I'entretien préventif ou correctif;

e la fréquence de vérification de Iexactitude et de la précision (calibrage,
solutions de controle).

Note : Le manuel d’utilisation du fabricant, d’ou provient I'information dé-
taillée sur Pappareil, peut aussi servir de manuel des procédures d’utilisation
s’ll contient tous les points énumérés et si la langue utilisée est compréhensi-
ble pour tous les technologistes médicaux.

Manuel des procédures du systeme informatique

Ce manuel doit décrire les modes opératoires de toutes les étapes du proces-
sus informatique, de la saisie de la requéte jusqu’a 'acheminement et a
I'archivage du résultat.

De plus, un répertoire des différents codes informatiques nécessaires a la sai-
sie des données (analyses, noms de médecin, etc.) doit étre disponible.

Révision annuelle

Les manuels de laboratoire devraient étre révisés annuellement et toute modi-
fication paraphée et datée”'.

Registre des incidents et des mesures correctrices

Le registre des incidents sert a décrire objectivement les problémes qui peu-
vent survenir au laboratoire, 2 en déterminer la cause et 2 documenter les me-
sures correctrices apportées.

L’information ainsi recueillie permet d’évaluer les besoins, de remédier ponc-
tuellement aux problémes et d’améliorer a long terme la qualité du service of-
fert.

Registre des actions posées et des changements

L’enregistrement et le suivi des données touchent toutes les opérations et ac-
tions posées au laboratoire.

Toute action, qu’elle soit préventive ou correctrice doit étre enregistrée, datée
et paraphée sur un support adéquat (papier ou informatique).

O.P.TM.O.
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9.0 Politiques générales du contrdle de qualité

Le controle de qualité s’insére dans le programme d’assurance de la qualité et com-
prend la mise en place de mesures techniques et statistiques dans le but de réduire les
erreurs systémiques et aléatoires dans les procédures analytiques de laboratoire tout
en visant Iatteinte de l'objectif zéro erreur.

On peut définir la qualité d’une analyse ou d’un examen de laboratoire d’apres sa fia-
bilité a représenter ’état clinique du client. La qualité de la mesure analytique peut
étre, quant a elle, définit selon son exactitude et sa précision.

9.1

9.2

Application générale du contréle de qualité

Le controle de qualit¢é sapplique aux réactifs, aux produits, a
I'instrumentation et a ’équipement spécialisé.

Le controle de qualité devrait :

e LEtre adapté a chaque procédure analytique en tenant compte des condi-
tions environnementales propres a chaque milieu;

e FEitablir des procédures documentées pour chaque processus analytique;

e Documenter les sources d’erreurs pouvant ¢ctre reliées a une analyse de
laboratoire spécifique;

e Permettre de dépister et d’identifier une erreur analytique (erreur aléatoire
ou erreur systémique);

e Développer et appliquer les criteres d’interprétation et les seuils de tolé-
rance qui déterminent 'acceptation ou le rejet d’une série d’analyses'”;

e Prévoir enregistrement et 'archivage des résultats de controle selon les
politiques en vigueur.

Note : Nous aborderons, de facon plus détaillée, certaines mesures de sut-
veillance de la qualité propres a chaque processus analytique dans les sections
qui suivent.

Analyses sans matériel commercial de controle

Certaines analyses d’hématologie sont difficiles a controler, parce qu’il
n’existe pas présentement de matériel commercial de controle approprié ou
facilement accessible.

Dans cette catégorie d’analyses, nous retrouvons, par exemple, les analyses
manuelles comme la formule leucocytaire, la numération des éosinophiles et
la numération des éléments cellulaires d’un liquide biologique.

Pour ces analyses, 'exactitude et la précision sont assurées par application et
le suivi des procédures de standardisation, I’établissement de mode opératoire
détaillé des techniques ainsi que par la formation continue des technologistes
médicaux'’.

O.P.TM.O.
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9.3

9.4

Contrdle de qualité externe

11 est fortement recommandé d’adhérer a un programme externe de controle
de qualité.

Les échantillons, analysés comme des inconnus, proviennent d’un organisme
extérieur au laboratoire. Les résultats sont ensuite retournés a cet organisme
qui compile les données et remet un rapport aux participants.

La participation a un programme de controle de qualité externe permet
d’apprécier la précision et I'exactitude de la méthode d’analyse, de détecter
des erreurs systémiques et de comparer la performance du laboratoire, sur le
plan de I'exactitude, avec celle des autres participants.

Politiques relatives a la non conformité

Pour toute non-conformité du controle de qualité interne ou externe, un pro-
tocole écrit devrait :

e Décrire les étapes a suivre pour déceler et corriger le probleme;

e Etablir un processus décisionnel quant au sort des résultats visés (rejet to-
tal, reprise partielle ou totale, validé tel quel);

e DPermettre de déterminer si 'erreur a un impact clinique sur le patient et
décrire les mesures a prendre.

10.0 Réactifs

Un répertoire des réactifs utilisés doit étre disponible et doit inclure :

La description des produits qui doit répondre aux exigences SIMDUT;
Les directives d’entreposage du fabricant;
La préparation, la vérification et les conditions de conservation des réactifs;

L’enregistrement des dates de péremption et du numéro de lot des solutions
commerciales;

Les modalités de préparation des réactifs en laboratoire, lesquelles doivent faire
partie intégrante du manuel des techniques et des procédures de I'analyse;

Le mode d’identification du contenant : date de préparation, date de péremption,
concentration, ainsi que les initiales du technologiste médical.

O.P.TM.O.
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11.0 Instrumentation

L’instrumentation est une composante importante du processus analytique. Malgré la
performance accrue des fonctionnalités des appareils, le technologiste médical doit
connaitre le fonctionnement de I'instrument et demeurer vigilant quant a son utilisa-

ton.

11.1

11.2

11.3

11.4

11.5

Connaissances de I'instrumentation

Au sujet de I'instrumentation utilisée, le technologiste médical doit connaitre :
e Le principe;

o [ linéarité;

e Jes interférences;

e Jes mesures correctrices;

e Le controle de qualité applicable;

e Les entretiens préventifs;

e [es sources d’erreurs.

Manuel des procédures d’utilisation des appareils

Tous les instruments et appareils du laboratoire doivent étre accompagnés
d’un manuel des procédures d’utilisation. (Ioir la section §.3.)

Réfrigérateur, congélateur, bain-marie et étuve

Le technologiste médical vérifie, enregistre, date et paraphe quotidiennement
la température de chaque appareil. Les données doivent étre conservées par
le laboratoire pour au moins deux ans.

Centrifugeuse et cytocentrifugeuse

La vitesse de centrifugation doit étre vérifiée a I'aide d’un tachymeétre. Le
technologiste médical établit un protocole de vérification de la vitesse de cen-
trifugation en incluant un calendrier des opérations. Toutes les interventions
doivent étre datées et paraphées. Les registres doivent étre conservés au
moins deux ans.

Microscope

Un microscope ajusté et entretenu de facon optimale est un élément essentiel
a lexactitude de tout examen microscopique visant la numération et la re-
connaissance d’éléments cellulaires qui ménent a I'identification de processus
pathologiques.

O.P.TM.O.
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Le technologiste médical devrait avoir des connaissances de base des compo-
santes et des principes du microscope'’.

Le technologiste médical devrait :

e Déterminer la fréquence de 'entretien préventif du microscope;
> > 2 gt : z S .
e Sassurer qu'une vérification annuelle est effectuée par un spécialiste;

e Enregistrer, dater et parapher les deux procédures précédentes.

11.5.1 Ajustement de I’éclairage de Kohler

L’ajustement de I’éclairage de Kohler assure un éclairage total et uni-
forme du champ microscopique et donne une image claire et précise
de I'objet observé *°.

La procédure d’ajustement de ’éclairage, selon la méthode de Ko6-
hler, doit étre décrite et devrait étre effectuée par le technologiste
médical avant 'utilisation du microscope'”. (IVoir l'annexe 7.)

11.6 Pipettes automatiques et diluteurs

Le technologiste médical doit vérifier le calibrage de toute nouvelle pipette
automatique ou diluteur. Par la suite, il établit un protocole de vérification du
calibrage incluant le calendrier des procédures d’entretien. Il date et paraphe
toutes les interventions.

12.0 Contrdle de qualité des analyseurs cellulaires

L’application du controle de qualité des analyseurs cellulaires d’hématologie est parti-
culiére a cette discipline, compte tenu de la complexité de la méthode et des facteurs
qui peuvent influencer et altérer les résultats des différents parametres de la formule
sanguine. Parmi ces facteurs, notons :

e DPlusieurs analyses a partir d'un méme réactif sur les mémes cellules;

e Interrelation des différents parametres;

e Analyse simultanée des différents parametres;

e Spécimen a Iétat frais;

e Suspension cellulaire pour les controles commerciaux et les solutions de calibrage

qui sont sensibles aux conditions de transport, de conservation et de manipula-
tion.

La vigilance, 'expertise et le jugement du technologiste médical se placent donc a la
base de toute approche du contrdle de qualité des analyseurs d’hématologie.

Bien que le controle de qualité puisse étre plus élaboré, les outils fournis ici devraient,
a tout le moins, faire partie du programme de surveillance de la qualité en hématolo-

gie.
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Les points qui suivent devraient faire partie intégrante du protocole de contrdle de
qualité :

Etablir et rédiger un protocole de controle de qualité pour P'analyseur cellulaire
en incluant, au moins, les points abordés dans ce chapitre. Ce protocole devrait
se retrouver dans le manuel de procédures d'utilisation de 'analyseur (voir la sec-
tion 8.3);

Respecter les régles et procédures définies dans les politiques générales du
controle de qualité (voir la section 9.0);

Adopter une procédure de calibrage reconnue;

Intégrer une méthode de surveillance pour déceler les erreurs systématiques et
aléatoires de chaque série d’analyses (ou apres un nombre d’échantillons déter-
miné par le laboratoire) et un suivi journalier, hebdomadaire et mensuel des ré-
sultats de controle de qualité;

Etablir, par écrit, une procédure de résolution de probléme en cas de
non-conformité du contréle de qualité.

12.1 Principes de mesure

Les principes de mesure des analyseurs cellulaires d’hématologie varient en
fonction de P'appareil utilisé et du parameétre analysé. Le technologiste médi-
cal doit connaitre le ou les principes de mesure de appareil utilisé pour ainsi
pouvoir détecter une erreur aléatoire ou une interférence.

L’hémogramme est composé de plusieurs parametres, dont certains sont
comptés, d’autres mesurés et calculés'. Le technologiste médical doit connai-
tre la nature de ces parametres afin d’¢tre en mesure d’interpréter et de vali-
der les résultats.

12.2 Calibrage

Le calibrage se définit comme une série d’opérations qui établit des valeurs
pour un ou des parametres donnés, afin que le résultat reflete la valeur réelle,
qui est elle méme définie selon une méthode de référence reconnue'

12.2.1 Solutions de calibrage

Sur les analyseurs d’hématologie, le calibrage s’effectue a partir d’une
solution de référence commerciale, spécifique au calibrage, dont les
valeurs sont prédéterminées de fagon tres précise par le fabricant.
Les solutions de calibrage doivent étre utilisées et conservées en sui-
vant rigoureusement les recommandations du fabricant.

Le calibrage avec du sang frais, qui nécessite I’établissement des va-
leurs pour chaque parametre a I'aide d’'une méthode de référence re-
connue, est rarement utilisé aujourd’hui dans les institutions médica-
les'". Cependant, c’est la méthode employée par les fabricants pour
déterminer les valeurs de leurs solutions de calibrage commerciales™.

O.P.TM.O.
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12.2.2 Procédure de calibrage

La procédure de calibrage peut varier selon le type d’appareil et doit
étre détaillée dans le manuel des procédures d’utilisation qui lui est

propre.

Pour éviter qu'un probleme de I'appareil ne cause un mauvais ajus-
tement des valeurs lors du calibrage, il faut, avant d’entamer la pro-
cédure de calibrage™:

e Effectuer la maintenance préventive;

e Vérifier les principales variables électroniques, physiques et ana-

lytiques.

Apres le calibrage, une procédure écrite doit décrire le mode opéra-
toire servant a vérifier si appareil est adéquatement calibré **.

12.2.2.1 Vérification du calibrage

I peut s’avérer utile, dans certaines circonstances, de vérifier
le calibrage de Dappareil. La vérification du calibrage
s’effectue en analysant les solutions de calibrage de la méme
facon qu’un échantillon d’un client'.

