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RBC Advanced : Quels seuils pour quelles anomalies ?

Evaluation of blood cell morphology with the RBC Advanced Application:  
Which cut-offs are most needed for which specific abnormalities?

Rhita Bennis1

Francois Mullier2

Pascale Saussoy1

1 Laboratory of Haematology, 
Université Catholique de Louvain, 
10 avenue de Hippocrate, 
Bruxelles 1200, Belgique
2 Laboratoire d’hématologie, CHU 
UCL Namur, Université Catholique 
de Louvain, Belgique

Résumé. La reconnaissance des anomalies morphologiques érythrocy-
taires est un élément clé et parfois méconnu, pouvant orienter le diagnostic 
étiologique des anémies. Le but de cet article est d’évaluer la performance 
clinique des différents seuils de détection étudiés par notre laboratoire 
à l’aide du module CellaVision® RBC Advanced, après reclassification 
manuelle par des opérateurs expérimentés, en les comparant aux recom-
mandations émises par l’ICSH (International Council for Standardization 
in Haematology). Nous avons établi arbitrairement des seuils à 1 % pour 
les anomalies « critiques » (dacryocytes, cellules cibles, schizocytes et sphé-
rocytes) sauf pour les drépanocytes (seuil fixé à 0,01  %). Nos données 
montrent une excellente sensibilité de 100 % pour les cut-offs définis par 
l’étude pour les dacryocytes et les drépanocytes, mais une faible spécifi-
cité pour la détection des pathologies cliniques associées en comparaison 
avec les seuils de l’ICSH, allant de 4 % pour les dacryocytes (détection de 
myélofibrose), 26 % pour les cellules cibles (détection de carence martiale), 
jusqu’à 55 % pour les schizocytes (présence d’anémie hémolytique). Nos 
résultats montrent une meilleure spécificité des seuils établis par l’ICSH 
comparativement aux seuils étudiés pour la détection des pathologies d’in-
térêt, suggérant une meilleure pertinence clinique des résultats rendus.

Mots-clés  : anomalies morphologiques érythrocytaires, module RBC 
Advanced, Biologie clinique, Cellavision DM9600, gradation, morphologie 
des globules rouges, hématologie, standardisation

Abstract. The detection of erythrocyte morphological abnormalities is a 
valuable and sometimes overlooked element in the diagnostic management 
of anemias. The aim of this article is to evaluate the clinical performance 
of the different detection thresholds tested by our laboratory using the 
Cellavision RBC Advanced module, after manual reclassification by an 
experienced operator, and comparing them to the guidelines by the ICSH 
(International Council for Standardization in Haematology). We arbitra-
rily set thresholds at 1% for “critical” abnormalities (tear drop cells, target 
cells, schizocytes and spherocytes) except for sickle cells (threshold set at 
0.01%). Our data show excellent sensitivity of 100% for the cut-offs defined 
by the investigation for tear drop cells and sickle cells, but low specificity 
for detection of associated clinical pathology compared with ICSH cut-
offs, varying from 4% for teardrop cells (detection of myelofibrosis), 26% 
for target cells (detection of martial deficiency) to 55% for schizyocytes 
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Introduction et objectifs

Les méthodes de description et de gradation des anom-
alies de la morphologie érythrocytaire (RBC-M) ont 
longtemps été peu standardisées entre les différents 
laboratoires. Selon les différentes sources, les seuils 
retenus pour classifier les différentes fractions comme 
normales, modérées ou sévères peuvent varier. Nous 
pouvons relever l’exemple des ovalocytes comme légers 
(2-5 %), modérés (6-15 %) and marqués (> 16 %) alors 
que d’autres références indiquent un seuil d’anomalie 
(+) > 5 %, (++) > 10 %, (+++) > 25 %, (++++) > 50 % 
[2]. C’est pourquoi le comité international de standard-
isation en hématologie, l’ICSH, a fourni un effort de 
consensus ayant permis la rédaction de recomman-
dations internationales [3] : «  ICSH recommendations 
for the standardization of nomenclature and grading of 
peripheral blood cell morphology ».
Le manque de standardisation inter- ou intra-labora-
toires peut entraîner des confusions chez le clinicien 
mais aussi pour le suivi des différentes anomalies, 
ayant potentiellement un impact clinique. Certaines 
des anomalies des globules rouges (tableau 1) sont en 
effet spécifiques à des désordres pathologiques (dacry-
ocytes ou « tear drop cells » associés à la myélofibrose, 
corps de Jolly en présence de splénectomie ou asplénie 
fonctionnelle, drépanocytes en cas de drépanocy-
tose…). Peu d’articles se sont intéressés à l’évaluation 
interne au sein des laboratoires des seuils de détection 

et de classification des différentes anomalies des glob-
ules rouges, sauf pour les schizocytes. Parmi eux, nous 
pouvons citer l’article de M. Criel et al. où les auteurs 
ont comparé les performances du RBC Advanced soft-
ware® sur le CellaVision® DM96 pour la détection des 
anomalies des globules rouges.
Notre article s’intéresse à l’évaluation clinique de dif-
férents seuils testés en routine pour la détection des 
anomalies morphologiques critiques suivantes (les 
dacryocytes, les cellules cibles, les schizocytes, les sphéro-
cytes, et les drépanocytes) pour détecter respectivement 
les pathologies hématologiques suivantes (la myélofi-
brose, la thalassémie ou les carences martiales sévères, 
les anémies hémolytiques, la sphérocytose héréditaire, et 
la drépanocytose). Grâce à l’automatisation de l’anal-
yse morphologique érythrocytaire proposée par l’outil 
RBC Advanced Sysmex®, notre but est de standardiser 
les résultats inter-utilisateurs de la classification des 
globules rouges et d’évaluer la pertinence clinique des 
différents seuils testés. Comme le rappelle les recom-
mandations du groupe francophone d’hématologie 
cellulaire (GHFC), l’examen du frottis sanguin reste 
indispensable lorsque les données fournies par les anal-
yseurs automatisés réalisant les hémogrammes présen-
tent des données qualitativement ou quantitativement 
anormales, et ce, malgré leur perfectionnement au fil 
des dernières années [4]. Par exemple, pour le comptage 
des schizocytes, pendant de nombreuses années, les 
résultats variaient fortement selon les laboratoires, avec 

(presence of hemolytic anemia). Our results show a better specificity of the 
thresholds established by ICSH than our studied thresholds for the detec-
tion of the pathologies of concern, suggesting a better clinical relevance.

