HEMATOLOGIE Myélogramme

Le myélogramme
Groupe Francophone d’Hématologie Cellulaire
GFHC

PREAMBULE

Le myélogramme reste un examen aux modalités de réalisation hétérogenes. Il peut étre
appréhendé en période de garde ou dans les laboratoires moins spécialisés ; il est parfois plus
banalisé dans les laboratoires universitaires surchargés par les envois protocolaires. L’hétérogé-
néité des pratiques est vaste, du prélevement médullaire a la rédaction du compte-rendu, avec
des modalités presque uniques a chaque centre. Caricature ? La discussion entre collegues mon-
tre la grande variabilité des pratiques, mais également le besoin de textes d’harmonisation, de
référentiels et de standards en particulier pour I'accréditation des laboratoires.

Le Groupe Francophone d’Hématologie Cellulaire (GFHC), émanation de la Société Fran-
caise d’Hématologie et organisme de référence pour tout ce qui traite de la morphologie, a
décidé d’écouter I’ensemble des biologistes concernés puis de rédiger un « guide de bonne exé-
cution ». Le but était de proposer des recommandations pour I’harmonisation des pratiques. Le
travail a été coordonné par Jean-Francois Lesesve (Nancy) entre 2015 et 2018. Voici le résultat
des réflexions des participants aux groupes de travaux. Espérons que ces documents combleront
I’attente des biologistes impliqués dans la lecture du myélogramme !
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HEMATOLOGIE Myélogramme

Résultats de I’enquéte des pratiques

du myélogramme effectuée en 2015
par le GFHC

J.- F. LESESVE!, R. GENEWE!, B. CHATELAIN?, POUR LE GFHC

I. - INTRODUCTION

Le myélogramme est 'examen de la moelle
osseuse, au microscope optique, permettant d’appré-
cier la qualité de la production hématopoiétique,
d’identifier les troubles de répartition des différentes
lignées cellulaires et de détecter la présence de cel-
lules anormales (anomalies quantitatives et qualita-
tives). Son objectif essentiel est de proposer au pres-
cripteur une orientation diagnostique, plus qu’un
décompte détaillé. Fondé sur I’analyse morpholo-
gique des cellules et 'expérience de I’observateur, il
est parfois considéré plus comme un art qu'une
science, avec de multiples modalités de réalisation et
d’interprétation (1). Sa réalisation n’est pas si aisée
(myélogramme de « qualité insuffisante » car mal
prélevé, étalements défectueux insatisfaisants...) et
son interprétation peut rester difficile méme pour un
laboratoire « expert ». Il nécessite une formation qua-
lifiante puis un maintien des compétences.

Le GFHC, organisme de référence pour toute ques-
tion de morphologie, a souhaité recenser les pratiques
de ses membres, avec I’objectif de proposer a terme
des recommandations pour la réalisation de cet exa-
men hématologique. Nous rapportons ici les résultats
d’une enquéte reposant sur le volontariat, effectuée
durant le mois d’octobre 2015. Les réponses de 74
laboratoires (103 participants) ont €té analysées.

A) Données générales

Le questionnaire a été envoyé par diffusion géné-
rale a tous les membres du GFHC (environ 250 mem-
bres répartis en France, en Belgique et dans les pays
du Maghreb). Les laboratoires « volontaires » ayant
participé a I'enquéte (n = 74) font partie de Centres
Hospitaliers et Universitaires (CHU) (42), de Centres
Hospitaliers (CH) (30) et de sociétés d’exercice libé-
ral (2). Trente-deux laboratoires sont spécialisés en

hématologie cellulaire, 17 en hématologie biologique
et 25 sont polyvalents. Pour information, des items
n’ont pas toujours été renseignés et le nombre de
réponses n’atteint pas systématiquement 74.

L’activité annuelle recensée (Figure 1) varie de 50
jusqu’a environ 8 000 myélogrammes (moyenne
1173 +/-1 244), soit un total de 84 429 analyses pour
les 74 laboratoires. La trés grande majorité des parti-
cipants interprete des frottis réalisés aprés aspiration
médullaire puis étalement sur une lame de verre, la
lecture de « grumeaux » écrasés ou d’empreintes de
biopsie ostéo-médullaire (BOM) étant beaucoup plus
rare (Tableau I). I’estimation totale des BOM réali-
sées est d’environ 2 300, 75 % étant effectuées en
CHU. Le nombre de frottis recus est généralement
compris entre 4 et 12, avec une médiane de 8.