12.2.3 Fréquences de calibrage

Le calibrage de 'appareil seffectue™ :

e Tors de I'installation initiale;
e Une a deux fois par année apres une vérification complete;
e Apres une réparation majeure;

e Lorsque le fabricant recommande un calibrage ou une vérifica-
tion du calibrage plus fréquent'’;

e Lorsque les valeurs des solutions de controle de qualité se situent
en dehors des limites acceptables ou refletent un biais analyti-
quel(’. La cause du probleme doit étre déterminée et corrigée

avant de procéder au recalibrage.

12.3 Utilisation des solutions commerciales de contrdle

La fonction premiere des solutions commerciales de controle consiste a sur-

veiller quotidiennement, de fagon continue et a plus ou moins long terme, les
. , e . . 117

performances et le niveau de précision et d’exactitude d’un appareil .

Les solutions commerciales ont généralement trois niveaux de concentra-
tion : bas, normal, élevé.

O.P.TM.O.
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12.3.1 Caractéristigues des solutions commerciales de

contrble

Les solutions commerciales de controle sont sensibles aux variations
subies durant le transport et aux conditions de conservation. En ef-
fet, les cellules en suspension sont sujettes a la détérioration étant
donné leurs propriétés biologiques.

Le produit doit étre conservé dans les conditions prescrites par le fa-
bricant et sa stabilité doit étre assurée pour la période d’utilisation.

La fiole doit étre ramenée a la température de la picce et la solution
mélangée de facon homogene avant lutilisation, selon les recom-
mandations du fabricant.

Le mode d’utilisation et de conservation des solutions commerciales
de controle doit étre expliqué dans le manuel des procédures
d’utilisation de P'appareil, et ce, dans la section consacrée au controle
de la qualité.

12.3.2 Vérification d’un nouveau lot de solutions de controle

Pour s’assurer du bon état de la solution commetciale de controdle :

e Vérifier le surnageant de la solution pour voir §’il y a présence
d’une hémolyse anormale;

e Vérifier, en paralléle avec 'ancien lot, la concordance des résul-
tats;

e Observer l'histogramme de la distribution cellulaire sur votre
analyseur afin de déterminer s’il y a une distribution anormale
des courbes.

Le fabricant doit étre avisé de tout écart inacceptable et un nouveau
lot sera commandé.

12.3.3 Validation des valeurs cibles du nouveau lot de solu-

tions commerciales de contrble

Lors de l'utilisation d’un nouveau lot de solutions de controle, celui-
ci devrait étre analysé parallélement avec le lot en cours pendant qua-
tre jours™, et ce, jusqua Pobtention de 8 4 10 valeurs pour chaque
niveau.
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12.3.3.1 Valeurs cibles conformes aux valeurs attendues

Les valeurs obtenues doivent se situer a I'intérieur de deux

écarts types (de préférence pres des valeurs moyennes) des
. . . 1

valeurs cibles fournies par le fabricant’.

Bien que le fabricant fournisse des valeurs attendues aux so-
lutions commerciales de contréle, les moyennes obtenues
sur place doivent étre comparées a celles établies par le fa-
bricant'. Selon les bonnes pratiques, le laboratoire devrait
établir ses propres valeurs moyennes pour chacun des pa-
ramétres et ce pour chaque appareil™.

12.3.3.2 Valeutrs cibles hots limites

Lorsqu’un ou des résultats des solutions commerciales de
controle s’éloignent sensiblement des valeurs obtenues pré-
cédemment, la qualité de la solution elle-méme doit étre vé-
rifiée en premier lieu'". (I70ir la section 12.3.2.)

Par la suite, s’il s’avere que la solution de controle est
conforme, une comparaison avec les résultats des controles
du lot précédent, I'analyse des résultats de l'algorithme de
Bull (voir l'annexe 4) et des autres outils du controle de quali-
té devraient permettre de déterminer la cause et d’apporter
les mesures correctrices appropriées.

La participation a un controle externe et la vérification de
I'indice de déviation standard de ce contrble sont des outils
précieux qui permettent d’éliminer ou de confirmer la pré-
sence d’un biais analytique.

12.3.4 Fréquence d’utilisation des solutions commerciales de

contrble

Les trois niveaux de solutions commerciales de controle devraient
étre analysés simultanément au moins une fois toutes les 24 heures.
Ces solutions de controle devraient étre analysées apres avoir effec-
tué les procédures reconnues de mise en marche de 'appareil'.

Au moins deux niveaux de solutions commerciales de controle de-
vraient étre analysés a chaque quart de travail' ">,

Le processus de vérification du bon état des solutions commerciales
de controle est continu. Les criteres utilisés pour valider un nouveau
lot permettent de surveiller la qualité de la solution commerciale de
controle en cours d’utilisation.
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12.3.5 Evaluation des résultats des solutions commerciales de
contrble

La méthode de surveillance et le suivi des résultats des solutions
commerciales de controle devront permettre, lorsque les résultats
sont hors limites, de distinguer une erreur aléatoire, d’'une perte de
précision ou d’une perte d’exactitude.

Un protocole éctit (voir la section 8.3) doit décrire les écarts accepta-
bles et les mesures correctrices a observer lorsque ces écarts ne sont
pas respectés.

Le technologiste médical devrait connaitre les résultats obtenus avec
les solutions commerciales de controle, étre apte a interpréter les
graphiques (par exemple, Levey-Jennings) et a intervenir. Sur ce
plan, les régles de Westgard peuvent étre utiles pour interpréter les
valeurs des controles et établir un processus d’intervention.

L’interprétation des résultats des solutions commerciales de controle
doit permettre au technologiste médical d’accepter ou de rejeter un
résultat, de reprendre une analyse ou une série d’essais.

En plus du suivi continu, une analyse hebdomadaire et mensuelle des
résultats du contrdle de la qualité doit étre effectuée par la personne
qui en est responsable.

12.4 Contrble de reproductibilité journalier avec un échantillon

client

Un échantillon client ou un échantillon provenant d’un volontaire devrait étre
analysé a plusieurs reprises sur une période de 24 heures. Ce controle permet
de vérifier la reproductibilité tout au long de la journée.

Cet échantillon devrait idéalement étre séparé en aliquote pour préserver
lintégrité du spécimen et éviter les contaminations causées par un pipettage
répétitif (particules de bouchon).

Choisir un échantillon dont les valeurs se situent pres des valeurs normales et
ayant un volume adéquat pour servir 24 heures'’. Conserver cet échantillon a

4 °C et ramener a la température ambiante avant I’analyse.

La formule leucocytaire automatisée ne peut étre controlée de cette facon, car
les éléments ne sont pas stables 24 heures.

Chaque laboratoire devrait déterminer la fréquence des mesures multiples ef-
fectuées sur I’échantillon client servant de controle.

Note : La fréquence a laquelle cet échantillon devrait étre analysé dépend du
volume des analyses et du type de clientele particuliére a chaque laboratoire.
Plusieurs laboratoires mesurent ce contréle a chaque 20 échantillons ou tou-
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tes les deux heures. Cependant, il devrait étre analysé lorsque I'appareil a été
en arrét pendant plus d’une heure.

12.4.1 Evaluation des résultats

Les valeurs obtenues doivent étre enregistrées.

Vérifier si les coefficients de variation des parametres se situent dans
les limites de variabilité établies par le laboratoire ou par le fabricant.

12.5 Contrble de qualité en utilisant les résultats des clients

Le suivi des résultats de clients peut étre une source importante de rensei-
gnements en ce qui a trait au controle de qualité. Ces méthodes de suivi sont
basées sur I’étude mathématique et statistique de parametres hématologiques.

Ces méthodes de controle peuvent étre intégrées au systeme informatique de
Pappareil. Le technologiste médical doit étre en mesure de comprendre et
d’interpréter les résultats de ces méthodes de controle.

Les points qui suivent décrivent deux de ces méthodes.

12.5.1 Algorithme de Bull ou moyenne flottante pondérée
ou Xg

Le calcul de la moyenne flottante pondérée ou X; (études de Bull,
1974, et de Koepke, 1981) s’appuie sur le principe que les moyennes
respectives des indices érythrocytaires VGM, TGMH et CGMH
sont une constante universelle. Les moyennes des indices sont sta-
bles dans le temps sur différents échantillons d’'un méme client.

La plupart des composantes informatiques des analyseurs
d’hématologie effectuent ce calcul statistique sur des séries de 20
spécimens analysés. La moyenne des derniers 20 spécimens est com-
parée a la valeur cible pour chacun des indices et, a tous les 400
clients, les moyennes globales sont comparées.

Le calcul de la moyenne flottante pondérée X;; de ces indices éry-
throcytaires permet de déceler™:

e Une erreur systématique ou de méthodologie (ex. : réactif dété-
rioré);

e [’ absence de biais analytique, donc I'exactitude des résultats;

e Un mauvais fonctionnement de 'appareil.

L’algorithme de Bull analyse les données et prévient 'opérateur par

Pentremise d’un message d’erreur quand la moyenne des écarts dé-
passe les limites acceptables de 3 %.
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Lorsque deux séries consécutives de 20 clients sont en dehors des
limites pour deux paramétres, des mesures correctrices doivent étre
prises. (oir lannexe 4.)

Le technologiste médical doit :

e (Slassurer qu'un processus d’analyse et d’interprétation des
moyennes Xy soit décrit dans la section portant sur le controle
de la qualité du manuel des procédures d’utilisation de 'appareil;

e Aviser la personne responsable du controle de qualité lorsque les
résultats sont hors des limites acceptables et apporter les correc-
tifs selon la procédure établie;

e Documenter les mesures cotrrectrices.

Note : Lorsque le technologiste médical responsable envisage
d’apporter des correctifs, il doit prendre en considération la popula-
tion qui compose les 20 derniers spécimens; par exemple, une clien-
tele pédiatrique ou en oncologie pourra démontrer un écart a la
moyenne sans que appareil n’ait un probleme.

12.5.2 Régle de trois

Bien que les appareils automatisés, par I'entremise des indices éry-
throcytaires, nous fournissent déja une bonne information, la regle
de trois, « 3 x Hb (g/dL) = Hct (%) £ 3 », offre un autre outil pet-
mettant de vérifier, par exemple, la présence d’agglutinines froides
ou de lactescence dans le spécimen’™.

Le technologiste médical utilise son expérience et son jugement pour
cerner le probleme et apporter la mesure correctrice adéquate, tout
en respectant les protocoles établis.

Cette regle s’applique seulement lorsque les érythrocytes sont nor-
mochromes et normocytaires'’.

12.6 Détection d’erreur aléatoire a I’'aide du « Delta Check »

Les erreurs aléatoires sont plus difficiles a détecter que les erreurs systémati-
ques, qui sont mises en évidence par les mesures du controle de qualité. Une
erreur aléatoire est une erreur unique qui se retrouve isolée parmi d’autres ré-
sultats valides'. Le calcul du « Delta Check », qui s’effectue en comparant le ré-
sultat actuel d’un client donné avec son résultat précédent, est I'un des
moyens les plus efficaces de détection de ce type d’erreur’”.

La méthode de contrdle du « Delta Check » est le calcul informatisé ou manuel
¢tablissant la différence entre le résultat actuel d’'un parametre pour un client
donné et son résultat antérieur le plus récent et, ensuite, la comparaison de
cette différence du résultat avec les limites acceptables préétablies pour ce pa-
rameétre' .
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Les erreurs décelées a I'aide de cette méthode de calcul sont généralement re-
liées a :

e Une erreur d’identification du spécimen;

e Un prélevement de qualité douteuse;

e Un probléeme technique isolé.

Lorsque le technologiste médical interprete le résultat de la comparaison (de/-
ta check) et sa concordance avec les limites acceptables établies il doit :

e DPrendre en considération les interventions subies par le client et le délai
écoulé entre le prélevement des deux spécimens;

e Controler 'analyse;
e Vérifier 'identité et la qualité du spécimen;
e Controéler avec un nouveau spécimen si nécessaire.

Note : Si le résultat demeure inchangé, un commentaire devrait accompagner
ce résultat.

Corrélation entre I'appareil principal et I'appareil de sou-
tien

Une corrélation entre 'appareil principal et Pappareil de soutien doit étre ef-
fectuée régulicrement dans un processus continu de controle de qualité et a
plus forte raison, lors de linstallation, d’une réparation ou d’un calibrage.
Toute intervention doit étre documentée, datée et paraphée.