Key words: erythrocyte morphological abnormalities, Advanced RBC 
Application, clinical Biology, Cellavision DM9600, grading system, red 
blood cell morphology, haematology, standardization

Tableau 1. Définitions des principales anomalies des globules rouges.

Dacryocytes  
(tear drop cells)

Globules rouges en forme de larmes. On les retrouve de manière pathologique en cas de myélofibrose,  
de thalassémie ou d’hématopoïèse extra-médullaire.

Cellules cibles
(target cells)

Érythrocyte rond avec coloration rouge centrale, dense en hémoglobine, associé à une augmentation  
de la surface membranaire (post-splénectomie, affections hépatiques…) ou à une diminution de l’hémoglobine 
(hémoglobinopathies, thalassémie, carence martiale).

Schizocytes Fragments érythrocytaires causés par des dommages extrinsèques, ce sont des éléments diagnostiques  
des anémies liées aux microangiopathies thrombotiques. Les schizocytes sont toujours plus petits que les GR 
intacts. Cf. Recommandations liées à la gradation et comptage schizocytes.

Drépanocytes
(sickle cells)

GR déformé en faucilles suite à une polymérisation de l’hémoglobine HbS chez les patients drépanocytaires. 
Une électrophorèse de l’hémoglobine peut être recommandée en cas de dépistage.

Sphérocytes GR de petit diamètre, de forme sphéroïdale en l’absence de pâleur centrale. Ils peuvent être le produit d’un 
défaut du cytosquelette, de la membrane globulaire ou d’une hémolyse immunologique ou associée à une 
microangiopathie. Ils peuvent également être retrouvé en cas de lésion directe des membranes cellulaires.
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un résultat sous forme d’évaluation générale ou sous 
forme de comptage précis. Par ailleurs, ce comptage 
peut varier selon de nombreux facteurs (zone de la lame 
lue, le nombre de globules rouges étudiés et l’utilisation 
d’aides techniques à la lecture). Ce travail découle de 
efforts de standardisation des pratiques en hématologie, 
et a pour but d’étudier nos données de routine au sein 
d’un centre d’hématologie universitaire pour faciliter la 
mise en évidence des anomalies morphologiques éryth-
rocytaires importantes à l’aide de l’outil de microscopie 
digitale RBC Advanced proposé par Sysmex®, tout en 
rationnalisant l’activité technique et biologique, afin de 
mieux prendre en charge les patients tout en répondant 
aux contraintes médico-économiques et en orientant 
correctement les prescripteurs.

Méthode

Nous avons étudié l’ensemble des prélèvements san-
guins analysés pour les paramètres de l’hémogramme 
sur notre automate EPU Sysmex® sur une durée de 
trois mois (42 665 échantillons). Parmi eux, 5 110 frot-
tis sanguins ont été réalisés avec analyse automatisée 
des globules blancs et passage en revue des anomalies 
rouges ainsi que 406 lames uniquement pour étudier les 
globules rouges à l’aide du CellaVision® et du module 
RBC Advanced Sysmex®.
Voici les critères distincts définis de l’EPU Sysmex® 
paramétrés dans notre centre entrainant la réalisation 
d’un frottis pour vérifier la morphologie des globules 
rouges, lors de l’analyse de la formule sanguine :

 – présence de fragments d’érythrocytes > 1 % ;
 – double population ou anisocytose  : RDW-CV 
> 22 % en alarme ;

 – hémoglobine basse : < 8 g/dL chez les adultes ou 
< 9 g/dL chez les enfants en situation initiale ou 
suivi ;

 – présence de globules rouges nucléés : NRBC ≥ à 
1 % en situation initiale ou suivi.

 – macrocytose : > 105 fl chez les adultes, > 85 entre 
6mois et 2 ans, > 95 entre 2 ans et 15 ans ;

 – réticulocytose : réticulocytes > 120 000/µL sans 
alarme RET abnormal scattergram (figure 1).

Nous avons relevé le pourcentage des différentes 
alarmes sur les lames RBC réalisées selon ces critères : 
dans 60 % des cas l’alarme fragments érythrocytaires 
> 1 % avait été déclenchée, dans 24 % cela était dû à 
la réticulocytose, dans 14 % à la présence de popula-
tions dimorphiques ou anisocytose, dans 5 % des cas 
à la présence de globules rouges nuclées, et dans 2 % 
des cas à une hémoglobine basse selon les critères 
mentionnés (figure  1) Ces recommandations ont été 

établies en intégrant les recommandations de Sysmex® 
et du GFHC, qui permettent de réduire efficacement 
le taux de révision des lames et d’améliorer les délais 
d’attente pour les cliniciens, tout en restant vigilants 
afin de ne pas rater des anomalies qualitatives ou 
quantitatives de l’hémogramme, grâce aux critères 
automatisés établis et aux recommandations d’experts 
[17-19].  Par la suite, nous avons étudié les anomalies 
morphologiques observées dans les catégories critiques 
sélectionnées caractéristiques de certaines pathologies 
(dacryocytes, cellules cibles, schizocytes, sphérocytes, 
drépanocytes) (figure 2) en étudiant la sensibilité et la 
spécificité clinique des seuils utilisés pour ces anomalies 
morphologiques des globules rouges afin de détecter 
les pathologies caractéristiques associées, à partir des 
hémogrammes de routine ayant engendré une analyse 
morphologique des globules rouges. La morphologie 
érythrocytaire a été étudiée à l’aide du module RBC 
Advanced Sysmex®, outil de microscopie digitale. Les 
lames ont été lues quotidiennement par un technologue 
cytologiste expert au sein d’une équipe de quatre tech-
nologues cytologistes expérimentés, Le pré-classement 
proposé par le module a toujours été adapté après véri-
fication visuelle, en se basant sur des seuils bas arbi-
trairement fixés pour les cinq catégories critiques. La 
sensibilité et la spécificité ont été évaluées de manière 
rétrospective en comparant les anomalies des globules 
reportées pour les cinq catégories et le nombre de per-
sonnes présentant les pathologies associées, en retraçant 
l’histoire clinique et les autres analyses des patients. 
Nous avons recherché le nombre de patients présentant 
une myélofibrose en cas de présence de dacryocytes, l’as-
sociation d’une thalassémie ou d’une carence martiale 
avec la détection de cellules cibles, la présence d’anémie 
hémolytique en cas de schizocytes ou encore de dré-
panocytose en cas de drépanocytes rapportés, ou encore 

Figure 1. Pourcentage des alarmes déclenchées sur les lames 
RBC selon les critères définis de l’EPU Sysmex® durant la péri-
ode de l’étude.