La coloration de May-Grunwald-Giemsa (MGG) est
utilisée par 72 centres, standardisée dans la limite de
spécificités propres a chacun d’eux (pH, nature des
réactifs, temps de coloration). Un laboratoire recourt
a la coloration de Wright modifiée ; un autre pratique
en supplément une coloration par aérospray
(éosine/thiazine, Elitech®). Presque tous les labora-
toires (71/72 ; pas de réponse, 2) effectuent les éven-
tuelles colorations cytochimiques associées a la réalisa-
tion du myélogramme, représentant un volume
cumulé de 16 734 examens par année (moyenne
230/an). La coloration de Perls et la cytochimie des
peroxydases sont les plus fréquemment réalisées avec
respectivement un cumul annuel d’environ 12 635
(75 % des cytochimies) et 1888, et une moyenne res-
pective de 175/an et 26/an pour les laboratoires les
pratiquant. Quelques laboratoires pratiquent égale-
ment la réaction des estérases (total 532), des phospha-
tases acides et la coloration au bleu de toluidine.

! Service d'Hématologie biologique, CHRU Brabois, Nancy.
2 UCL Mont Godinne, Namur (Belgique).
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Nombre de myélogrammes

Nombre de myélogrammes

Centres

Centres

Fig. 1 - Nombre annuel de myélogramme par centre.

Un immunophénotypage précisant la nature des
cellules pathologiques (diagnostic des hémopathies
aigués, des hémopathies lymphoides) est parfois asso-
cié. Il est réalisé par le méme laboratoire dans 70 %
des cas (49/70 laboratoires) et dans une autre struc-
ture dans 30 % des cas (23/70 laboratoires), aucune
réponse n’étant communiquée par 4 laboratoires.
L’interprétation morphologique et phénotypique est
néanmoins conjointe pour 50/65 (77 %) labora-
toires.

B) Pré-analytique

Le prélevement médullaire est une étape impor-
tante pour la qualité de l'interprétation. Dans 41
(55 %) centres, il est effectué au sein méme du labo-

-8-

ratoire qui réalise la lecture et 'interprétation des frot-
tis. Il est effectué par un médecin ou un pharmacien
(respectivement dans 49 et 31 laboratoires), un senior
ou des internes (respectivement dans 30 et 39 labora-
toires), les modalités pouvant étre cumulées dans un
meéme centre. Une anesthésie locale est pratiquée dans
52 (70 %) centres (par xylocaine, lidocaine, lidocaine
et prilocaine [Emla®]), voire une sédation « générale »
par le protoxyde d’azote (Kalinox®).

Dans la majorité des centres (52/68 réponses,
76 %), les étalements de moelle sont effectués par
le préleveur, au lit du patient. Les frottis sont prin-
cipalement réalisés (68/74 réponses, 92 %), puis les
« grumeaux » €crasés (42/74,57 %) ou des
empreintes de BOM (26/74, 35 %) (TableauI). Un
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Tableau I - Conditionnement des échantillons médullaires prélevés et techniques d’étalement des

myélogrammes.

Réception d’échantillon non étalé

Oui
Non
Non répondu

EDTA
Héparine
EDTA + Héparine

Frottis uniquement

« Grumeau » uniquement
Empreinte uniquement
Frottis + « Grumeau »

Frottis + « Grumeau » + Empreinte

Frottis + Empreinte

Myélogramme l

toires rédigent une non-
conformité si lidentité
manque. Enfin, 6 labora-

Nombre % ) . PN
toires recoivent les préleve-
45 ments non identifiés (sou-
98 vent parce qu’effectués par
1 eux-mémes).