Les variations de résultats obtenus sur les deux appareils ne doivent pas étre
. . . . . 1 Y4 . A A
cliniquement significatives'’. Les valeurs de référence devraient étre les mé-

mes pour les deux appareils.

Le suivi du controle de qualité et un controle externe permettent de suivre les
tendances de chaque appareil et de vérifier la corrélation entre les deux sys-
temes.

Note : Dans le cadre d’un processus d’évaluation pour I’achat d’un appareil,
une corrélation initiale avec I'appareil déja en place devrait faire partie des cri-
teres de sélection.

Politiques relatives aux interventions selon les signaux
d’alarme et les messages d’erreur

Plusieurs analyseurs d’hématologie sont munis de deux systemes de criteres
pour avertir opérateur d’un probléme potentiel. Un des systemes d’alarme
est ajusté par le fabricant alors que lautre, généralement quantitatif, est dé-
terminé par l'utilisateur.
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Chaque laboratoire doit :

Documenter et décrire, dans le manuel d’utilisation de I'appareil, dans la
section portant sur le controle de qualité, les différents signaux d’alarme
et messages d’erreur émis par Ianalyseur;

Définir, avec le médecin spécialiste du service, les valeurs cliniquement
significatives des parameétres hématologiques et établir en conséquence
les messages d’erreurs;

Déterminer les interventions ou mesures correctrices a observer pour vé-
rifier ou valider un résultat signalé par un code d’erreur avant d’émettre le
résultat final;

Etablir un protocole qui, une fois le message d’erreur identifié, indique si,
selon le type de clientéle (ex. : hémodialyse, oncologie), I’étude d’un frot-
tis sanguin pour la validation des résultats par le technologiste médical ou
par ’hématologue est nécessaire.

Note : Pour vérifier tous les parametres hématologiques des analyseurs cellu-

laires, I’étude des frottis sanguins périphériques demeure la technique de
228

choix™.

Sources possibles d’erreurs analytiques

Il existe de nombreuses sources d’erreurs analytiques, le technologiste médi-
cal doit connaitre les causes possibles de résultats erronés. 1l est donc impor-
tant de lire la documentation inhérente a chaque appareil. (I ozr l'annexe 2.)

13.0 Frottis sanguin périphérique

’examen du frottis sanguin périphérique a pour but :

e D’estimer la numération des leucocytes, des érythrocytes et des plaquettes;

e D’identifier et de quantifier en valeur relative (pourcentage ou décimale) les diffé-
rents types de leucocytes;

e D’apprécier la morphologie des leucocytes, des érythrocytes et des plaquettes;

e De valider les résultats des indices érythrocytaires;

e De valider le résultat des analyses des réticulocytes et de la vitesse de sédimenta-
tion.

13.1

Identification du frottis sanguin

Le frottis sanguin doit, au moins, porter une double identification, c’est a
dire : nom et prénom du client et numéro d’identification personnalisé. De
plus, la date devrait étre inscrite sur chaque frottis'”.
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Délais pour confectionner un frottis

Idéalement, pour un échantillon de sang avec EDTA, le frottis sanguin de-
vrait étre confectionné dans I’heure suivant le prélévement™. Cependant, un
frottis sanguin de qualité acceptable peut étre confectionné dans les délais
suivants :

e DPour un échantillon veineux avec EDTA, confectionner le frottis dans
un délai de moins de 4 heures®. Ne pas réfrigérer le spécimen avant la
confection du frottis™.

e Pour un échantillon capillaire, dans un tube a microprélévement
contenant de TEDTA, confectionner le frottis moins de 4 heures apres
le prélévement™ ™.

Idéalement, deux frottis sanguins devraient étre confectionnés directe-
ment a partir du site de ponction capillaire. Ceci ¢élimine toute distorsion
ou interférence due a anticoagulant’.

Note : Si le délai optimal entre le prélevement et I'analyse compléte de la
formule sanguine ne peut étre respecté, confectionner deux frottis sanguins le
plus rapidement possible apres le prélevement. Chez les clients présentant
des anomalies hématologiques, les distorsions cellulaires du spécimen avec
EDTA peuvent apparaitre plus rapidement.

Confection du frottis sanguin

La confection du frottis sanguin, qui consiste a étaler une goutte de sang sur
une lame de verre, peut étre effectuée manuellement ou mécaniquement a
'aide d’appareils automatiques et semi-automatiques.

Le frottis sanguin doit répondre aux critéres de qualité reconnus suivants :

e Ftre mince, régulier et uniforme;
e Se terminer en pointe arrondie (pinceau) ou carrée;
e Comporter des marges;

e Ftre séché complétement et rapidement a Iair avant la coloration afin
d’éviter la formation d’artéfacts et une altération de la morphologie des
érythrocytes'.

Coloration de base

La coloration du frottis sanguin doit permettre d’identifier les éléments cellu-
laires en mettant en évidence les caractéristiques propres a chacun.
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13.4.1 Colorants

Les colorations au Wright, Wright-Giemsa et May-Grinwald-
Giemsa sont les plus utilisées au Québec.

Pour les criteres de qualité reliés a I'identification, a la préparation, a
la vérification et aux conditions de conservation des colorants, suivre
les modalités établies précédemment dans la section traitant des réac-
tifs. (Voir la section 10.)

13.4.2 Technique et procédure

Le mode opératoire de la coloration doit étre décrit dans le manuel
des techniques et des procédures. $’1 s’agit d’'une technique automa-
tisée, le manuel des procédures d’utilisation de I'appareil devra aussi
étre disponible. (Voir la section 8.0.)

13.4.3 Criteres de qualité de la coloration

Une coloration adéquate est garante d’une bonne différenciation des
éléments cellulaires et de ’exactitude du résultat.

La qualité de la coloration est évaluée par la teinte des éléments cel-
lulaires observés au microscope. Une description des couleurs atten-

dues de chacun des éléments cellulaires devrait étre décrite dans le

cahier des techniques et des procéduresl’”.

Le technologiste médical doit connaitre :
e Les criteres de qualité d’une bonne coloration;

e Les causes d’erreurs reliées a cette coloration;

e [’entretien préventif des outils utilisés pour la coloration.

13.5 Exactitude et uniformité de I'examen du frottis sanguin

Pour assurer I'exactitude et 'uniformité de 'examen microscopique du frottis
sanguin, un ensemble d’étapes doivent étre exécutées.

13.5.1 Méthode d’examen du frottis sanguin

Le technologiste médical doit connaitre le protocole d’examen du
frottis sanguin. Cet examen comporte les étapes décrites ci-dessous.

13.5.1.1 Examen macroscopique

Pour vérifier la qualité de I'étalement du frottis et, sommai-
rement, la qualité de la coloration.

O.P.TM.O.

28 Mai 2001



Hématologie

13.5.1.2 Examen microscopique a faible grossissement

Pour vérifier la coloration, la distribution des éléments figu-
rés du sang, la présence ou I'absence d’anémie, estimer la
numération leucocytaire ainsi que choisir la zone idéale
pour effectuer la formule leucocytaire.

13.5.1.3 Examen microscopique a fort grossissement

Pour effectuer la formule leucocytaire, estimation plaquet-
taire et Pévaluation morphologique des éléments figurés du
sang.

13.5.2 Standardisation de I'appréciation de la morphologie cel-

lulaire

L’appréciation de la morphologie cellulaire (leucocytes, érythrocytes
et plaquettes) doit suivre un protocole de standardisation écrit.

13.5.2.1 Lecture et identification

Ce protocole doit détailler l]a méthode :

e D’observation du frottis pour vérifier la qualité de
I'étalement et de la coloration ainsi que la distribution
des éléments figurés du sang;

e De recherche et d’identification des anomalies leucocy-
taires;

e D’étude de la morphologie des érythrocytes et des pla-
quettes.

13.5.2.2 Charte de nomenclature et de quantification

Ce protocole doit détailler la nomenclature et le degré de
notation des anomalies morphologiques observables au mi-
croscope pour les leucocytes, les érythrocytes et les plaquet-
tes.

13.5.3 Méthodes d’estimation des numérations globulaires

Malgré des appareils extrémement sophistiqués en hématologie, il
n’en demeure pas moins que les méthodes d’estimation au micros-
cope restent les méthodes de choix pour valider les numérations de
leucocytes et de plaquettes obtenues a I’aide de ces appareils.

Le laboratoire d’hématologie doit établir un protocole détaillé des
méthodes d’estimation des numérations globulaires. Tous les tech-
nologistes médicaux doivent connaitre les éléments de ce protocole
et ¢tre en mesure de les appliquer.
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13.5.4 Correction de la numération des leucocytes en pré-

sence d’érythroblastes

La présence d’un seul érythroblaste sur un frottis sanguin est anor-
male et doit étre documentée sur le rapport.

La numération des leucocytes doit étre corrigée lorsqu’il y a plus de 5
érythroblastes pour 100 leucocytes'". Les érythroblastes devraient
étre comptés et le résultat exprimé en nombre par 100 leucocytes.

Une procédure écrite doit décrire le calcul, la méthode de correction
de la numération des leucocytes selon le nombre d’érythroblastes
observés, ainsi que la fagcon d’inscrire le résultat corrigé sur le rap-
port final.

Si cette procédure est automatisée et intégrée au systeme informati-
que, une mention a ce sujet doit étre écrite dans le manuel des tech-
niques et des procédures.

13.5.5 Correction des autres sources d’interférences avec les

parameétres hématologiques

En plus des érythroblastes qui peuvent interférer au niveau des pa-
rametres hématologiques, le technologiste médical doit connaitre les
autres sources d’interférences (agglutinines froides, lactescence, hy-
petleucocytose, etc.) et étre en mesure d’apporter les correctifs né-
cessaires pour assurer la validité des résultats. (I7oir ['annexe 2.)

Des procédures écrites doivent décrire chacune de ces sources
d’interférences et les mesures correctrices qui s’appliquent. (Iozr la
section 8.2.)

Si la procédure est automatisée et intégrée au systeme informatique,
une mention a ce sujet doit étre écrite dans le manuel des techniques
et des procédures.

13.5.6 Artéfacts du frottis sanguin périphérique

Le technologiste médical doit connaitre les artéfacts qui peuvent étre
observés durant 'examen des frottis sanguins au microscope.

Pour les échantillons prélevés avec EDTA et conservés a la tempéra-
ture de la picce (de 18 a 24 °C), voici quelques exemples d’artéfacts :

e Une légere vacuolisation des monocytes une heure apres le pré-
léevement;
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13.7

e Une vacuolisation modérée des monocytes et légere des granulo-
cytes neutrophiles aprés trois a quatre heures de conservation®’;

e Une augmentation du pourcentage des granulocytes et une dimi-
nution du pourcentage des lymphocytes et des monocytes apres
huit heures de conservation®;

e Les érythrocytes peuvent avoir une apparence crénelée apres six
: = 17
heures de conservation du spécimen ;

e Les ponctuations basophiles et les corps de Déhle peuvent dis-
paraitre”;

e les érythrocytes peuvent présenter une pseudohypochromie
lorsque le séchage est trop lent.

13.5.7 Cellules éclatées

En établissant la formule leucocytaire, le technologiste médical de-
vrait retrouver moins de 0,02 a 0,05 de leucocytes éclatés ou non
identifiables (sauf dans certains états pathologiques comme la leucé-
mie lymphoide chronique)”.

e Les leucocytes altérés et non identifiables ne devraient pas étre
comptés dans la formule leucocytaire, mais devraient plutot étre
classifiés comme tels et rapportés dans la section des commen-
taires sur le résultat final'"™>.

Note : Pour réduire sensiblement la formation d’ombres de Gum-
precht (smudge cells), ajouter 1 goutte d’albumine bovine a 22 % a
5 gouttes de sang et étaler le frottis a partir de ce mélangezg.

Rédaction du rapport de la formule leucocytaire

Le technologiste médical doit savoir exprimer ses résultats dans un langage
clair et scientifique.

De plus, il est souhaitable d’établir une terminologie ou une nomenclature
uniforme pour la rédaction du rapport.

Lors de la transcription de données, le cas échéant, il est important de porter
une attention particuliére a 'exactitude des données reproduites.