Fragments

Population
dimirphique

Hb low

Réticulocytose high

MCV high

NRBC
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le nombre de patients pour lesquels des sphérocytes ont 
été détectés avec analyse de leur contexte clinique. Les 
cut-off  définis ont été définis à 1 % pour les anomalies 
«  critiques  » (dacryocytes, cellules cibles, schizocytes, 
sphérocytes) sauf pour les drépanocytes où le seuil a 
été fixé à 0,1 %. Les schizocytes évalués par microsco-
pie digitale sur l’outil du Cellavision® ont été identifiés 
conformément aux recommandations de l’ICSH [3]. Le 
nombre de globules rouges analysés sur le frottis san-
guin par miscocopie digitale est d’environ 2  000. Les 
seuils choisis pour l’étude sont volontairement bas, et 
sont proches de seuils cliniques établis par M. Criel 
et al. dans leur analyse des performances du module 
RBC Advanced®, calculés comme les plus petits seuils 
de détection présentant une sensibilité ≥ 80 % pour les 
anomalies « critiques » [1]. Nous avons ensuite comparé 
les cut-off  arbitraires étudiés aux seuils établis dans la 
littérature scientifique, en particulier aux recomman-
dations émises par l’ICSH (International Council for 

Standardization in Haematology) [1-3]. Pour ces anom-
alies critiques, il est important de maintenir une bonne 
sensibilité pour détecter les pathologies associées, con-
trairement aux autres anomalies érythrocytaires moins 
spécifiques, moins significatives si elles sont retrouvées 
à de faibles pourcentages. C’est pourquoi notre étude 
s’est basée sur des seuils bas (1 %) pour les anomalies 
considérées comme critiques, afin d’évaluer la sensibilité 
et la spécificité de ce seuil pour détecter les principales 
pathologies associées à ces anomalies morphologiques 
(la myélofibrose, la thalassémie, les carences martia-
les, les anémies hémolytiques, la drépanocytose et la 
sphérocytose).
De manière globale, il est important d’inclure des 
commentaires en cas d’anomalie significative, et de ne 
reporter que les anomalies pertinentes. Certains articles 
montrent la difficulté pour de nombreux cliniciens pour 
l’interprétation et l’intérêt des anomalies des globules 
rouges rapportées [10].

Dacryocytes Cellules-cibles.

Schizocytes..(de.type.kératocyte)

Sphérocyte

Schizocytes

Drépanocyte

Figure 2. Anomalies morphologiques « critiques » des érythrocytes.
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L’avantage fourni par DM96 Cellavision® est le pas-
sage en revue rapide et standardisé des frottis sanguins, 
pour analyser la morphologie cellulaire des cellules 
sanguines grâce aux outils de microscopie digitale. Le 
CellaVision® Advanced RBC Software est un module 
intégré permettant l’analyse de la morphologie éryth-
rocytaire, grâce à une reconnaissance et un pré-classe-
ment des globules rouges selon leurs caractéristiques 
principales, prenant en compte les paramètres de taille 
(anisocytose, microcytose, macrocytose), de contenu 
(hypochromie, polychromie), de forme (21 catégories 
morphologiques dont poikylocytose, cellules cibles, 
schizocytes, drépanocytes, sphérocytes, elliptocytes, 
ovalocytes ou dacryocytes…) ainsi que les inclusions 
cytoplasmiques (Ponctuations basophiles, Corps de 
Jolly, parasites et corps de Pappenheimer). L’automate 
permet également une reclassification manuelle des 
anomalies des globules rouges par l’opérateur. Cet outil 
peut être utilisé pour favoriser la standardisation des 
résultats inter-opérateurs.
Pour obtenir les données analysées dans cet arti-
cle, nous avons étudié l’ensemble des analyses mor-
phologiques des globules rouges réalisées sur le 
Cellavision®, pour lesquels des anomalies érythro-
cytaires critiques, ont été mises en évidence selon 
les seuils établis et confirmées par lecture technique 
par un opérateur expérimenté, dans les conditions de 
l’étude. Pour chaque frottis sanguin pathologique où 
une des cinq anomalies avait été répondue au-dessus 
des seuils de détection définis, nous avons recherché 
les contextes cliniques des patients à l’aide des dos-
siers médicaux informatiques. Pour tous les frottis 
sanguins où >  1  % de dacryocytes ont été détectés, 
nous avons identifié les patients avec une myélofi-
brose connue, confirmées par la clinique, l’examen 
médullaire et la biologie moléculaire. Pour les frot-
tis sanguins où un taux > 1 % de cellules cibles ont 
été répondus, nous avons identifié les patients pour 
lesquels une carence en fer ou une thalassémie étaient 
connus. Les patients carencés en fer ont été identifiés 
sur base d’une ferritine < 13  µg/L ou un coefficient 
de saturation de la transferrine < 20 %. Les patients 
atteints d’une thalassémie ou d’une autre hémoglo-
binopathie ont été identifiés sur base d’une électro-
phorèse de l’hémoglobine et d’une confirmation par 
génétique moléculaire. De même, sur l’ensemble des 
frottis sanguins analysés à l’aide du module RBC 
Advanced du Cellavision®, pour lesquels plus d’1  % 
de schizocytes avait été répondu, nous avons iden-
tifié les patients atteints d’anémie hémolytique, sur 
base de plusieurs critères (contexte clinique, présence 
d’une anémie, un effondrement de l’haptoglobine 

< 0,10 g/L et une augmentation des LDH > 250 UI/L). 
Concernant l’évaluation des frottis sanguins pour 
lesquels des sphérocytes avaient été détectés au-delà 
du même seuil pathologique utilisé (1 %), nous avons 
analysé le contexte clinique de chacun des patients 
et recherché la présence d’une sphérocytose hérédi-
taire (confirmée biologiquement par le test à l’éosine 
5’maléimide-EMA, l’ektacytométrie et la biologie 
moléculaire). Enfin, pour tous les patients où des 
drépanocytes étaient présents sur les frottis sanguins 
analysés (au-delà du seuil pathologique de 0.01  %), 
nous avons identifié les patients drépanocytaires 
connus sur base de leur dossier médical (diagnostic 
confirmé par biologie moléculaire chez des patients 
homozygotes SS pour le gène de l’hémoglobine).