Conditionnement de I’échantillonnon étalé %

Technique d’étalement (modalités de réception)

~ 0 O

Un hémogramme est

33 exigé par la quasi-totalité des
lecteurs. Cette requéte est

5 11 précisée dans le manuel de
7 prélevement pour quelques

9 centres (complément de
réponse, la question n’était

—
Io)

24 33 pas expressément formulée).
6 8 Vingt laboratoires font une
0 0 demande impérative d’hé-

mogramme (exigence de
18 24 prescription) s’il n’y a pas
18 24 possibilité de disposer d’un
8 11 résultat récent. L’appel des

nombre moyen de 7 frottis (4 a 12) est considéré
comme optimal par les participants. Dans deux cen-
tres, le prélevement médullaire est introduit dans
un tube contenant de ’EDTA, puis envoyé au labo-
ratoire ou les frottis sont étalés dans un second
temps. Dans 45 (61 %) centres, un échantillon de
moelle conditionné dans un tube avec anticoagu-
lant (EDTA, 40 ; héparine, 12) est associé aux éta-
lements pour un éventuel complément d’analyse,
mais il n’est pas systématiquement étalé.

Le délai d’acheminement au laboratoire est d’en-
viron 2 heures (0-8 heures (Figure 2). Cinquante-qua-
tre laboratoires recourent a une boite de transport ou
boite porte-lames de contenance variable (2 a 6
lames), en carton ou en plastique, avec parfois un
absorbeur d’humidité, ou une boite isotherme, ou
encore a une mallette. Neuf labo-

laboratoires de ville corres-
pondants, des collegues, la
récupération des informations par photocopie ou
fax... sont cependant privilégiés et I’examen est réa-
lisé méme si la requéte échoue. Seulement 7 labora-
toires refusent d’effectuer le myélogramme ou diffe-
rent le résultat de I’examen en cas d’absence
d’hémogramme. En revanche, 20 laboratoires rédi-
gent une fiche de non-conformité (non bloquante),
21 font une remarque sur le compte rendu, 14 ren-
dent un résultat a interpréter en fonction de la cli-
nique et /ou de la biologie.

L’obtention de renseignements cliniques, lorsqu’ils
manquent, est réalisée par la trés grande majorité des
participants (63) : appel du prescripteur ou du ser-
vice, consultation du dossier clinique informatisé.
Douze laboratoires ne sont jamais confrontés a une
omission de renseignements cliniques ou biolo-

ratoires utilisent un plateau
fermé ; 16, des pochettes dans les-
quelles les lames sont plus ou 2
moins enveloppées dans une com-
presse ou un papier ; 1, un haricot
avec lames en vrac.

35

25

20

L’identification des lames est le
plus souvent effectuée au crayon
sur la partie dépolie de la lame de
verre ou par gravure directe sur le
verre (56 laboratoires). Vingt-qua- 5
tre laboratoires étiquettent la
boite de transport ou le papier 0
enveloppant les frottis (les frottis
étant, ou non, identifiés). Il

15

10

Nombre de laboratoires

Immédiat

<1h 1-2h 2-4h

Délai

4-6h >6h

convient de noter que 3 labora-
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Fig. 2 - Délai d’acheminement de I’échantillon de moelle vers le laboratoire.
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giques, le plus souvent parce qu’ils
assurent le prélevement, souvent 45
dans un contexte hospitalier ou de , 40 39
contact privilégié avec les prescrip- % 35
teurs. T 30
£ 2
. s o 21
La notion d’urgence reste assez | g 5
mal précisée. Par ordre de fré- ¢ 1o
quence des réponses des partici- | £ 10 "
pants, les indications urgentes |2
d’un myélogramme sont : > 2
° Senior Interne + Senior Interne + Technicien  Technicien
- Blastose sanguine, suspicion de + Senior + Senior
leucémie aigué (44) ; Qualification du personnel
- o
i Spsplaon de Smdrome d’activa- Fig. 3 - Personnels effectuant la lecture des myélogrammes.
tion macrophagique (43) ;
- Thrombopénie inexpliquée,
sévere, suspicion de purpura |3 60 55
thrombopénique idiopathique |7 ¢,
(34) ; 5o
- Suspicion de leucémie promyélo- g 33
cytaire, syndrome de coagulation | g 30
intra-vasculaire disséminée (28) ; 220
-Pancytopénie ou cytopénies | £ 10 5 6
importantes (28) ; 5 o
- Suspicion de lymphome de haut = <200 200 - 400 400 - 600 > 600
grade, de lymphome de Burkitt Nombre de cellules
(20) ;
- Leucémie aigué hypercytaire, Fig. 4 - Nombre de cellules comptées pour un myélogramme.
hyperleucocytose (20) ;
- Agranulocytose (18) ;
- Suspicion de myélome (en parti- 80 o
culier en cas d’insuffisance . 70
rénale concomitante) (13) ; -% 60
- Suspicion de métastases (11) ; © 50
- Suivi thérapeutique (quinzieme %
jour du traitement d’induction | g 40
en cas de leucémies...), suspi- o 30
cion de rechute (10) ; '§ 20
- Prélévement pédiatrique (3) ; |2 o 6
- Présence de cellules anormales 2 2
sanguines (2). 0 <2 234 547 >7
Nombre de frottis
Trois laboratoires réfutent toute