Politiques d’envoi des frottis sanguins a I’hématologue

Lorsque les frottis sont anormaux, des criteres et des politiques doivent étre
établis, avec ’hématologue, pour décrire les cas ou le frottis doit lui étre
transmis pour interprétation ou confirmation du résultat.
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13.8 Recherche et identification des parasites sanguins

Dans les maladies a parasites sanguins, telles que la malaria, la babésiose, la
trypanosomiase, la filariose, etc., la détection et I'identification des parasites
intracellulaires et extracellulaires du sang sur le frottis sanguin demeurent
cruciales pour établir le diagnostic et le suivi.

Comme on remarque une recrudescence des parasitoses sanguines, le techno-
logiste médical doit étre vigilant lors de 'examen des frottis et doit maintenir
ses connaissances a jour dans ce domaine.

La malaria est une infection qui peut mettre la vie du client en danger et toute
demande de recherche de malaria devrait étre considérée comme une demande
urgente et étre traitée, peu importe le jour ou ’heure™.

13.8.1 Considérations spécifiques a la recherche de parasites

Les techniques de recherche de parasites doivent étre décrites dans le
manuel des techniques et des procédures (voir la section 8.2). Les
considérations spécifiques ci-dessous doivent aussi étre décrites dans
ce manuel.

13.8.1.1 Prélevement et délais de conservation pour la recherche
de parasites

Pour assurer la qualité du prélevement, le technologiste mé-
dical doit tenir compte des facteurs préanalytiques suivants :

e La confection de frottis sanguin directement a partir

d’une ponction capillaire, demeure préférable pour la re-
cherche de parasites3 +

e Si un prélevement veineux doit étre utilisé, le spécimen

devrait étre prélevé avec EDTA. Les frottis doivent étre
confectionnés le plus rapidement possible, soit moins
d’une heure apres le prélevement pour la recherche de
malaria® et moins de deux heures aprés le prélévement
pour la recherche des autres parasites sanguins™.

Le parasite de la malaria étant plus fragile, la présence
d’anticoagulant peut occasionner la distorsion des parasi-
tes et la diminution de leur nombre présent sur le frottis™.
De facon générale, le sang prélevé depuis plus d’une
heure ne devrait pas étre utilisé pour la recherche de ma-
laria™.

e La période optimale pour effectuer le prélevement doit te-

nir compte du type de parasite recherché.
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13.8.1.2 Préparation des frottis

Un nombre suffisant de lames devrait étre préparé en prévi-
sion de colorations supplémentaires ou de besoins particu-
liers :

e Au moins 4 frottis devraient étre étalés : 2 frottis a gout-
tes minces et 2 frottis 4 gouttes épaisses™;

e Pour des colorations cytochimiques, prévoir un plus
grand nombre de frottis;

e Des techniques de concentration peuvent étre utilisées
pour la détection d’éléments peu nombreux : triple cen-
trifugation, filtration, couche leucoplaquettaire (buffy
coat).

13.8.1.3 Colorations

ILa coloration des frottis au Giemsa-Gurr est recommandée
. 3 ,3 _R5Q
pour la recherche de parasites 43739,

Les colorations hématologiques de base, telles que Wright-
Giemsa et May-Griinwald-Giemsa, ne sont pas recomman-
dées pour I'identification de parasites.

Bien que les parasites sanguins puissent parfois étre visibles
sur le frottis ainsi coloré, le pH de 6,8, utilisé habituellement
lors de ces colorations, n’est pas optimal pour la conserva-
tion des caracteres morphologiques des parasites de la mala-
ria®. Le maintien d’'un pH entre 7,0 et 7,2 pour le tampon
de la coloration est critique.

Note : L’identification de 'espece peut nécessiter un autre
type de coloration.

13.8.1.4 Examen microscopique

Pour la détection et Iidentification des parasites, 'examen
microscopique devrait :

e Litre effectué a faible et a fort grossissement;

e Couvrir au moins 300 champs avec l'objectif a immer-
sion 100x sur une goutte mince™ et 100 champs sur une
goutte épaisse.

Note : Le technologiste médical doit connaitre les artéfacts
qui peuvent étre observés lors de la recherche de parasi-
tes : plaquettes, débris et inclusions des érythrocytes ainsi
que contaminants du processus de coloration.
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13.8.1.5 Taux de parasitémie

Une méthode de détermination du taux de parasitémie doit
étre établie par chaque centre. Cette méthode doit étre cons-
tante, parce qu’elle est tres importante pour le suivi du trai-
tement du client.

13.8.2 Contrble de qualité pour les parasites

Note :

En plus d’établir des méthodes générales internes de controle de
qualité (voir la section 9), le laboratoire devrait :

Confirmer le résultat de la recherche de parasites par un autre
technologiste médical ou par un hématologue ou un microbiolo-
giste;

Standardiser les méthodes de préparation des frottis™;
Adopter un programme de controle du processus et du résultat de

la coloration™. 1. utilisation de lames témoins positives colorées en
méme temps que les lames clients est recommandée™;

Standardiser, a 'aide d’un protocole écrit, la lecture microscopique
des parasites et le taux de parasitémie;

Etablir un protocole pour déclarer les maladies a déclaration obli-
gatoire;

Maintenir a jour les compétences des technologistes médicaux qui
effectuent cette analyse;

Etablir un lien avec un centre de référence en maladies tropicales
pour confirmer un diagnostic ou pour obtenir des renseignements
techniques;

Participer a un programme externe de controle de qualité, tel que
celui du Laboratoire de santé publique du Québec (L.S.P.Q).).

Des cas de non-détection de parasites sanguins par des méthodes au-

tomatisées de formule leucocytaire ont été rapportés™. Par conséquent,
I'utilisation de la formule leucocytaire automatisée (analyseur d’hématologie),
sans observation du frottis sanguin, n’est pas recommandée lorsqu’il y a pro-
babilité de maladie a parasites sanguins™.

Participation a un contréle externe de la qualité

I1 est recommandé de participer a un controle externe de la qualité. Au Qué-
bec, le Laboratoire de santé publique du Québec (L.S.P.Q.) offre un pro-
gramme externe de controle de qualité pour les frottis sanguins.
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13.10 Délai de conservation des frottis sanguins

Pour le délai de conservation des frottis sanguins, établir un calendrier de
conservation et respecter la réglementation en vigueur.

13.11 Formation continue

L’examen du frottis sanguin périphérique nécessite jugement et compétence.
Une formation initiale adéquate, ainsi qu’un processus de formation continue
pour tous les technologistes médicaux ceuvrant dans ce domaine devraient
faire partie du programme d’assurance de la qualité.

Réticulocytes

Les techniques de numération des réticulocytes avec des colorants vitaux s’effectuent
de fagon manuelle depuis longtemps. Aujourd’hui, bien que ces dernicres soient tou-
jours utilisées, elles sont de plus en plus remplacées par des techniques automatisées,
telles que la cytométrie en flux, ce qui augmente I’exactitude et la reproductibilité des
résultats, sans toutefois éliminer les causes d’interférence.

La numération des réticulocytes permet d’estimer lactivité érythropoiétique de la

moelle osseuse, de classifier 'anémie et d’évaluer efficacité d’un traitement' ™.

14.1 Deéfinition du réticulocyte

L’ICSH (International Council for Standards in Hematology) a déterminé qu’une
cellule, pour étre classée réticulocyte, doit contenir un minimum de deux
particules granulofilamenteuses de couleur bleue, visibles au microscope(”“.

14.2 Préléevement requis

La numération des réticulocytes s’effectue sur un spécimen de sang entier
prélevé dans un tube avec TEDTA comme anticoagulant.

14.3 Délais de conservation des échantillons pour la numéra-
tion des réticulocytes

I est recommandé d’effectuer la numération des réticulocytes le plus rapide-
ment possible apres le prélevement.

e DPour un échantillon sanguin prélevé avec EDTA et conservé entre

18 et 24 °C, effectuer la numération des réticulocytes dans un délai de
6 heures aprés le prélevement”.

Dans les cas ou le délai optimal d’analyse ne peut étre respecté, il est recom-
mandé de réfrigérer le spécimen.
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14.4

Selon le NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards), un spé-

cimen conservé entre 2 et 6 °C, peut étre stable jusqu’a 72 heures”, en res-
pectant toutefois les conditions suivantes :

e Le spécimen ne doit montrer aucune hémolyse visible;

e La numération des érythrocytes devrait étre stable, c’est-a-dire avoir un
coefficient de variation inférieur a 3 %",

Le laboratoire devrait effectuer une étude de corrélation afin de valider ce dé-
lai de conservation compte tenu de sa méthode d’analyse.

Note : Une maturation in vitro des réticulocytes peut se produire. Le degré
de maturation est influencé par le facteur temps ainsi que par la température
ambiante. Apres 24 heures a la température de la picce, on peut perdre jus-
qua 20 % des réticulocytes' (ce pourcentage peut varier selon la méthode de
numération utilisée).

Méthode manuelle de numération des réticulocytes

La technique de référence pour la numération manuelle des réticulocytes est
la coloration au bleu de méthyléne nouveau®. Le colorant est plus stable d’'un
lot a un autre et les particules granulofilamenteuses apparaissent, au micros-
cope, plus nettes et uniformes qu’avec les autres colorants vitaux'.

Les points qui suivent décrivent les criteres de qualité de la méthode ma-
nuelle.

14.4.1 Coloration

La méthode de coloration doit étre décrite (voir la section 13.4 et la sec-
tion 17.0). De plus, le technologiste médical devrait établir et utiliser
des procédures pour controler la méthode de coloration :

e la filtration adéquate, afin d’éviter les précipités de colorant sur
la lame;

e Ta proportion optimale du ratio sang/colorant;

e Le temps d’incubation du mélange sang/colorant.

La qualité d’'un nouveau lot de colorant devrait étre vérifiée avant
l'utilisation. La comparaison de la coloration en parallele avec
I'ancien lot peut étre utilisée dans ce but.

Pour I'identification, la préparation et les conditions de conservation
des réactifs de coloration, respecter les conditions décrites précé-
demment dans la section traitant des réactifs (voir la section 10.0).
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14.4.2 Etalement du frottis

L’agitation adéquate du mélange sang/colorant, avant ’étalement du
frottis, est primordiale a la qualité de la numération des réticulocytes.
En effet, la densité des réticulocytes est plus faible que celle des éry-
throcytes matures, ils se retrouvent donc a la surface du mélange
apres la période d’incubation'’.

14.4.3 Examen microscopique

Pour 'examen microscopique de la numération des réticulocytes, les
points suivants doivent étre respectés :

e Choisir une région du frottis ou les globules sont rapprochés les
uns des autres, sans se toucher ni se chevaucher (par exemple,
100 érythrocytes par champ);

e Compter les réticulocytes et les érythrocytes séparément dans
chaque champ. Au moins 1000 érythrocytes doivent étre comp-
tés sur deux lames (minimum de 500 par lame). Cette étape peut-

A 2 : 2 1: 13-17
étre effectuée par deux technologistes médicaux'"'";

e Sassurer que les écarts entre le pourcentage de réticulocytes ob-
tenu sur chaque lame ne dépasse pas 20 %. Compter une troi-
sieme lame si Pécart est supérieur a 20 %",

e Vérifier la corrélation entre un taux élevé de réticulocytes, le de-
gré de polychromatophilie observé sur le frottis coloré et la colo-
ration de routine utilisée dans le laboratoire.

Note : Lutilisation d’un disque de Miller pour la numération des ré-
ticulocytes semble augmenter la précision, parce qu’il permet de
compter un nombre plus grand d’érythrocytes. Le disque de Miller se
place dans 'un des oculaires du microscope. S’assurer de respecter
une utilisation conforme et standardisée du disque de Miller (voir
Lannexe 7).

14.4.3.1 Artéfacts

Un séchage inadéquat du frottis peut entrainer 'apparition
d’artéfacts réfringents dans les érythrocytes. Il importe de
différencier ces artéfacts des particules granulofilamenteuses
d’ARN du réticulocyte, qui elles, ne sont pas réfringentes.