Résultats et discussion (tableaux 2, 3)

Résultats

Dacryocytes
Les résultats montrent une sensibilité de 100  % pour 
(+), 43  % pour ≥ (++), 29  % pour ≥ (+++). Pour la 
détermination de la spécificité  : 488 des frottis san-
guins ont été analysés avec le module RBC Advanced 
confirmant la présence de dacryocytes après révision 
par l’opérateur. Parmi ces frottis, 396 présentait (+) de 
dacryocytes, 80 (++) et 11 (+++) de dacryocytes. Pour 
la détection d’une myélofibrose, les résultats montrent 
une spécificité de 4  % pour (+) de dacryocytes, 13  % 
pour (++) et 64 % pour (+++) de dacryocytes. Nous 
avons également recherché la présence de dacryocytes 
dans d’autres maladies hématologiques, afin d’évaluer 
si de faibles taux de dacryocytes étaient retrouvés de 
manière non aspécifique dans d’autres pathologies 
hématologiques perturbant l’érythropoïèse. Chez les 
patients atteints de pathologies hématologiques, 79 % 
montraient (+) de dacryocytes, 60 % (++) de dacryo-
cytes et 82 % (+++) de dacryocytes.

Cellules cibles
La sensibilité n’a pas pu être évaluée en raison du faible 
nombre d’échantillons issus de patients atteints hémo-
globinopathies lors de la période analysée. Nous nous 
sommes donc référés à la littérature pour l’analyse des 
seuils. Criel et al. ont établi un cut-off  clinique de 1,6 % 
correspondant à une sensibilité de 80 % et une spéci-
ficité de 100 % quant à la présence de l’anomalie éry-
throcytaire confirmée par la technique gold standard 
(microscopie manuelle avec expertise) [3]. Pour rappel, 
la présence de cellules cibles est classiquement associé à 
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une carence en fer sévère, un trait thalassémique ainsi 
qu’à certaines hémoglobinopathies telles que l’hémo-
globinose C et l’hémoglobinose E, d’où leur intérêt 
comme catégorie érythrocytaire « critique ».
Pour étudier la spécificité des cellules cibles, 104 frot-
tis sanguins ont été analysés à l’aide du module RBC 
Advanced pour rechercher la présence de cellules cibles. 
84 montraient (+) de cellules cibles ; 18 (++) et 2 (+++) 
de cellules cibles. Pour la détection d’une anémie micro-
cytaire, la spécificité est de 88 % pour (+), 94% pour 
(++) et 100 % pour (+++) de cellules cibles. Plus préci-
sément, la spécificité de la détection d’une carence mar-
tiale est de 26 % pour (+), 33% pour (++) et 0 % pour 
(+++) de cellules cibles (sous réserve du faible nombre 
d’échantillons analysés). Quant à la détection d’une 
thalassémie, la spécificité était de 10 % pour (+), 39 % 
pour (++) et 100 % pour (+++) de cellules cibles.
Parmi les patients avec (+) de cellules cibles, 6 sont 
atteints de drépanocytose et 8 de thalassémie. Parmi les 
patients avec (++) de cellules cibles, 1 patient présente 
une drépanocytose avec un syndrome thalassémique. 
Sur l’ensemble des échantillons analysés où des cellules 
cibles ont été identifiés, nous retrouvons peu de prélève-
ments pédiatriques : 6 sur 104 frottis sont ceux d’enfants 

dont l’âge est compris entre 1 et 6 ans, et ils présentent 
quasi tous une anémie microcytaire. Les résultats obte-
nus montrent également que plus les seuils de cellules 
cibles sont élevés, plus la spécificité augmente pour la 
détection d’une anémie microcytaire ou d’une thalas-
sémie. Cette corrélation n’est pas retrouvée pour les 
carences martiales.

Schizocytes
Sur la période de trois mois étudiée, 229 frottis san-
guins montraient la présence de schizocytes, dont 53 
(++) soit un seuil supérieur à 2 %, et 16 frottis sanguins 
(+++) soit un seuil ici supérieur à 5 %.
La sensibilité n’a pas été évaluée directement, nous 
nous sommes référés aux seuils présents dans la littéra-
ture, rapportés dans la discussion [15]. 
Pour la détection d’une anémie hémolytique, l’évalua-
tion des résultats montre une spécificité de 55 % (29/53) 
chez les patients présentant (++) soit > 2 % de schizo-
cytes, et une spécificité de 38 % (6/16) chez les patients 
présentant (+++) soit >  5  % de schizocytes. À noter 
que pour les 16 patients présentant plus de 5 % de schi-
zocytes, 10 étaient atteints par une pathologie hémato-
logique (thalassémie, anémie ou myélodysplasie), et 2 
étaient sous traitement oncologique.

Sphérocytes
Nous n’avons pas pu étudier la sensibilité ni la spéci-
ficité de la détection des sphérocytes dans le cadre de 
cette étude. Sur les 457 lames de frottis sanguins ana-
lysées par le module RBC advanced, 21 frottis présen-
taient (+) de sphérocytes soit un seuil de 1 %, et 2 frottis 
montraient (++) de sphérocytes soit >  5  %. Aucun 

Tableau 2. Nombres d’échantillons positifs par anomalie morphologique critique et pathologies associées.

Nombre d’échantillons 
positifs par catégorie 
par microscopie digitale

Maladies 
hématologiques*

Myélofibrose Drépanocytose Thalassémies Pédiatrie** Dialyse Cardiologie

Dacryocytes(+) 396 315 17 16 5 63 9 21

(++) 80 48 10 1 2 11 3 1

(+++) 11 9 7 0 0 0 2 0

Cellules cibles (+)
(++)

(+++)
Schizocytes (+)

(++)
(+++)

Sphérocytes (+)
(++)

84
18
2
160
53
16
21
2

38
4
2
88
27
10
4
0

5
0
0
10
5
0
0
0

6
4
0
6
7
0
0
0

9
7
2
3
4
4
1
0

18
6
0
19
14
2
13
2

1
1
0
2
1
0
1
0

4
4
1
8
3
3
3
0

*Inclut des patients atteints de syndromes myéloprolifératifs, syndromes myélodysplasiques, Lymphomes B, Myélomes et leucémies aiguës.
**Inclut la néonatologie, les soins intensifs pédiatriques, le centre d’hématologie pédiatrique et la pédiatrie générale.