urgence, indiquant la «non-
urgence » ou I'urgence relative du
myélogramme. Un centre a mentionné ne pas effec-
tuer cet examen durant la nuit.

C) Analytique

Le myélogramme est analysé dans tous les cas par
un biologiste expérimenté. Un examen microsco-
pique initial par un technicien (13 centres) et/ou par
un interne « niveau 2 » (32 centres) est effectué dans
34 laboratoires (Figure 3), suivi dans tous les cas
d’une vérification par un biologiste spécialisé qui
rend le résultat et 'interprétation définitive. Dans 39

Fig. 5 - Nombre de frottis examinés lors de la lecture du myélogramme.

laboratoires, I’analyse est réalisée d’emblée par le bio-
logiste (senior ou assistant), un controle systématique
n’étant qu’assez rarement pratiqué par un autre bio-
logiste (29 centres, et uniquement pour les cas diffi-
ciles ou les diagnostics initiaux pour 22 centres). Une
double lecture est donc effectuée, systématiquement
ou occasionnellement, dans 51 laboratoires.

Le nombre de cellules observées n’a pas été évalué
dans ce questionnaire (mais renseigné dans 94 % des
cas). Le nombre de cellules comptées varie de 100 a
500 ou plus : au minimum 100 pour 5 biologistes, 200
pour 21 biologistes, 300 pour 18 biologistes, 400 pour

-10 -
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16 biologistes, 500 ou plus pour 19 biologistes
(Figure 4). Tres souvent, les laboratoires qui comp-
tent 200 a 300 cellules en dénombrent plus (jusqu’a
500) si un diagnostic d’hémopathie est envisagé ou
bien pour quantifier une dysmyélopoiéese. Deux labo-
ratoires comptent jusqu’a 1 000 cellules.

Le nombre de frottis examinés est variable selon
les laboratoires : le plus souvent 2 (36 réponses)
voire 3 (22), plus rarement 4 (10) ou 5 ou plus (8)
(Figure 5). Un laboratoire examine systématique-
ment tous les frottis. De nombreux laboratoires
observent I’ensemble des frottis si une localisation
métastatique est suspectée ou pour rechercher un
envahissement lymphoide anormal. Un laboratoire
examine systématiquement un « grumeau » écrasé
associé aux frottis.

La cellularité du prélevement est appréciée ou
évaluée de maniere hétérogene d’un laboratoire a
l'autre. La majorité (52/74 laboratoires) mentionne
explicitement la richesse par un qualificatif (« déser-
tique » a « trés riche ») soit comme unique commen-
taire (24), soit associ€é a un systeme de gradation
allant de 1 a 5 (18) ou de + a +++ (13). Un labora-
toire observe le tapis d’hématies pour évaluer sa
richesse ; un autre ne I’évalue pas.

La richesse en mégacaryocytes sur un frottis est
estimée quantitativement par la grande majorité des
participants, avant tout sur sa totalité, rarement par
champ microscopique. Un laboratoire répond en
grades, un autre ne les compte pas. La richesse nor-
malement attendue est variable : entre 5 et 10 méga-
caryocytes sur la totalité du frottis (18 réponses),
entre 10 et 20 (12), entre 20 et 30 (19), entre 30 et
40 (11), plus de 40 (3) ; par champ microscopique
au grossissement x10, entre 1 a 2 mégacaryocytes
(1), entre 32 4 (4).