14.4.3.2 Interférences avec d’autres inclusions cellulaires

Les colorants vitaux colorent aussi les corps de Howell-
Jolly, de Heinz, de Pappenheimer et les inclusions
d’hémoglobine H 6,

Les ¢éléments suivants peuvent contribuer a différencier le
réticulocyte des autres inclusions cellulaires :
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Les corps de Heinz sont colorés par les colorants vitaux.
IIs se retrouvent a la périphérie du globule rouge et sont
généralement plus gros que les particules granulofilamen-
teuses ’ARN du réticulocyte'’s

Les corps de Pappenheimer et de Howell-Jolly sont colo-
rés par les colorations de Romanowsky alors que les par-
ticules I’ARN du réticulocyte ne le sont pas. La présence
de ces inclusions peut étre vérifiée par I'examen du frottis
coloré au Wright-Giemsa ou au May-Grinwald-
Giemsa'"’;

La contre-coloration au Wright-Giemsa ou au May-
Grinwald-Giemsa fera disparaitre les corps de Heinz et
les inclusions d’hémoglobine H alors que les corps de
Howell-Jolly et de Pappenheimer demeureront présents;

La présence de corps de Pappenheimer devrait étre
confirmée par une coloration du fer (Perls, Bleu de
Prusse)'’, ces inclusions étant plus facilement confondues
avec les réticulocytes'’.

Malgré tout, lorsque plusieurs inclusions différentes oc-
cupent le globule rouge, il est parfois difficile de les diffé-
rencier et le technologiste médical doit demeurer vigilant.

14.5 Meéthodes automatisées de numération des réticulocytes

Plusieurs méthodes automatisées de numération des réticulocytes ont été in-
troduites dans les années 1990. Ces méthodes permettent d’augmenter la pré-
cision du décompte des réticulocytes principalement parce que la numération
s’effectue sur un plus grand nombre d’érythrocytes”.

14.5.1 Coloration

Pour les méthodes semi-automatisées, c’est-a-dire qui requierent une
préparation manuelle de I’échantillon avant la numération automati-
sée, le mode opératoire de la préparation de I'échantillon doit étre
décrit dans le manuel des techniques et des procédures.

Pour l'identification, la préparation et les conditions de conservation
des réactifs de coloration, respecter les conditions décrites précé-
demment dans la section traitant des réactifs (voir la section 10.0).

14.5.2 Contrble de qualité des appareils de mesure

Le protocole de contrdle de qualité de I'appareil de mesure doit étre
décrit dans le manuel de procédures d’utilisation de 'appareil visé.
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Ce protocole doit détailler les procédures de vérification de la préci-
sion et de 'exactitude, et décrire I'entretien préventif de 'appareil en
ce qui a trait a la numération des réticulocytes (voir la section 9.0 et la
section 11.0).

Comme la fonction de numération des réticulocytes est de plus en
plus souvent intégrée a 'analyseur cellulaire d’hématologie, les pro-
cédures de contrdle de qualité relatives a cette fonction de
I'analyseur, devraient étre conformes aux politiques établies précé-
demment dans la section traitant du controle de qualité des analy-
seurs cellulaires (voir la section 12.0).

14.5.3 Interférences

L’exactitude de la numération des réticulocytes peut étre altérée par
la présence d’éléments qui interférent a différentes étapes du proces-
sus analytique.

Le tableau, a I'annexe 6, énumere des sources connues ou potentiel-
les d’interférences. Le technologiste médical devrait connaitre les in-
terférences inhérentes a sa méthode d’analyse et faire appel a son ju-
gement et a ses connaissances pour éviter I'obtention de résultats
erronés.

Note : Il est important de vérifier, sur un frottis coloré au Wright-
Giemsa ou au May-Grinwald-Giemsa, la présence d’éléments qui
pourraient fausser les résultats.

14.6 Valeurs de référence

Chaque laboratoire devrait déterminer ses propres valeurs de référence selon
la méthode d’analyse utilisée'.

Les valeurs de référence des réticulocytes sont généralement exprimées en
valeur relative (pourcentage ou décimale) ou en valeur absolue. Les valeurs de
référence peuvent varier selon la méthode de numération et le colorant utili-
sé.

Un résultat de réticulocytes exprimé en valeur absolue est cliniquement plus
significatif'.

Une application innovatrice de la numération automatisée des réticulocytes
semble étre la mesure de la maturation des réticulocytes. De récentes études
appuient Putilisation du IRF, « smmature reticulocyte fraction »"°, pour exprimer
le degré de maturation. Bien qu’il n’y ait pas encore de consensus sur la facon

de rapporter cette mesure, son utilité clinique parait de plus en plus éviden-
13-15-48
te .
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15.0 Vitesse de sédimentation des érythrocytes

La vitesse de sédimentation est une analyse qui mesure la vitesse de chute des éry-
throcytes en suspension dans le plasma.

Bien qu’il existe différentes méthodes de sédimentation, la méthode Westergren de-
meure la méthode de référence reconnue par Ulnternational Council for Standards in He-
matology ICSH)™.

15.1

15.2

Principe de la méthode

Le processus de sédimentation s’effectue en trois étapes distinctes :

1. La phase d’agrégation, est 'étape de la formation des rouleaux. C’est une
étape ou il y a normalement peu de sédimentation;

2. La phase de chute ou de décantation, influencée par le nombre et la quali-
té des rouleaux;

3. La phase finale ou d’entassement des agrégats d’érythrocytes au fond du
tube.

Les tubes de sédimentation étant de diametre calibré, le résultat de I’analyse
équivaut a la mesure de la hauteur de la colonne de plasma aprés un intervalle
déterminé.

Spécimen requis pour la vitesse de sédimentation

La vitesse de sédimentation des érythrocytes s’effectue sur un spécimen de
sang entier, non hémolysé ', prélevé dans un tube avec EDTA ou dans un
tube de citrate de sodium a 3,8 % ( rapport de 1 volume d’anticoagulant pour

4 volumes de sang, bouchon noir ).

Le ratio sang/anticoagulant doit étre respecté. Lorsque nous utilisons le sys-
teme jetable de sédimentation, ou le tube de prélévement est aussi le tube de
sédimentation, le remplissage adéquat est essentiel a la qualité de I’analyse.

II n’est pas nécessaire que le patient soit a jeun, la vitesse de sédimentation
o~ . . _40
n’est pas modifiée par la prise de nourriture™ ™.

I1 existe un systéme jetable congu pour réaliser la sédimentation par la mé-
thode de Westergren, directement dans le tube de prélevement. L’utilisation
de ce tube avec citrate de sodium (rapport de 1 volume d’anticoagulant pour
4 volumes de sang) évite les manipulations techniques. Il faut cependant se
procurer le support a sédimentation spécifique™.

Note : Ne pas utiliser un tube avec du citrate de sodium ou tube de coagula-
tion (rapport de 1 volume d’anticoagulant pour 9 volumes de sang, bouchon
bleu) pour I'analyse de la vitesse de sédimentation parce qu’un changement
de concentration sang/anticoagulant introduit une variable analytique qui
peut influencer le résultat™.
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15.3

15.4

Délais de conservation des échantillons pour la vitesse
de sédimentation

Le délai entre le prélevement et 'analyse ainsi que la température de conser-
vation de I’échantillon sont des facteurs préanalytiques importants pour la
qualité du résultat de I’analyse de la vitesse de sédimentation.

e DPour un échantillon sanguin conservé entre 18 et 24 °C, effectuer
I'analyse de la vitesse de sédimentation des érythrocytes dans un délai de
4 heures'™*.

e Pour un échantillon sanguin conservé a 4 °C, I'analyse de la vitesse de sé-
dimentation des érythrocytes devrait étre effectuée dans un délai de
12 heures, a condition de ramener I’échantillon a la température de la
picce et de bien le mélanger avant analyse' ">,

Contrdle de la qualité

Le contrdle de la qualité de I'analyse de la vitesse de sédimentation des éry-
throcytes, doit permettre d’évaluer ’exactitude et la précision de la méthode
d’analyse ainsi que de controler les facteurs de variabilité qui peuvent influen-
cer les résultats.

L’utilisation de solutions commerciales de controle est I'un des éléments du
controle de la qualité analytique de la vitesse de sédimentation. Cependant, le
protocole doit aussi établir une méthode de controle des éléments de variabi-
lité inhérents a cette analyse.

15.4.1 Controle avec solutions commerciales

I1 existe des solutions commerciales de controle pour I'analyse de la
vitesse de sédimentation des érythrocytes qui permettent de vérifier
de facon continuelle Pexactitude et la précision de la méthode
d’analyse, qu’elle soit manuelle ou automatisée.

Le protocole doit établir la fréquence d’utilisation des solutions
commerciales, le mode d’enregistrement des données, le suivi et
Panalyse des résultats.

15.4.2 Contrble des éléments de variabilité

De nombreux facteurs de variabilité peuvent influencer le résultat de
la vitesse de sédimentation. Ces facteurs d’influence devraient étre
documentés. Les éléments de variabilité qui suivent en font partie.

15.4.2.1 Facteurs reliés a ’échantillon sanguin

Contrairement aux facteurs d’influence internes, telles les
protéines plasmatiques et la pathologie érythrocytaire, les
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facteurs d’influence externes relatifs a I’échantillon sanguin
g
peuvent étre plus facilement controlés.

e La collecte de I’échantillon : la présence d’un petit cail-
lot ou d’hémolyse dans I’échantillon sanguin pourrait
invalider le résultat de la vitesse de sédimentation™*’;

b

e [’entreposage et la préparation: I’échantillon de sang
doit étre a la température de la picce (de 18 a 24 °C) et
mélangé jusqu’a ce qu’il soit parfaitement homogene,
avant de procéder a la sédimentation;

e [.e nombre de retournements successifs nécessaire au
mélange complet de I’échantillon devrait étre déterminé
et inscrit dans le protocolezz.

Note : Pour un tube standard de 10 2 12 mm x 75 mm
contenant 5 mL de sang et comprenant une bulle d’air
équivalente a au moins 20 % du volume du tube, au
moins 12 retournements successifs complets devraient
étre effectués™. Des tubes plus étroits peuvent nécessi-
ter plus de 12 retournements successifs complets pour
que le mélange de I’échantillon soit parfaitement homo-
génezz.

15.4.2.2 Facteurs environnementaux

La sédimentation s’effectue dans un tube calibré placé sur
un support vertical. Le technologiste médical doit connaitre
les regles d’utilisation pour une meilleure application du
controle de la qualité. Le support a sédimentation doit étre :

¢ De niveau et maintenir les tubes dans une position par-
faitement verticale;

e A I’abri de toute vibration;

e Dans un endroit ou la température est constante (de 18
a 24 °C), a I'abri du soleil, des courants d’air et éloigné
des équipements de chauffage ou de refroidissement™.

15.4.2.3 Facteurs techniques

La méthodologie liée aux facteurs techniques d’exécution de
I'analyse peut aussi influer le résultat et doit étre prise en
considération afin d’en assurer la qualité.

e La colonne de sang doit étre exempte de bulles d’air;

e 1.4 lecture de la sédimentation doit se faire 2 + 1 minute
de lintervalle recommandé %

e Lorsque la zone de séparation entre le plasma et les éry-
throcytes est diffuse, le point de lecture se situe a la plus
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grande densité de globules rouges®. Une note doit ac-
compagner ce résultat sur le rapport final.

15.4.3 Validation de I'exactitude des résultats

Le technologiste médical devrait vérifier la corrélation entre le résul-
tat de la sédimentation et™:

e Le résultat des parametres de la formule sanguine et le résultat
précédent de la vitesse de sédimentation, s’il est disponible;

e Les renseignements cliniques du client, s’ils sont disponibles;

e [a présence de substances interférentes, si cette information est
disponible - la prise de certains médicaments réduit la vitesse de
sédimentation (cinchophen, phenylbutazone, salicylate de so-
dium et thiosemicarbazone);

e Le frottis sanguin périphérique lorsque le résultat de la sédimen-
tation semble discordant.

La forme et le nombre des érythrocytes ont une influence sur la vi-
tesse de sédimentation™. Pour obtenir plus de détails a propos de
I'influence de la morphologie des érythrocytes sur la vitesse de sédi-
mentation, consulter 'annexe 3.

Note : La présence d’anémie peut augmenter la vitesse de sédimen-
tation et donc rendre I'analyse non concluante pour la détection ou
le suivi de certaines maladies. Il n’est pas suggéré de corriger le résul-
tat de la sédimentation en présence d’une anémie'’.

15.4.4 Validation de I'exactitude d’'une nouvelle technique ou
d’'un changement dans I’équipement

Pour valider ’exactitude de la méthode de sédimentation utilisée, soit
lors de la sélection d’une nouvelle technique ou lors d’un change-
ment dans le matériel utilisé, le laboratoire devrait effectuer une

étude comparative avec la méthode Westergren de référence (voir la
. 22
section 15.0).