Tableau 3. Seuils testés en routine pour la détection des anoma-
lies morphologiques « critiques » des globules rouges.

(+) (++) (+++)

Dacryocytes 1 2 5

Cellules cibles 1 2 5

Schizocytes 1 2 5

Sphérocytes 1 5 20

Drépanocytes 0,01 3 10
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de ces patients n’était connu pour une sphérocytose 
héréditaire. À noter que 12 des 23 patients étaient des 
enfants de moins d’un an d’âge.

Drépanocytes
Les patients drépanocytaires étudiés ont été identifiés 
sur base de leur dossier médical, avec une confirmation 
du diagnostic par biologie moléculaire (patients homo-
zygotes SS). Parmi les 41 patients drépanocytaires dont 
les frottis sanguins ont été évalués par microscopie 
digitale durant la période analysée, 100 % (41/41) pré-
sentaient au moins 0,01  % de drépanocytes (+), 46% 
(19/41) > 3 % de drépanocytes (++), et seulement 13 % 
(5/41) >  10  % de drépanocytes. La spécificité n’a pas 
été évaluée. Pour comparaison, parmi l’ensemble des 
frottis sanguins où des dacryocytes avaient été répon-
dus, 10/457 présentaient des drépanocytes (> 0,01 %), 
dont 9/10 étaient des patients drépanocytaires connus, 
et 1 seul patient seulement était hospitalisé au centre 
d’hématologie pédiatrique pour une leucémie lym-
phoïde aigue, et pour lequel (+) de drépanocytes avait 
été répondue.

Discussion

Pour les dacryocytes, le seuil fixé à 1  % a montré une 
excellente sensibilité (100 %) mais une faible spécificité 
pour la détection de myélofibrose (4 %), contrairement 
au seuil de 5 % montrant une moins bonne sensibilité 
(29 %), mais une bien meilleure spécificité pathologique 
(64 %). Cette limite inférieure à 5 % utilisé comme seuil 
de détection (++) à reporter selon l’ICSH semble donc 
pertinent pour mieux cibler les patients suspects de 
myélofibrose. La présence de dacryocytes est communé-
ment associée à une fibrose médullaire, la spécificité aug-
mente avec l’élévation du taux de dacryocytes. Toutefois, 
les résultats obtenus sur ces petits échantillons montrent 
également qu’il ne s’agit pas d’une analyse sensible pour 
la détection de la myélofibrose chez les adultes. De plus, 
on retrouve des dacryocytes dans plusieurs autres situa-
tions telles que des carences en fer sévères ou des thalas-
sémies, ou encore lors de processus inflammatoires ou 
métastatiques médullaires, en association avec d’autres 
anomalies morphologiques érythrocytaires. Il faut aussi 
rester vigilant face aux artéfacts d’étalements, suggérés 
lorsque les cellules d’allure piriforme sont toutes orien-
tées vers la même direction.
La présence de cellules cibles est associée à différentes 
situations cliniques telles que la drépanocytose ou les 
thalassémies avec drépanocytose. La présence de cel-
lules cibles macrocytaire est rare, mais peut être rencon-
trée chez des patients avec une pathologie hépatique, 
post-splénectomie ou chez les enfants prématurés [3]. 