La présence de cellules rares ou extra-hémato-
poiétiques est également indiquée de maniéere hété-
rogene. Soixante-sept laboratoires précisent la pré-
sence de mastocytes avec une appréciation
semi-quantitative et leur dystrophie éventuelle, 48
mentionnent I’existence d’histio-

Myélogramme l

poiétiques et riche en adipocytes », souvent lié¢ a une
aspiration proche du périoste. En réalité, toutes ces
cellules ne sont pas systématiquement mentionnées
mais elles le sont, en revanche, si leur présence est
significative ou pathologique. Trente-huit réponses
positives ont été obtenues pour les cellules non
hématopoiétiques (cellules métastatiques, cellules de
surcharge) mais il est évident qu’il existe un biais
dans la réponse et on peut considérer que tous les
laboratoires observant ces cellules les mentionne-
raient (question précise non posée).

Concernant la dysmyélopoiése, celle-ci est men-
tionnée par 51 laboratoires, souvent avec une appré-
ciation qualitative, et 17 la quantifient. Dix-huit labo-
ratoires n’évaluent pas la dysmyélopoiéese de maniere
détaillée.

Enfin, il était demandé aux praticiens s’ils consi-
déraient le myélogramme comme un examen quan-
titatif ou qualitatif : il est percu comme essentiellement
qualitatif par 49 participants (68 %) et 22 associent
les critéres quantitatifs et qualitatifs ; seul un labora-
toire estime le caractére quantitatif comme étant pré-
pondérant.

D) Délai de rendu et présentation
du compte-rendu de ’analyse

Les délais moyens de rendu des résultats sont
variables, allant de la demi-journée a plus de 2 jours.
La majorité des laboratoires (52) rendent les résul-
tats dans les 24 heures et seulement 15, au-dela de la
journée (Figure 6). Tous les laboratoires (74) télé-
phonent les résultats urgents mais I’appel n’est tracé
dans le systéme informatique du laboratoire que
pour seulement 42 d’entre eux. Les diagnostics télé-
phonés sont, a peu de chose pres, les mémes que
ceux mentionnés comme €tant urgents a réaliser.
Sont mis en exergue, en revanche, les nouveaux
diagnostics, les rechutes, les diagnostics non suspec-
tés ou inattendus et les diagnostics rares. Vingt-qua-
tre laboratoires indiquent ne jamais tracer ces

appels.

cytes / macrophages avec une
appréciation quantitative et un 30

commentaire en cas de suspicion g -
de syndrome d’activation macro- o

phagique, et 42, celle d’ostéo- |8 20
clastes ou ostéoblastes. Les cel- | 15
lules graisseuses ou endothéliales E 10
sont signalées par une minorité £ s
de laboratoires, 26 pour les adipo- 2

cytes et 15 pour les cellules endo-
théliales, mais surtout dans un
contexte de moelle « graisseuse »,

Dans la
demi-journée

Dans la 24 h 48 h
journée

>48 h

Délai de réponse

trés pauvre en cellules hémato-

Fig. 6 - Délai de rendu de I'examen.
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Les valeurs de référence sont le plus souvent celles
préconisées par la Société Francaise d’Hématologie,
mais il n’y a pas eu de questions sur leur adéquation
avec I’expérience des cytologistes.

Seize laboratoires recourent a la codification de
I’Association pour le Développement de I'Informa-
tique en Cytologie et en Anatomie Pathologique
(ADICAP) (version du GFHC adaptée a I’hématolo-
gie) pour indiquer le diagnostic et 5 la mentionnent
explicitement sur le compte rendu. Cinquante-deux
laboratoires ne I'utilisent pas. Afin d’harmoniser les
conclusions de 'analyse du myélogramme, la consti-
tution, d’une part d’un catalogue de commentaires
standardisés et validés par le GFHC et d’autre part,
d’un thésaurus de diagnostics serait jugée utile par la
trés grande majorité des participants, respectivement
par 65 (87 %) et 72 (95 %) d’entre eux ; il en est de
méme, pour la création d’une base de données
bibliographiques (accessible en ligne sur le site du
GFHC) relatives aux myélogrammes et concernant
les techniques et les valeurs de référence.