15.5 Valeurs de référence

Les valeurs de référence de la vitesse de sédimentation devraient étre établies
localement par chaque laboratoire. Les valeurs de référence variant avec I'age
des individus et leur sexe, il est nécessaire d’établir des valeurs pour les fem-
mes, les hommes et les enfants.

Selon le NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards), il est
souhaitable d’établir des valeurs de référence pour les hommes et les femmes
pour chaque tranche de dix ans de la vie adulte™.
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15.6

Signification clinique

Examen non spécifique au niveau diagnostic, la vitesse de sédimentation re-
flete néanmoins la présence et le degré de gravité d’un processus pathologi-
que généralement infectieux ou inflaimmatoire. Cette analyse sert a différen-
cler certaines maladies, a suivre ’évolution d’un traitement ou d’une maladie.
(Voir I'annexe 3.)

16.0 Moelle osseuse

Une procédure écrite et détaillée du mode de prélevement, du traitement et de
'analyse des échantillons de moelle osseuse doit couvrir la technique d’aspiration de
moelle osseuse et la biopsie médullaire.

16.1

16.2

Matériel nécessaire au prélevement de moelle

Une liste descriptive du matériel nécessaire a la ponction de moelle et a la
biopsie médullaire doit étre disponible. Le technologiste médical doit connai-
tre le matériel utilisé.

Traitement du prélévement au chevet du client

Le technologiste médical préte assistance a ’hématologue au cours de la
ponction de moelle osseuse ou de la biopsie médullaire. Au préalable, il doit
recevoir une formation adéquate quant a la préparation et a la manipulation
des échantillons de moelle osseuse prélevés.

En plus des taches techniques de préparation des échantillons, le technolo-
giste médical sera attentif aux besoins du client durant I'intervention'’.

Dans le cas ou deux échantillons sont prélevés a deux sites différents, le
mode d’identification des lames et du spécimen doit permettre, sans équivo-
que, d’associer les frottis et les tissus respectifs.

16.2.1 Biopsie de moelle osseuse

I’échantillon de biopsie de moelle osseuse contient a la fois du tissus
d’os et de la moelle osseuse.

16.2.1.1 Confection des frottis - Empreintes

La confection de ce type de frottis a partir de ’échantillon
de biopsie de moelle osseuse s’effectue immédiatement sous
forme d’empreintes multiples sur une lame.

. . . N . , . .17
Au moins deux frottis devraient étre confectionnés ainsi .

O.P.TM.O.

44 Mai 2001



Hématologie

16.2.1.2 Traitement de ’échantillon de biopsie de moelle

Apres la prise des empreintes, échantillon de biopsie de
moelle osseuse est placé dans un contenant avec fixateur.

Le type de fixateur, la quantité a utiliser ainsi que la procé-
dure d’identification du spécimen doivent étre documentés
dans le manuel des techniques et des procédures.

16.2.2 Ponction de moelle osseuse

L’échantillon d’aspiration est une suspension de sang, de tissus grais-
seux et de cellules hématopoiétiques.

La présence de mégakaryocytes et la libération de thromboplastine
tissulaire accélerent le processus de coagulation du liquide
d’aspiration. La rapidité de traitement de I’échantillon est donc un
facteur important de la qualité des examens qui en découlent'’.

16.2.2.1 Traitement de I’échantillon de ponction

A Paide d’une seringue, ’hématologue préleve de 1 a 3 mL
de moelle osseuse.

Le traitement de I’échantillon doit étre fait le plus rapide-
ment possible a cause de la coagulation rapide de I'aspiration
de moelle osseuse. La dextérité du technologiste médical et
sa rapidité sont essentielles a Pobtention d’étalement de frot-
tis de qualité.

Parfois, une partie de ’échantillon est immédiatement trans-
férée dans un contenant avec anticoagulant ('EDTA est
préférable parce qu’il conserve lintégrité cellulaire des élé-
ments). Le choix du contenant et la quantité d’anticoagulant
doivent étre documentés.

16.2.2.2 Etalement direct du liquide d’aspiration

La confection des frottis de moelle osseuse a partir de la se-
ringue s’effectue immédiatement apres P'aspiration pour évi-
ter la coagulation de I’échantillon.

I existe différentes méthodes pour I’étalement direct du li-
quide d’aspiration (lame poussoir, particules écrasées, la-
melle sur lamelle, etc.). La ou les méthodes utilisées devront
étre décrites dans le manuel des techniques et des procédu-
res.

Les frottis devraient étre séchés le plus rapidement possible
pour éviter la formation d’artéfacts'’.
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16.2.2.3 Confection de frottis préparés a partir de particules
écrasées

La confection des frottis de moelle osseuse a partir de parti-
cules écrasées (squash preperation) est, de préférence, effectuée
au chevet du client. Dans les autres cas, les frottis peuvent
étre réalisés au laboratoire sur le spécimen anticoagulé avec
EDTA.

16.2.2.4 Autres analyses

Pour les ¢études de bactériologie, de cytogénétique,
d’immunologie fonctionnelle et d’immunophénotypage, le
technologiste médical doit connaitre les étapes de prépara-
tion de I’échantillon au chevet du client.

Les protocoles de conservation et d’envoi des spécimens
pour les analyses effectuées a 'extérieur doivent étre docu-
mentés dans le manuel des techniques et des procédures.

16.3 Traitement du spécimen de moelle osseuse au laboratoire

Le spécimen de moelle osseuse devrait étre traité dans un intervalle d’une
heure'” au laboratoire.

Les étapes ou les procédés suivants doivent ¢tre documentés :

e Confection de frottis préparés a partir de particules écrasées;
e Confection de frottis préparés a partir de la couche leucoplaquettaire (buf-

D coat);

e Préparations histologiques;

Coloration de routine adaptée a la moelle osseuse (voir la section 13.4);

Colorations cytochimiques (vozr la section 17.0).

16.4 Méthode d’examen des frottis de moelle osseuse

Un protocole d’examen et de standardisation de I'appréciation des éléments
cellulaires est recommandé (voir Ja section 13.5.2). Le technologiste médical
doit connaitre le protocole d’examen des frottis de moelle osseuse. Cet exa-
men comporte les étapes décrites ci-dessous™.

16.4.1 Examen macroscopique

Cette étape de 'examen permet d’évaluer la qualité du prélevement
de moelle osseuse en observant macroscopiquement la présence de
particules sur le frottis™.
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16.5

16.4.2 Examen microscopique a faible grossissement

Cette deuxieme étape permet de :

e [Fvaluer la richesse cellulaire de la moelle;
e Evaluer la présence et le nombre des mégacaryocytes;

e Rechercher les cellules anormales ou caractéristiques (ex. : ostéo-
clastes, amas de cellules néoplasiques, mastocytes etc.).

16.4.3 Examen microscopique a l'immersion

En dernier lieu, 'examen microscopique permet de :

e Déterminer le pourcentage de chaque lignée cellulaire, au moins
500 cellules devraient étre comptées pour obtenir un résultat re-
présentatif’’;

e Déterminer le rapport myéloide/érythroide (M/E);

e Décrire les anomalies cytologiques suggérant un trouble qualita-
tif.

Rapport préliminaire de I’examen de la moelle osseuse

La responsabilité du rapport final de 'examen de la moelle osseuse incombe
a ’hématologue. 1l est souhaitable d’établir une terminologie ou une nomen-
clature uniforme pour la rédaction du rapport préliminaire qui sera envoyé a
I’hématologue.

Ce rapport devrait contenir les éléments suivants™:

Nom, prénom, numéro d’identification du client;

Nom du médecin;

Date du prélevement;

Site de la ponction;

Facilité ou difficulté de la ponction;

Description du mode de confection des frottis (étalement direct, em-
preintes, etc.);

Appréciation de la richesse cellulaire de la moelle;

Pourcentage de chaque type cellulaire ;

Rapport myéloide/érythroide (M/E);

Description de la maturation et des anomalies morphologiques;
Bilan des réserves de fer;

Résultats de colorations cytochimiques, lorsqu’elles sont demandées.
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17.0 Colorations cytochimiques

Les colorations cytochimiques s’effectuent le plus souvent, soit sur un frottis sanguin
périphérique, soit sur un frottis de moelle osseuse, selon la technique et les éléments
que on cherche a mettre en évidence.

Les colorations cytochimiques servent a orienter ou a confirmer un diagnostic spéci-
fique et différentiel de maladies hématologiques, telles les leucémies, les anémies, etc.

17.1

17.2

17.3

17.4

Considérations techniques

Les procédures et les modes opératoires de chacune des techniques de colo-
rations cytochimiques devront étre décrits dans le manuel des techniques et
des procédures. (Voir la section 8.2.)

Réactifs

La plupart des substrats de coloration sont sensibles aux variations du pH, de
la température et de la lumiere. Un changement dans 'un de ces facteurs peut
causer un résultat faussement positif ou faussement négatif'’.

Certains réactifs de colorations cytochimiques sont cancérigenes. Ces réactifs
doivent étre identifiés et les précautions inhérentes a leur manipulation décri-
tes dans les procédures opératoires de la technique.

Pour l'identification, la préparation et les conditions de conservation des ré-
actifs de coloration, respecter les conditions décrites précédemment dans la
section sur les réactifs. (Voir la section 10.0.)

Lames témoins

Pour les colorations cytochimiques, le technologiste médical doit respecter
les points suivants :

e Inclure un témoin positif et un témoin négatif dans chaque coloration cy-
tochimique;

e Conserver une collection de lames témoins colorées mettant en évidence
les éléments recherchés lors de la coloration cytochimique. Ces lames
peuvent servir a évaluer la qualité de la coloration.

Interprétation et résultats

Les réactions résultant de la coloration seront décrites dans le manuel des
techniques et des procédures. De plus, une échelle de gradation doit étre éta-
blie, lorsque pertinente, afin de permettre une standardisation de
I'interprétation des réactions. Cette étape fera partie de I'interprétation du ré-
sultat.

Le processus de standardisation couvrira aussi les résultats attendus des
controles témoins positif et négatif.
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Un tableau qui définit la corrélation entre le résultat de la coloration et I’état
clinique du patient devrait étre disponible au laboratoire.

18.0 Liquides biologiques

L’examen des liquides biologiques : céphalorachidien, synovial, séreux (pleural, péri-
tonéal, péricardique), etc., pourrait a lui seul faire 'objet de régles normatives. Cette
section couvre de facon minimale examen hématologique de ces liquides et les ¢lé-
ments a considérer pour en assurer la qualité.

L’examen d’un liquide biologique, indépendamment de son origine, permet de détec-
ter ou de faire le suivi d’un état infectieux, inflammatoire, hémorragique ou malin.

18.1

18.2

Prélevement

Les liquides biologiques sont des spécimens uniques, parfois difficiles a obte-
nir. Il ne faut pas rejeter un liquide biologique coagulé, méme si la numéra-
tion cellulaire est inexacte, 'examen microscopique pourra fournir des ren-
seignements trés utiles. Un commentaire a ce propos doit accompagner le
résultat™,

18.1.1 Liquide céphalorachidien (LCR)

Le LCR est prélevé dans 3 a 4 tubes stériles numérotés de facon sé-
quentielle selon I'ordre de prélevement. Le troisieme tube prélevé est
utilisé pour 'examen hématologique, parce qu’il est moins suscepti-
ble d’étre contaminé par les éléments cellulaires issus du traumatisme
de la ponction'™*.

Note : Les criteres de distinction entre un LCR hémorragique causé
par une ponction traumatique et wune hémorragie sous-
arachnoidienne doivent étre décrits dans le cahier des techniques et
des procédures.

18.1.2 Liquide synovial et liquide séreux

Pour I'examen hématologique de ces liquides, I’échantillon est préle-
vé dans un tube contenant, de préférence, 'anticoagulant EDTA.

Identification de I’échantillon

L’échantillon doit porter une double identification tel que décrit précédem-
ment (voir la section 6.4). De plus, les renseignements sur le type de liquide,
I’heure et la date du prélevement doivent se retrouver sur Iéchantillon et/ou
le formulaire.

Note : Avant de rejeter un liquide biologique, toutes les démarches doivent
étre entreprises pour obtenir les renseignements pertinents manquants.
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18.3

18.4

Délais de conservation des échantillons de liquides bio-
logiques

Idéalement, les liquides biologiques devraient étre analysés le plus rapidement
possible afin de préserver I'intégrité cellulaire maximale. Si un délai est inévi-
table, ’échantillon doit étre conservé a 4 "C.