La présence artéfactuelle de cellules cibles peut éga-
lement survenir lors de la préparation des frottis san-
guins : au temps de séchage ou à l’hypercoagulation de 
l’échantillon sanguin. Nos échantillons confirment ces 
éléments. Nous sommes intéressés à la spécificité de la 
présence des cellules cibles pour détecter une anémie 
microcytaire et une thalassémie : le seuil à 1 % utilisé 
montre une spécificité de 88 % pour la détection d’une 
anémie microcytaire et de 10  % pour la détection de 
thalassémie. Avec un seuil de 5 %, cette spécificité passe 
à 100 % pour la détection d’anémie microcytaire et à 
100 % pour les patients thalassémiques, sous réserve du 
faible nombre d’échantillons étudiés.
Pour la détection des schizocytes et le diagnostic 
d’anémie hémolytique, nos résultats montrent une spéc-
ificité de 55 % (29/53) chez les patients présentant > 2 % 
de schizocytes. La spécificité n’augmente pas avec des 
seuils plus haut de schizocytes après analyse des résul-
tats obtenus. À noter que pour les 16 patients présen-
tant plus de 5 % de schizocytes, 10 étaient atteints par 
une pathologie hématologique (thalassémie, anémie 
ou myélodysplasie), et 2 étaient sous traitement 
oncologique. Par ailleurs, outre les anémies liées à des 
microangiopathies thrombotiques, à des CIVD ou à 
des syndromes liés aux vascularites, une présence rare à 
modérée de schizocytes peut être retrouvée dans divers 
contextes, associés à d’autres anomalies érythrocytaires 
et biologiques, tels que des néoplasies, d’autres pathol-
ogies hématologiques (dont la myélofibrose), des sep-
sis ou d’autres anémies hémolytiques mécaniques. La 
préclassification du Cellavision® DM950 classification 
montre des faiblesses pour l’identification des schizo-
cytes selon d’autres données publiées, c’est pourquoi 
les critères de reconnaissance morphologique publiés 
par l’ICSH et la lecture par un cytologiste expérimenté 
sont importants lors d’une recherche de schizocytes 
[13].  Pour les schizocytes, les valeurs de référence 
établies par de nombreuses études confirment l’im-
portance d’avoir des seuils de détection bas pour les 
schizocytes. Celle de Lesesve et al. montre une valeur 
maximale de 0,19 % schizocytes chez 119 patients sains 
[12]. Les résultats obtenus sont en faveur de la robust-
esse de taux supérieurs à 1  % de schizocytes pour la 
détection d’anémie hémolytique, en l’absence d’autres 
éléments évoquant un diagnostic différentiel, en accord 
avec les recommandations de l’ICSH [15, 16]. En l’ab-
sence de schizocytes et cas de forte suspicion de MAT, 
la recherche de schizocytes dans le frottis sanguin doit 
être répétée quotidiennement [15].
Tous les patients analysés durant la période de l’étude 
avaient un taux de sphérocytes < 5 %. De faibles pour-
centages de sphérocytes peuvent être retrouvés dans de 
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nombreux contextes cliniques, sans qu’ils soient asso-
ciés à une sphérocytose, qui reste une maladie hérédi-
taire rare. Ces contextes associés à la présence rare ou 
modérée de sphérocytes incluent les patients splénec-
tomisés, de vieux globules rouges transfusés, la pré-
sence de pathologies hépatiques, d’anémie liées à des 
microangiopathies, des patients prématurés ou encore 
des grands brûlés [2]. La présence de sphérocytes n’est 
donc, en réalité, pas spécifique de sphérocytose hérédi-
taire. Les examens de seconde intention comprennent 
l’examen à l’’éosine 5’maléimide (EMA), l’électropho-
rèse des protéines de la membrane du globule rouge, 
l’ektacytométrie (test spécialisé), et la biologie molé-
culaire pour rechercher les mutations responsables de 
sphérocytose héréditaire. Le test à l’EMA en cytométrie 
en flux est utilisé en cas de suspicion diagnostique ou 
en cas de confirmation. L’électrophorèse des protéines 
de la membrane érythrocytaire permet de différencier 
sphérocytose héréditaire et dysérythropoïèse congéni-
tale de type II. Des algorithmes basés sur des indices 
automatisés érythrocytaires et réticulocytaires fournis 
par les automates d’hématologie permettent également 
d’orienter plus facilement vers le diagnostic de sphé-
rocytose héréditaire, et ont été testés dans plusieurs 
articles publiés [9, 20]. Les sphérocytes peuvent être la 
conséquence d’une anomalie du cytosquelette ou de la 
membrane érythrocytaire, d’une hémolyse immunolo-
gique, d’une micro-angiopathie thrombotique ou d’une 
lésion directe de la membrane cellulaire [3]. Si les sphé-
rocytes dont présents en grand nombre en cas de sphé-
rocytose héréditaire, ils peuvent également être absents 
en cas de sphérocytose héréditaire confirmée. Par ail-
leurs, l’aspect morphologique du frottis sanguin de 
patients présentant une anémie hémolytique auto-im-
mune ou une incompatibilité fœto-maternelle peut 
mimer celui d’une sphérocytose héréditaire [6]. Il est 
recommandé de grader les sphérocytes et de se référer 
au contexte clinique. La concentration corpusculaire 
moyenne en hémoglobine est généralement normale en 
cas de sphérocytose acquise alors qu’il peut être aug-
menté en cas de sphérocytose héréditaire [2]. De même, 
en cas de sphérocytose acquise, nous retrouvons un 
nombre variable de sphérocytes accompagnés d’autres 
anomalies morphologiques érythrocytaire, notamment 
en cas de pyropoïkylocytose, d’anémie hémolytique 
auto-immune ou d’hémoglobinopathie. Quant aux 
drépanocytes, toutes les patients drépanocytaires dont 
les frottis sanguins avaient été évalués par microsco-
pie digitale pendant la période étudiée présentaient  ≥ 
0,01 % de drépanocytes, confirmant l’importance d’un 
seuil très bas pour assurer une détection maximale de 
ces patients.

Comparaison des seuils de sensibilité et  
de spécificité des anomalies érythrocytaires critiques
Des nombreuses études ont évalué la sensibilité et les 
spécificités des anomalies morphologiques érythro-
cytaires en comparant les résultats pré- et post-clas-
sification à l’aide du Module RBC Advanced aux 
résultats obtenus par microscopie optique. Certains 
auteurs ont utilisé des outils statistiques tels que l’ana-
lyse de personnes en bonne santé et de frottis sanguins 
pathologiques pour définir des courbes ROC (courbe 
sensibilité/spécificité),
Pour améliorer la pertinence de ces seuils, l’équipe 
de M. Criel ont choisi de définir des seuils cliniques 
ayant pour but d’augmenter la sensibilité de détection 
des anomalies érythrocytaires pathognomoniques de 
pathologies hématologiques, et d’augmenter la spéci-
ficité de l’analyse pour détecter les autres anomalies 
érythrocytaires. Ainsi ils ont défini des seuils cliniques 
en choisissant les plus petits cut-off  ayant une sensibi-
lité supérieure à 80 % pour les anomalies considérées 
critiques, et les plus petits cut-off  ayant une spécificité 
supérieure à 80 % pour les anomalies non-critiques [1]. 
Ils définissent ainsi un cut-off  à 0,5 % pour les dacryo-
cytes (tear drop cell), et 1,6 % pour cellules cibles (tar-
get cells), avec une sensibilité respective de 89 % et de 
80  %, en comparaison au gold standard (lecture sur 
frottis par opérateurs experts). Pour les drépanocytes, 
le seuil clinique était défini à 0 %, puisque toute ano-
malie observée et confirmée visuellement par un cyto-
logiste expert est considérée pathologique. Ces seuils 
sont proches des cut-off  évalués dans cette étude, et 
arbitrairement fixés à 1  % pour les anomalies consi-
dérées comme critiques (schizocytes, dacryocytes, cel-
lules cibles, sphérocytes et drépanocytes). Ces seuils 
sont inférieurs à ceux fixés par l’ICSH sauf pour les 
schizocytes et les drépanocytes. Pour les sphérocytes, 
l’étude de M. Criel et son équipe rapporte une moins 
bonne détection de ces anomalies par le module RBC 
advanced avec l’impossibilité de fixer un seuil >  0  % 
pour obtenir une sensibilité ≥ 80 %. Pour un seuil de 
détection à 5  % des sphérocytes, d’autres études rap-
portent une sensibilité pré-classification de 11  % et 
de 33  % post-classification par le RBC advanced, en 
comparaison avec la microscopie manuelle [14]. Selon 
la même étude, le module RBC advanced montre par 
contre une très bonne spécificité pour la détection des 
sphérocytes (99,5 % en pré- et post-classification) [14].
Comme le montre notre étude, les seuils pathologiques 
de 5 % pour la réponse et la gradation des dacryocytes 
et des cellules cibles montrent une meilleure spécificité 
pour la détection respective de myélofibrose et des ané-
mies microcytaires ou thalassémies, en comparaison 
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aux seuils à 1  %. Nos résultats concordent avec les 
recommandations internationales de l’ICSH préconi-
sant de répondre toute présence de drépanocytes, même 
inférieure à 1 % (gradation 1+) [3]. Dans notre étude, 
tous les patients analysés avaient un taux de sphéro-
cytes < 5  %, et aucun des patients n’était atteint de 
sphérocytose héréditaire. Ces arguments sont en faveur 
d’un seuil de détection rapporté de 5 % pour les sphé-
rocytes, en accord avec les recommandations de l’ICSH 
(tableau 4).
Concernant le diagnostic de microangiopathie post-gr-
effe, le groupe de travail de l’ICSH recommande un seuil 
pathologique de schizocytes ≥ 4 %, en combinaison avec 
un contexte clinique suggestif  d’anémie hémolytique 
(thrombopénie, effondrement de l’haptoglobine, dimi-
nution de l’hémoglobine), contrairement au seuil stan-
dard de 1 % pour la détection de microangiopathie [15]. 
Ces seuils de détection doivent être adaptés au contexte 
et l’âge des patients. Chez des enfants prématurés, un 
seuil normal de schizocytes ≤ 5 % est recommandé. Les 
érythrocytes des nouveau-nés et nourrissons sont plus 
larges que les adultes, tandis que les globules rouges des 
enfants en bonne santé sont plus physiologiquement 
plus petits que ceux des adultes. Pour la population 
des nouveau-nés normaux, le pourcentage des frag-
ments peut atteindre 3 % (versus 1 % chez les enfants 
et adultes), d’autres déformations des globules peuvent 
être décrites (polychromie, dacryocytes, sphérocytes, 
acanthocytes, globules rouges nucléés…). Chez les 
prématurés, ces anomalies sont majorées. La présence 
d’une poikylocytose (variation de forme des hématies) 
est normale chez le nouveau-né, pouvant présenter 
jusqu’à 2 % de pyknocytes disparaissant normalement 
vers l’âge de 6 mois [6], toutefois leur présence en très 
grand nombre est évocatrice d’une pyknocytose infan-
tile [11].