E) Archivage

Les résultats sont systématiquement archivés sur le
serveur informatique du laboratoire (74 réponses) ;
dans certains centres (29), ils le sont également sous
le format papier (parfois avec une durée limitée),
mais toujours associés a ’archivage informatique.
Certains laboratoires conservent parfois des feuilles
de paillasse ainsi que des brouillons. Certains établis-
sent des résultats sous le format pdf (3) ou des micro-
fiches (1) ou bien les recopient sur une fiche carton-
née (1). Parfois (3), des photos sont associées (fichier
ou appareil de numérisation associ€é au compteur
automatisé, DM96). La durée de conservation des
archives est tres hétérogeéne selon les centres partici-
pant a 'enquéte : 5 ans (4), 10 ans (11), 20 ans (7),
30 ans (3), illimitée (39).

Les frottis médullaires sont conservés selon des
modalités diverses : dans des boites en carton, des
pochettes, des caisses, des classeurs (« lamotheque »).
Trois centres congelent ; un emballe sous vide des
lames. Dans la plupart des centres, les lames obser-
vées sont ensuite dégraissées, 20 centres les montent
avec une lamelle collée. Un centre ne conserve pas
de frottis, 20 ne conservent que les étalements patho-
logiques. La durée de conservation des frottis est tres
variable, conditionnée en partie par ’espace de
stockage : 2 ans (3 laboratoires), 5 ans (4), 10 ans (8),
20 ans (15), 25 ans (3), 30 ans (7), illimitée (21), pas
de réponse (13). Le nombre de frottis conservés varie
aussi beaucoup (de 2 a tous). De nombreux labora-
toires gardent les documents associés (sang, cytochi-
mies, adénogramme éventuel,...) mais souvent que
s’ils sont pathologiques (sinon ils sont jetés). Des frot-

tis médullaires non colorés sont gardés par tout le
monde (70), 1a aussi sur une période de temps varia-
ble : 7 jours (7), 1 mois (8), 2 mois (3), 3 mois (10),
6 mois (9), 1 an (10), 2 ans (6), 5 ans (4), 10 ans (3),
20 ans ou illimité (10), pas de réponse 4. Quelques
rares centres gardent aussi des frottis sanguins non
colorés.

F) Accréditation

L’enquéte indique que peu de laboratoires (6)
sont déja accrédités pour le myélogramme (Assis-
tance Publique des Hopitaux de Marseille [APHM ]
en 2006, CH de Valenciennes en 2013, CHU de Nice
en 2014, CH de Saint-Malo en 2015, CHU de Caen et
de Lille en 2015). Quelques laboratoires envisa-
geaient de présenter le myélogramme a 'accrédita-
tion en 2016 mais la plupart a reporté cette présenta-
tion au-dela de cette date, en raison méme de
I’attente d’un document émanant du GFHC.

La grande majorité des laboratoires ne dispose pas
d’un controle interne de qualité (CIQ). La pratique
d’un CIQ n’est effectuée que par quelques labora-
toires, surtout ceux des CHU, en particulier pour
vérifier la concordance des résultats lorsque plusieurs
cytologistes participent a ’activité (CHU de Nancy,
de Nice...). Plusieurs réseaux inter-laboratoires (a la
limite entre CIQ et évaluation externe de la qualité
[EEQ]) se sont également constitués, a dimension
régionale le plus souvent : région Poitou-Charentes
(CHU de Poitiers, CH d’Angouléme,...), région
PACA (APHM, Institut Paoli-Calmettes, CH d’Avi-
gnon...), région centre (CHU de Limoges, labora-
toires privés), région Grand Ouest (groupe HUGO :
CHU de Brest, d’Angers, de Nantes, de Rennes, de
Tours, CH d’Orléans, CH du Mans,...), région Hauts-
de-France (CH de Valenciennes, de Roubaix, CHU
de Lille, Hopital Saint-Philibert de I'Institut Catho-
lique de Lille), région Grand Est (CHU de Reims, de
Nancy, de Strasbourg). Ces échanges bénéficient
d’une tres forte adhésion de la part des participants.

Bien que théoriquement obligatoire, une minorité
de laboratoires participe a un EEQ. Actuellement, plu-
sieurs EEQ) sont proposés mais 3 sont utilisés en pra-
tique (Association Biologie Prospective-CTCB, 4 dos-
siers annuels : 6 participants a cette enquéte ; association
Biologie Praticienne, 6 dossiers annuels : 31 partici-
pants ; Controle National Belge : 1 dossier annuel, 4 par-
ticipants). Des échanges externes d’avis entre biologistes
et experts peuvent étre utilisés également et font partie
intégrante de ces exercices (réseau ANDRAL proposé
par le GFHC par exemple, 2 réponses).