18.3.1 Liquide céphalorachidien (LCR)

e Effectuer I'analyse du LCR le plus rapidement possible, idéale-
ment, dans les instants qui suivent le prélevement. Ceci tant pour
I'urgence du résultat que pour la détérioration rapide de la qualité
du spécimen. Si un délai est inévitable, ’échantillon de LCR doit
étre conservé a 4 'C .

Note : Apres deux heures de conservation a la température de la

picce, les leucocytes s’abaissent de 40 %' . Aprés deux heures de
conservation a 4 'C, les leucocytes s’abaissent de 15 %'

18.3.2 Autres liquides

e [lanalyse hématologique des liquides biologiques devrait
s’effectuer moins d’une heure apres le prélevement'”. Le spéci-
men devrait étre réfrigéré si Panalyse est retardée™.

Considérations techniques

Le laboratoire doit avoir une procédure et un mode opératoire détaillés (vozr
la section 8.2) de chacune des étapes suivantes pour chaque type de liquide bio-
logique.

18.4.1 Examen macroscopique du liquide

La description des différents aspects macroscopiques de chaque type
de liquide biologique doit étre documentée et la nomenclature stan-
dardisée.

18.4.2 Numération des éléments cellulaires

La numération des ¢éléments cellulaires d’un liquide biologique de-
vrait se faire a 'aide d’un hématimetre.

Le mode opératoire de la méthode de numération cellulaire doit pré-
ciser §’il y a dilution ou non de I’échantillon et prévoir un guide du
taux de dilution pour les liquides hypercellulaires*.

Note : Il n’est pas conseillé d’effectuer la numération des éléments
cellulaires sur des compteurs électroniques, parce que des particules,
présentes dans les liquides, peuvent étre comptées par 'analyseur et
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fausser les résultats. Toutefois, si cette méthode est utilisée, 'ordre
de grandeur cellulaire doit étre validé a ’hématimeétre.

18.4.3 Confection des frottis

Le mode opératoire de la confection des frottis d’un liquide biologi-
que doit étre standardisé de fagon a obtenir une couche unicellulaire
sur le frottis.

Un frottis dont la concentration cellulaire est trop élevée nuit a
l'identification des cellules.

Note : Une lame a 5 gouttes peut servir de lame témoin.

18.4.4 Réactifs

Pour T'identification, la préparation et les conditions de conservation
des réactifs, respecter les conditions décrites précédemment dans la
section traitant des réactifs. (Vozr la section 10.0.)

Pour vérifier la qualité des réactifs, une lame témoin sans spécimen
q 5

permet de distinguer entre une contamination du réactif et la pré-

sence réelle de bactéries dans le liquide.

18.4.5 Examen microscopique du frottis

Un protocole de standardisation doit détailler: la méthode
d’observation du frottis, 'identification et la quantification des élé-
ments cellulaires. (Voir la section 13.5.)

La morphologie des éléments cellulaires des liquides biologiques
étant particuliere, il est recommandé d’avoir des lames de collection
pour 'identification et I'interprétation de ces éléments.

18.4.6 Rédaction du rapport

Il est souhaitable d’établir une terminologie uniforme pour la des-
cription des éléments faisant partie du rapport ainsi que pour la no-
menclature a utiliser pour les mentionner.

18.5 Contrble de la qualité de I'examen des liquides biologi-

ques

Plusieurs étapes de 'examen des liquides biologiques demandent jugement et
interprétation de la part du technologiste médical. Un processus de formation
continue, en cours de pratique, des technologistes médicaux est souhaitable.

Un protocole standardisé de toutes les étapes de 'analyse des liquides biolo-
giques, décrites dans les considérations techniques précédentes, doit unifor-
miser les manipulations et l'interprétation de cet examen.
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18.6 Signification clinique

I est souhaitable qu'un tableau, disponible pour le personnel, représente les
liens entre 'aspect du liquide, les éléments cellulaires observés et les principa-
les significations cliniques qui y sont associées™.

19.0 Transmission des résultats

Compétence et jugement vont de pair lorsqu’il s’agit de veiller a ce que le résultat
analytique transmis reflete I’état clinique du client dont provient le spécimen et, de
plus, a ce que ce résultat soit communiqué dans un délai et selon un mode de trans-
mission approprié.

19.1 Vérification de la validité du résultat

Avant d’émettre un résultat, le technologiste médical devrait :

o Vérifier si les résultats du controle de qualité respectent les écarts établis;

e Valider un résultat situé en dehors des valeurs de référence ou qui atteint
les valeurs critiques;

e Vérifier, lorsque disponible, la corrélation entre le résultat et les rensei-
gnements cliniques, le diagnostic et le traitement du client;

o Sassurer, le cas échéant, de la corrélation entre le résultat et les autres
examens de laboratoire;

e Valider un résultat peu plausible et en rechercher la cause (erreurs pré-
analytiques : non-respect du volume anticoagulant/sang, hémolyse,
contamination par un soluté, transport ou conservation inadéquats, etc.).

Note : Le technologiste médical doit dans tous ces cas faire le suivi appro-
prié, selon les protocoles établis, et réagir dans l'intérét véritable du client.
Cela signifie, entre autres, que les demandes urgentes sont traitées en priorité.

19.1.1 Validation automatique

Une validation semi-automatique requiert que le technologiste médi-
cal vérifie et valide chaque résultat avant de le transmettre. Dans un
processus de validation automatique, les résultats « normaux » sont
validés de facon électronique uniquement, c’est-a-dire que, s’ils sont
a lintérieur des parameétres préétablis, ils sont transmis sans autre in-
tervention.

Un suivi continuel du controle de qualité est essentiel lorsque la vali-
dation des résultats « normaux » est uniquement électronique. Des
étapes de sécurité devraient étre incluses dans le protocole d’analyse,
par exemple :

e La validation d'un méme échantillon ne peut étre effectuée au-
tomatiquement au cours de la méme journée;
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19.2

19.3

19.4

19.5

o Le «delta check » du résultat du client sera intégré au controle de
la qualité lorsque le systeme informatique le permettra.

Protocole des valeurs paniques

En plus des valeurs de référence, qui doivent ¢tre établies pour chacune des
analyses effectuées, le laboratoire doit définir des valeurs paniques, qui indi-
quent une détérioration ou un état clinique dangereux pour la vie du client.

Une fois ces valeurs déterminées, un protocole détaillé des mesures a prendre
doit étre établi. I doit tenir compte de la vérification de la validité du résultat
et du mode de transmission du rapport a la personne appropriée.

Le processus doit permettre d’enregistrer, de dater et de parapher les démar-
ches effectuées jusqu’a la transmission finale du résultat au médecin ou au
professionnel de la santé assurant le suivi médical du client.

Mode de transmission des résultats

Plusieurs lois et reglements régissent la transmission des résultats. Mention-
nons ceux relatifs a ’accessibilité de 'information et a la confidentialité des
renseignements. Pour cette raison, un protocole de transmission des résultats
devrait étre établi par le laboratoire.

Le technologiste médical est un professionnel qui doit mettre en application
les protocoles en respectant son Code de déontologiem ainsi que les lois et les
reglements régissant sa profession.

Conservation des résultats

Le technologiste médical doit conserver les documents selon les politiques
établies et les lois en vigueur. (Voir l'annexe 5.)

Protocole de correction d’erreurs sur les rapports

Un protocole de correction d’erreurs sur les rapports doit étre suivi par le
technologiste médical lorsqu’une erreur dans un résultat transmis est consta-
tée. Ce protocole doit prévoir toutes les étapes nécessaires a la correction fi-
nale au dossier du client.

Les erreurs ne doivent, en aucune facon, étre effacées ou cachées. La correc-
tion doit étre clairement indiquée a coté de lerreur (raturée, mais encore lisi-
ble), puis datée et paraphée. Si un nouveau rapport est rédigé, une note doit
étre inscrite sur le premier rapport mentionnant la correction; cette note doit
étre datée et paraphée™™.
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20.0 Gestion de I'information

20.1

20.2

20.3

Mécanisme d’information du personnel

Un mécanisme formel d’information doit étre mis en place afin que toute
mise a jour de techniques ou de politiques soit diffusée au personnel concer-
né.

I1 est du devoir du technologiste médical de s’informer et de lire les mises a

jour.

Les différents manuels de laboratoire (voir la section 8.0) doivent étre facile-
ment accessibles au personnel.

Systéme informatique

Lorsque la collecte, 'enregistrement et la conservation des données des exa-
mens s’effectuent dans un systeme informatique, le laboratoire devrait établir
et mettre en place des procédures pour™ :

e Assurer la formation adéquate du personnel en ce qui a trait au systeme
informatique;
e Attribuer un code d’acces unique a chaque technologiste médical;

e Fournir un répertoire écrit des procédures et des codes informatiques né-
cessaires a la saisie des données (voir la section 8.4);

e Protéger 'intégrité de toutes les données enregistrées;

e Assurer entretien adéquat du matériel informatique.

Conservation des documents et des dossiers de labora-
toire

Dans les laboratoires de biologie médicale, un calendrier de conservation doit
déterminer les périodes de conservation des documents et des dossiers de la-
boratoire. Ce calendrier doit respecter les lois et réglements en vigueur.

Vous trouverez, a annexe 5, un relevé des délais de conservation recom-
mandés par différents organismes.
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Annexe 1

Numération des réticulocytes
DISQUE DE MILLER

Le disque de Miller est un disque calibré que 'on place dans 'un des oculaires du micros-
cope. L'utilisation du disque de Miller aide a la numération des réticulocytes en diminuant la
surface de décompte des érythrocytes'.

Le disque de Miller comprend deux carrés. Le carré B mesure 1/9 de la surface du carré A et
peut étre placé au centre ou dans un coin du carré A.

Dans une zone adéquate du frottis, compter jusqu’a 500 érythrocytes dans le petit carré B et
les réticulocytes dans le grand carré A. Un réticulocyte du carré B est compté a la fois
comme réticulocyte et comme globule rouge. En principe, étant donné que le carré B équi-
vaut a un neuviéme du carré A, on retrouve le nombre de réticulocyte par rapport a 4 500
érythrocytes. Le calcul suivant permet d’exprimer les réticulocytes en pourcentage':

Nombre de réticulocytes dans le carré A x 100

Réticulocytes (%) =
Nombre d’érythrocytes dans le carré B x 9

NOTE : Si un disque de Miller est utilisé pour la numération microscopique des ré-
ticulocytes, la loi des deux cotés doit étre respectée (ne pas compter un globule rouge
qui touche au coté inférieur ou au coté droit du carré B). Ceci entrainerait un biais si-
gnificatif entre la numération avec et sans disque de Miller".
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Annexe 2

Analyseurs cellulaires

Sources possibles d’erreurs analytiques

PARAMETRE | ERREUR MECANISME CAUSES POSSIBLES
ANALYTIQUE
Numération Pseudo- Autres cellules ou Augmentation importante des leucocytes
des augmentation particules Augmentation importante des plaquettes ou
érythrocytes comptées plaquettes géantes
Cryofibrinogene
Cryoglobuline
Pscudo-diminution | Agrégats comptés Agglutinines froides
comme cellule Agglutinations causées par TEDTA
unique
Erythrocytes VGM < 50 fL
mi?rocytaires ou Patients avec bralures graves
lysés (r}e sont pas Hémolyse in vitro
comptés)
Numération Pseudo-leucocytose | Précipitant anor- Cryoprotéinémie
des leucocytes mal Paraprotéinémie

Filaments de fibrine

Erythro?ytes Hémoglobinopathies variées

non lysés - .
Agglutinines froides

Anomalies Plaquettes en amas ou géantes

plaquettaires Agrégation plaquettaire due a 'TEDTA

Présence Présence d’érythroblastes

b M M . .