Limites de l’étude
De par le faible nombre de patients atteints de pathol-
ogies héréditaires érythrocytaires parmi les patients 
inclus dans l’étude, nous n’avons pas pu analyser la 
sensibilité de détection des cellules cibles chez des 
patients atteints de thalassémie ou d’autres hémoglob-
inopathies, ni sensibilité et la spécificité des sphérocytes 
pour la détection de la sphérocytose héréditaire. Pour 
la détermination de la sensibilité des drépanocytes chez 
des patients drépanocytaires, nous pouvons mentionner 
le biais relatif  à la lecture technique du frottis sanguin, 
où l’opérateur se base sur le contexte connu du patient 
pour confirmer la drépanocytose. Une autre limitation 
fréquemment rencontrée en routine au sein des labo-
ratoires est l’intérêt plus grand porté aux anomalies 
morphologiques des globules blancs qu’aux anomalies 
érythrocytaires, pouvant entraîner une sous-estima-
tion des anomalies érythrocytaires lorsqu’elles sont 
peu représentées (faible pourcentage), lorsque la mor-
phologie érythrocytaire globale est considérée comme 
normale sans utiliser les outils de pré-classification des 
anomalies érythrocytaires proposés par le module RBC 
Advanced du CellaVision®. Toutefois, la lecture par des 
cytologistes expérimentés permet d’éviter des biais de 
détection en cas d’anomalie significative.
Enfin, notre étude se base sur une approche pratique et 
clinique des seuils pathologiques définis pour la détec-
tion des pathologies érythrocytaires. Cette méthode 
n’est pas comparable aux autres approches retrouvées 
dans la littérature, pour la validation de la microscopie 
digitale grâce au module RBC Advanced, qui étudient 
la sensibilité et la spécificité de détection de ces anoma-
lies par microscopie automatisée en comparaison avec 
la microscopie optique comme référence. Il est bien sûr à 
noter que pour les anomalies morphologiques érythro-
cytaires décrites ne sont qu’un des éléments évoquant le 
diagnostic, qui repose sur un faisceau d’arguments cli-
niques et de tests biologiques de confirmation. Il s’agit 
toutefois d’outils précieux qui peuvent guider et orien-
ter les cliniciens s’ils sont utilisés de manière réfléchie et 
standardisée.

Utilisation des paramètres des globules rouges  
et des réticulocytes sur le XN-10 pour la détection  
des pathologies érythrocytaires
De nouveaux indices mathématiques ont été dévelop-
pés pour discriminer less pathologies érythrocytaires, 
notamment dans le contexte d’anémie microcytaire. 
Nivagigioni et al. [8] ont évalué un arbre de décision 
en deux étapes prenant en compte des indices autom-
atisés érythrocytaires et des réticulocytes pour calculer 
un score érythrocytaire, pour mettre en évidence quatre 

Tableau 4. Recommandations internationales de l’ICSH pour 
la standardisation et la gradation de la morphologie des GR 
 (adaptation en français).

Anomalie des globules 
rouges

Système de 
gradation

1+, % ++, % +++, %

Dacryocytes  
(tear drop cells)

n/a 5-20 > 20

Cellules cibles  
(target cells)

n/a 5-20 > 20

Schizocytes < 1 % 1-2 >2

Drépanocytes  
(sickle cells)