Concernant les conditions « minimales » d’habili-
tation d’un biologiste a la lecture du myélogramme,
la quasi-unanimité des participants a ’enquéte fixe a
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au moins une lecture quotidienne pour considérer
le test comme faisant partie des habitudes. Pour les
indications « difficiles » (fréquentes en CHU), une
expérience de plusieurs années est recommandée.
Pour les indications « plus courantes », une majorité
des participants estime nécessaire une expérience de
plusieurs mois avec une adhésion réguliere a des ate-
liers ou a des confrontations cytologiques. Des ateliers
de morphologie existent, présentiels ou a distance via
des échanges numérisés, et sont parfois proposés dans
le cadre du DPC (actions du GFHC, du College des
Hoépitaux Généraux, Belgique...). Certains utilisent
aussi des boites de frottis préparés. Enfin, il existe des
sites virtuels d’apprentissage (Hematocell®, Tribvn®,
par exemples). Aprés la formation initiale (au cours
de l'internat), un tutorat de plusieurs mois avec un
senior, avec lecture en double et contre signature des
examens, est mentionnée. L’utilisation d’un micro-
scope multitéte est alors appropriée selon les quelques
laboratoires possédant un tel équipement. Quelques
participants soulignent que la participation aux CIQ
et EEQ fait partie de la formation.

G) Cotation

Le myélogramme est actuellement coté B100
(B=0,27€ pour les départements métropolitains,
0,31 € pour les Antilles, 0,33 € pour la Guyane et
la Réunion ; soit 27 € en métropole) et B2000
(B =0,032613, soit 65 €) en Belgique. Excepté deux
laboratoires estimant cette cotation suffisante, I’en-
semble des participants la désapprouve eu égard au
temps pass€ et le niveau d’expertise requis pour cet
examen, sa discussion fréquente avec les prescrip-
teurs, la demande éventuelle de relecture, etc. Cer-
tains insistent sur la nécessité de désormais complé-
ter la lecture par une quantification précise de
cellules (par exemple, I’Organisation Mondiale de la
Santé [OMS] et le Groupe Francais des Myélodyspla-
sies [GFM] préconisent la lecture de 500 cellules
pour quantifier les blastes), par une description pré-
cise de la dysplasie (OMS et GFM : 10 % de cellules
anormales pour affirmer une dysplasie). L’inclusion
dans des protocoles thérapeutiques requiert souvent
une lecture précise des anomalies, avec discussion
consécutive lors des réunions de concertation pluri-
disciplinaire avec les cliniciens, ce qui majore le
temps consacré a cet examen. Une relecture est par-
fois demandée (discordance avec la clinique, appari-
tion de données cliniques nouvelles, rechute d’hémo-
pathies...) et elle n’est pas cotée. La cotation B50 en
suivi est jugée non adaptée. Les propositions de cota-
tion du myélogramme varient entre B200 et B500.

Concernant le prélevement médullaire, les cota-
tions Kb pour la ponction-aspiration et K30 pour la
biopsie ostéo-médullaire devraient aussi étre revalori-
sées pour les 5 participants ayant abordé ce point.

Myélogramme l

Plusieurs laboratoires ne cotent pas cet acte. En fait,
ce mode de cotation n’existe plus et la codification
de l'acte est réalisée aujourd’hui via un logiciel
CCAM qui code les actes de myélogramme avec les
codes FDHBO0O1 (aspiration simple a 9,60 €),
FDHBO002 (BOM 4 62,07 €), FDHB003 (ponction de
moelle osseuse pour myélogramme et analyses bio-
logiques dans plusieurs territoires sous anesthésie
générale, par voie transcutanée a 58,28 €)
[https://www.ameli.fr/accueil-de-la-ccam/trouver-
un-acte/par-code.php].

H) Suggestions /commentaires libres
des participants a 'enquéte

Une réflexion, d’une part sur la présentation du
compte rendu (voire I’établissement d’un modéle),
et d’autre part, sur la dénomination des cellules blas-
tiques, est souhaitée par plusieurs participants. Elle
sera abordée, pour le premier point dans un docu-
ment de synthése (prévu pour 2018) tirant parti de
cette enquéte ; le second point sera précisé dans un
texte de standardisation du GFHC (2).