d 1nclu51on§ Intra Parasites de la malaria

érythrocytaires

« Carry over» Leucocytose  importante  du  spécimen
précédant

Pseudo-leucopénie

Lyse des leucocytes

Artéfact da a la conservation du spécimen

due a une fragilité Leucémie

augmentée Urémie
Immunosuppression

Agrégats de leuco- Agrégats due 2a PTEDTA

cytes comptés
comme
une cellule

Agrégats reliés a la présence d’anticorps ou de
mucopolysaccharides

Agglutinines froides

Hémoglobine | Pseudo- Turbidité Hyperlipidémie
augmentation Leucocytose importante
Hémoglobinopathie
Hyperbilirubinémie
Cryoglobulinémie
Paraprotéinémie
Interférence a 540 Carboxyhémoglobine
nm
Hémoglobine | Pscudo-diminution | Interférence a 540 Sulfhémoglobine

nm
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PARAMETRE | ERREUR MECANISME CAUSES POSSIBLES
ANALYTIQUE
VGM Pseudo- Leucoc’ytes sont | 4 Augmentation importante des leucocytes
. comptés et
augmentation ,
mesurés avec les
érythrocytes
Agrégats e  Agglutinines froides
érythrocytaires e Agglutinations reliées a PTEDTA
Gonflement des e Artéfact de conservation
¢rythrocytes e Fitats hyperosmolaires : hyperglycémie et
hypernatrémie
Pseudo-diminution értéfact relié ’%1 e  Hrythrocytes hypochromiques
Pinstrumentation
Particules ou auttres| o Plaquettes géantes
cellules comptées | o Cryoglobulinémie
e  Cryofibrinogénémie
Hématocrite Pseudo. iﬁ%ﬂiﬁ?gﬁ% - . [’{ugmentation imPortante des leucocytes.
technique augmentation *  Brathyperosmolaire
automatisé e Agglutination des érythrocytes
Augmentation e Cryoglobuline
z’tmﬁcleﬂe des e  Cryofibrinogene
érythrocytes e Plaquettes géantes
C . Diminution artifi- | e Etat hypoosmolaire
Pseudo-diminution cielle du VGM
Diminution artifi- | e Hémolyse in vitro
(/316116 des e Frythrocytes microcytaires
érythrocytes e Agglutinines froides
CGMH Pseudo. Hémoglobine . j}gglutinines froides
augmentation fauss,ement é.levée e  Ftat hypoosmolaire
ou hématoctite e  Hémolyse intravasculaire ou in vitro
faussement abaissé | o Hyperlipidémie
Pscudo-diminution | Hémoglobine ou | ¢ Etat hyperosmolaire
VGM faussement
abaissé ou hémato-
crite faussement
élevé
Numération Pseudo. A;rttriz:lsJl Zzllcu;ii o—u . Iélcllglsions }ie.llulaires 1(cc?rps de Howell-Jolly,
plaquettaire augmentation P P ¢ Fappenneimer, maiaria, ctc. .
tees comme e  TFragments leucocytaires ou érythrocytaires
plaquettes e  Extréme microcytose
Pseudo.diminution Anomalie.s . Agrégation plaquettaire, satellitisme plaquet-
plaquettaires taire
e  Plaquettes géantes
e  Spécimen partiellement coagulé

SOURCES : BAIN, Barbara J. Blood Cells Practical Guide, Second Edition, London (Great Britain), Blackwell Science, 1995.
BICK, Rodger L. et al.. Hematology, Clinical and 1aboratory Practice,, Mosby, 1993.
BRIGDEN, Malcolm L., Bakul I. DALAL. «Cell counter Related Abnormalities”, Laboratory Medicine, volume 30,

no 5, 1999.

CORNBLEET, Joanne. «Spurious Results from Automated Hematology Cell Counters», Laboratory Medicine,
volume 14, 509-514, 1983.
LEHMANN, Craig A. Saunders manuel of clinical laboratory science, Philadelphia, W.B.Saunders Company, 1998.

O.P.TM.O.

57

Mai 2001



Hématologie

Annexe 3

Vitesse de sédimentation dans certains états cliniques

ETATS CLINIQUES COMMENTAIRES

SEDIMENTATION AUGMENTEE

Processus inflammatoire Associé a Paugmentation, dans le plasma,
de certaines protéines, en particulier le fi-

brinogene et les globulines a et .

Infections aigués et chroniques
Fiévre rthumatismale

Infarctus du myocarde

Néphrose

Tuberculose

Myélome multiple
Macroglobulinémie de Waldenstrom
Endocardite infectieuse subaigué
Hépatite

Menstruation

Grossesse Apres le troisieme mois de grossesse

SEDIMENTATION NORMALE
Sphérocytes S’il y a une quantité importante dans le
sang périphérique

Drépanocytes S’il y a une quantité importante dans le
sang périphérique

Hémoglobinose C
Sphérocytose héréditaire

Polyglobulie

Extrait de : LOTSPEICH-STEININGER, Cheryl A. Clinical Hematology, Principles, Proce-
dures, Correlations, Second Edition, Philadelphia, J.B.Lippincott Co., 1998
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Annexe 4

ALGORITHME DE BULL OU MOYENNE FLOTTANTE PONDEREE OU )_(B

L’algorithme de Bull est une formule statistique basée sur l'utilisation des résultats des pa-
tients qui, par le suivi des moyennes des indices érythrocytaires, permet de mettre en évi-
dence des erreurs systémiques et de vérifier 'exactitude des résultats.

Cette formule statistique est basée sur les faits suivants : sur une population de 100 patients,
le coefficient de variation de la moyenne des indices érythrocytaires est d’environ 1 %, peu
importe la nationalité ou le sexe des patients. Ces indices demeurent stables durant la plupart
des maladies, mis a part les cas d’anémies microcytaires ou macrocytaires. Les indices sont
insensibles aux erreurs de manipulation ou de dilution du spécimen (exemple : mélange ou
quantité sang/anticoagulant inadéquate).

Généralement calculées par le logiciel de 'appareil, les moyennes sont vérifiées a chaque 20
patients. Ensuite, lorsque le calcul de la moyenne flottante pondérée des indices des 20 der-
niers spécimens analysés se situe en dehors du = 3 %, (excluant les clienteles pédiatriques et
de 'oncologie) pour 2 séries consécutives et pour deux parametres, des mesures doivent étre
adoptées pour déterminer le probléme et apporter les mesures correctrices qui s'imposent.

Le tableau qui suit présente quelques exemples de problémes récurrents'" .

Moyenne flottante pondérée des indices | Problemes possibles
érythrocytaires (variations systématiques)

CGMH augmentée et TGMH augmentée Hémoglobine = variation a la hausse

Erythrocytes = variation a la baisse

CGMH diminuée et TGMH diminuée Hémoglobine =variation a la baisse

Erythrocytes = variation 4 la hausse

VGM augmenté et CGMH diminuée Hématocrite : variation a la hausse
VGM diminué et CGMH augmenté Hématocrite : variation a la baisse
VGM diminué et TGMH diminué Erythrocytes : variation a la hausse
VGM augmenté et TGMH augmenté Erythrocytes : variation a la baisse

La démarche suivante peut permettre d’évaluer le probleme et d’apporter les mesures correc-
trices appropriées'” :

e Vérifier la clientele des 20 derniers spécimens;

e Vérifier le calibrage et la précision de I'appareil avec des solutions de controle;
e Procéder a une inspection visuelle de 'appareil;

e Apporter les correctifs nécessaires;

e Reprendre 'analyse des échantillons visés par I'alarme de la moyenne flottante pon-
dérée.
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Annexe 5

RELEVE DES DELAIS MINIMAUX DE CONSERVATION DES DOCUMENTS,
LAMES ET ECHANTILLONS, TELS QUE RECOMMANDES PAR

DIFFERENTS ORGANISMES

Attention : Les délais de conservation prévus aux colonnes OPTMQ) et LPSP constituent la
réglementation en vigueur. Les références des trois autres colonnes sont présentées uni-
quement a titre d’information.

OPTMQ' |LPSP" CJMT m CAP" |scmTV
C-26, 1.175 | P-35,x.1

ECHANTILLONS

Sérums 48 heures

Liquides biologiques, LCR 30 jours 48 heures

Echantillon avec EDTA 3 jours

Echantillon avec citrate 1 journée

LAMES

Frottis sanguins 7 jours

Frottis sanguins anormaux, 3 mois

anomalies courantes

Frottis sanguins anormaux, 20 ans

tels que désignés par le

pathologiste

Lames de moelle osseuse 10 ans 10 ans

DOCUMENTS

Ordonnances et rapports | 5 40« 2 ans 2 ans

d’examen (anatomo-

pathologie :
10 ans)

Résultats d’analyses 5ans 2 ans 3 ans
(non reliés a
des transfu-
sions)

Résultats de moelle osseuse | 5 o 10 ans
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OPTMQ' |LPSP" |[CJMT™ CAPY |scMTVY
C-26,r.175 |P-35.1

Dossiers coptfzr.lant la si- 10 ans 10 ans 10 ans
gnature, les initiales et le (Banque de
code d’identification du sang)

personnel

Feuilles de travail (pour 5 ans
analyses diagnostiques
spécialisées)

DOCUMENTS ET DOSSIERS D’ASSURANCE QUALITE

Dossiers des contrdles de

o 2 ans 5 ans
qualité
Dossiers de controle de 2 ans Selon la
qualité de 'équipement durée de vie
plus 1 an
Révision des techniques DU.I'QC. de la Indéfiniment
technique
: ; . Durée de vie
Dossier d’entretien de 2 ans

de

I’équipement .
I’équipement

" OPTMQ : Réglement sur la tenue des dossiers des technologistes médicanx, R.R.Q.,c. C-26, r.175. *

"LPSP : Réglement d’application de la loi sur la protection de la santé publigne, RR.Q.,
c. P-35, .1, art. 138. Note : Ce réglement ne s’applique pas aux laboratoires de bio-
logie médicale du secteur public.

M CIMT : WOODWARD, John F. Service de laboratoire régional de Fraser Valley.
« Conservation des dossiers de laboratoire », Canadian Journal of Medical Technology,
volume 53, 1991, p. 119-121.

Y CAP : College of American Pathologists. (1998)

v SCMT’99 : Société canadienne de médecine transfusionnelle, 1999.

* Dans le Réglement sur la tenue des dossiers des technologistes médicanx, le technologiste médical qui
exerce dans le secteur public, et qui peut faire inscrire ou inscrire des données relatives au
client dans le dossier de I’établissement, n’est pas tenu de se conformer aux délais de
conservation de 5 ans. Il doit cependant respecter les délais de conservation prévus au ca-
lendrier de conservation de I’établissement.
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Annexe 6

ELEMENTS CONNUS OU POTENTIELS D’INTERFERENCES DANS LA
NUMERATION AUTOMATISEE DES RETICULOCYTES

L’exactitude de la numération des réticulocytes peut étre altérée par la présence
d’éléments qui interférent a un niveau du processus analytique de I'analyseur utilisé.

Eléments

cellulaires

Inclusions

cellulaires

Divers

Agrégation plaquettaire

Corps de Howell-Jolly

Autofluorescence avec
porphyrie et certains
médicaments

Ponctuations basophiles

Corps de Heinz

Erythrocytes anormaux

Leucocytes et fragments
de leucocytes

Corps de Pappenheimer

Paraprotéines

Erythroblastes

Parasites
(malaria, babesia)

Agglutinines froides

Hémolyse

Ce tableau est tir¢ du NCCLS H44-A, 1997. (Référence n® 13 de ce document)
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Annexe 7

Microscope

Ajustement de I’éclairage de Kohler

L’ajustement de Kohler assure un éclairage total et uniforme du champ microscopi-
que5 > et donne une image claire et précise de 'objet observé.

Etapes d’ajustement de Péclairage de Kohler

1.

10.

17-55

Allumer le systeme d’éclairage et régler I'intensité de la source lumineuse a 'aide
du rhéostat;

Mettre 'objectif a 10 X, placer la lame sur la platine et ajuster 'image en utilisant
les boutons de mise au point (mécanisme a crémaillére et vis micrométrique);

Fermer le diaphragme iris du condensateur et monter le condensateur a sa posi-
tion maximale;

Fermer le diaphragme de champ;

Abaisser la hauteur du condensateur jusqu’a ce que I'image soit bien contrastée et
détaillée;

Effectuer la mise au point précise de I'image a I'aide des boutons de mise au
point;

Déplacer le condensateur a I'aide des vis de centrage du condensateur jusqu’a
I'alignement de I'axe optique et de 'objectif (si cela s’applique au mod¢le de mi-
croscope);

Ouvrir le diaphragme de champ pour que le faisceau lumineux éclaire compléte-
ment le champ microscopique;

Enlever un oculaire, ajuster ouverture du diaphragme du condensateur jusqu’a
ce que le faisceau lumineux éclaire approximativement 75 % du champ. Remettre
I'oculaire.

Vous avez effectué 'ajustement de I’éclairage de Kohler. Par la suite, pour ajuster
I'intensité de la lumiere, utiliser seulement le bouton de réglage du transforma-
teur.
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