< 1 % 1-2 >2

Sphérocytes n/a 5-20 > 20
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principaux groupes de pathologies des globules rouges 
suspectés (carence martiale, hémoglobinopathie héréd-
itaire, drépanocytose, sphérocytose) et une catégorie 
autre en cas d’absence de suspicion de pathologie éryth-
rocytaire ou de carence martiale majeure (procédure 
normale). L’analyse des paramètres érythrocytaires 
montre que dans le groupe carence martiale et hémo-
globinopathie hétérozygote le pourcentage de micro-
cytes (%micro) était significativement plus haut que les 
autres groupes, avec une concentration corpusculaire 
en hémoglobine (MCHC) plus basse. L’indice de dis-
tribution des globules rouges en écart type (RDW-SD) 
était significativement plus bas chez les patients au 
sein du groupe hémoglobinopathie hétérozygote. La 
présence d’érythroblastes nucléés était nettement signif-
icative parmi le groupe des patients avec drépanocytose. 
L’arbre de décision en deux étapes distingue dans un 
premier temps les patients présentant un MCHC > 365 
g/L et ceux avec un MCHC ≤ 365 g/L pour lesquels sont 
ensuite étudiés le pourcentage de microcytes, le taux 
de globules rouges nuclées et l’indice de distribution 
érythrocytaire en écart type. Dans un second temps, la 
fraction de réticulocytes permet de discriminer entre 
drépanocytose et sphérocytose chez les patients ayant 
un score RBC positif  et une des associations suivantes 
(MCHC >  365  g/L, un MCHC >  338 g/L associé à 
un NRBC % > 0,9 % et un micro % < 12,9 %, ou un 
LCHC > 330 g/L avec un RDW-SD > 38,5 fl et un taux 
de microcytes >  12,9  %. La fraction de réticulocytes 
immatures est >  20  % en cas de drépanocytose dans 
ce contexte [8]. Mullier et al. avaient également déjà 
démontré la très bonne valeur prédictive de l’associa-
tion des paramètres érythrocytaires et réticulocytaires 
pour le dépistage de la sphérocytose héréditaire [9, 20].  
Globalement, L’utilisation de ce nouvel arbre de déci-
sion sur une large cohorte montre d’excellents résultats, 
avec une identification correcte des patients atteints de 
pathologies érythrocytaires atteignant 99,4 %. La sen-
sibilité et la spécificité pour la détection de ces patholo-
gies ont été respectivement évaluées à 95,2 % et 99,9 %. 
En conclusion, l’élaboration d’un arbre de décision 
basé sur les paramètres des érythrocytes et des réticu-
locytes sur le Sysmex® XN-10 démontre une excellente 
prédiction et classification des pathologies hérédi-
taires des globules rouges, en complément des analyses 
microscopiques [12], et permet d’orienter les investiga-
tions complémentaires en optimisant les ressources.

Développement des méthodes de détection  
des schizocytes
Si la variabilité inter-laboratoire a été réduite depuis 
l’établissement par le groupe de morphologistes français 

de consensus pour l’identification et le comptage des 
schizocytes [16], il reste important d’améliorer l’exacti-
tude et la reproductibilité du comptage de schizocytes 
pour le diagnostic de microangiopathies thrombot-
iques, y compris dans le contexte de MAT post-allogr-
effe de cellules souches où le pourcentage de schizocytes 
a été inclus dans des scores pronostiques. Le groupe de 
travail de l’ICSH propose d’utiliser le comptage autom-
atisé des globules rouges fragmentés (FRC), proposés 
par les appareils de numération sanguine automatisés 
récents à l’instar du Sysmex® XN, pour exclure la 
présence de schizocytes [15]. Certaines conditions peu-
vent artéfactuellement augmenter le pourcentage de 
FRC, notamment la présence importante de globules 
rouges hypochromes, ayant une teneur en hémoglobine 
inférieure à 17 picogrammes (hypo-he).
L’article publié par Y. Abe et al. en 2009 confirment la 
bonne sensibilité du comptage automatisé des schizo-
cytes, quoique de faible spécificité pour la détection des 
microangiopathies thrombotiques [5]. C’est pour cette 
raison que les recommandations internationales de 
l’ICSH préconisent de recourir à un comptage micros-
copique manuel en cas de suspicion de micro-angiopa-
thie thrombotique ou après transplantation. Cela est 
d’autant plus important si les schizocytes sont l’ano-
malie prédominante au sein des globules rouges, ce 
qui augmente la probabilité d’une micro-angiopathie 
thrombotique. Par ailleurs, des faux négatifs peuvent 
également survenir en cas en de macrocytose (VGM 
>  105 fl) [16], d’où l’intérêt de lecture microscopique 
dans ce contexte. En résumé, le comptage automatisé 
des schizocytes est un bon outil de dépistage avec une 
excellente valeur prédictive négative [6], mais reste un 
complément à la microscopie [16].

Conclusion

Le RBC Advanced® est un outil facilitant la détection, 
la gradation et la standardisation des anomalies mor-
phologiques des globules rouges, sur base des critères défi-
nis entrainant la réalisation d’un frottis sanguin suite à des 
anomalies qualitatives ou quantitatives détectées par les 
automates spécialisés d’hématologie lors de la réalisation 
de l’hémogramme. L’analyse par microscopie digitale du 
frottis sanguin par un opérateur expérimenté permet de 
vérifier la présence ou non d’anomalies morphologiques 
érythrocytaires et de les grader le cas échéant. Les cytol-
ogistes doivent rester vigilants à correctement évaluer les 
anomalies érythrocytaires, d’autant plus pour les anoma-
lies critiques pouvant orienter rapidement vers certaines 
pathologiques hématologiques, alors que celles-ci sont 
souvent méconnues.



11Ann Biol Clin, vol. xx, n° x, xxx-xxx 2023

Évaluation de la morphologie érythrocytaire avec le RBC Advanced

L’enjeu est de ne pas rater des anomalies morpho-
logiques érythrocytaires associées à des pathologies 
importantes, tout en évitant d’augmenter inutilement 
la charge de travail des opérateurs et d’inquiéter inutile-
ment les cliniciens pour des anomalies non pertinentes. 
Pour le report des dacryocytes et des cellules cibles, 
nos données montrent une excellente sensibilité pour 
les cut-off  définis par l’étude, mais une faible spécifi-
cité clinique pour la détection des pathologies cliniques 
associées avec un seuil pathologique fixé à 1 % (4 % de 
spécificité pour la détection de la myélofibrose, 10  % 
pour la détection de thalassémie). Pour la détection de 
la myélofibrose et de la thalassémie, les seuils fixés à 5 % 
permettent d’améliorer respectivement la spécificité à 
64 % et à 100 %, sur base des échantillons testés. Nos 
résultats montrent également la faible spécificité d’un 
taux de sphérocytes inférieur à 5 % Les seuils recom-
mandés par l’ICSH semblent plus adaptés clinique-
ment pour la détection et le report des dacryocytes, des 
cellules cibles et des sphérocytes. Concernant le report 
des schizocytes et des drépanocytes, nos données et 
l’analyse de la littérature confirment l’importance de 
maintenir des seuils de détection bas pour correctement 
détecter les anémies hémolytiques et la drépanocytose, 
conformément aux recommandations de l’ICSH suggé-
rant de rapporter la présence de schizocytes et de dré-
panocytes, même à des taux inférieurs à 1 %.

Liens d’intérêts : [[en rapport avec l’article. A déclarer 
par tous les auteurs]]
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