Un modele de protocole pour comparaison de
méthode (Cofrac) est suggéreé : il serait effectivement
pertinent de s’assurer que les seuils de 1 %, 5 %,
10 %, 20 % utilisés pour classer les hémopathies
soient vérifiés en pratique. La suggestion est retenue
et fera 'objet d’une réflexion ultérieure, déja abor-
dée par quelques centres (CHU de Limoges, de
Nancy par exemple).

1) Points techniques

® Proposition d’un protocole de séchage des
lames : ce point sera traité dans un document de
recommandations prévu pour 2018.

e Standardisation de la coloration MGG : point
crucial, mais spécifique. Ne fait pas I’objet de
cette enquéte.

® Matériel utilisé (trocarts) et procédure de préle-
vement : ceci sera abordé dans le document de
recommandations prévu pour 2018.

2) Perspectives

e Faire le méme type d’enquéte pour les adéno-
grammes : point spécifique, non prévu a court
terme.

® Proposer une standardisation pour l'interpréta-
tion de la coloration de Perls et le décompte des
sidéroblastes : point spécifique, non envisagé a
court terme.

e Réaliser un atlas en ligne, en particulier pour la
dysmyélopoiese : le document de synthese prévu
pour 2018 proposera des images pour la richesse.
Des documents en ligne concernant les dyspla-
sies existent déja, en particulier ceux proposés
par le GFHC ou le GFM.
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® Proposer un document de standardisation des
termes et commentaires : ceci sera effectué dans
un document de synthése prévu pour 2018.

e Faire relire les propositions établies par des clini-
ciens : procédure déja utilisée lors de la rédaction
des précédents textes de recommandation du
GFHC.

I) Discussion

Nous rapportons une enquéte des pratiques
concernant la réalisation du myélogramme en
France et en Belgique. Elle a permis de connaitre les
modalités de son exécution, en 2015. Elle a été ini-
tiée par le GFHC dans le but de préparer ultérieure-
ment un document le plus consensuel possible pro-
posant des recommandations sur cet examen afin de
préparer au mieux le dossier d’accréditation des
laboratoires (norme ISO EU 15189). Cette enquéte
a été réalisée grace au volontariat des membres du
GFHC. La participation de 74 centres (103 partici-
pants) témoigne de I'intérét des cytologistes pour cet
enjeu et de leurs attentes relatives a des documents
de standardisation. En revanche, elle ne reflete que
le point de vue des participants « volontaires » (le
GFHC comptait 234 membres en 2015) et ne peut
pas étre considérée comme une statistique rigou-
reuse, méme si les plus impliqués ont quasiment tous
répondu (les 234 membres du GFHC ne lisent pas
tous les myélogrammes).

Le GFHC compte avant tout des praticiens travail-
lant dans le secteur hospitalier. Le fait que 72 des
laboratoires fassent partie des centres hospitaliers
était un biais attendu, la plupart (49) ayant une acti-
vité importante en cytologie. Comme supposé, la
grande majorité des participants examine des frottis
réalisés apres aspiration (seringue montée sur un tro-
cart) et colorés suivant le protocole MGG. Les recom-
mandations a venir devront tenir compte de cette
modalité largement répandue. Un complément d’in-
vestigation pour la recherche de sidéroblastes anor-
maux (coloration de Perls) est tres fréquent et il
pourrait faire I’objet d’une réflexion ultérieure car le
résultat de ce test fait partie de I'interprétation finale.
Le prélevement de moelle osseuse est réalisé soit par
le laboratoire, soit dans une autre unité. Ce point est
crucial car il sous-entend une difficulté a maitriser les
conditions pré-analytiques pour une « moitié » des
centres et tout particulierement les modalités d’ache-
minement du produit biologique vers son lieu d’ana-
lyse. Si la durée du transport n’est pas critique ou
d’une importance majeure pour I’examen médul-
laire, en revanche la maniére dont sont identifiés les
frottis est cruciale. Or, on note une diversité impor-
tante dans les pratiques, la plupart des frottis étant
identifiés au crayon sur la partie dépolie de la lame.
Mais les boites de conditionnement ne sont pas for-

cément étiquetées et, parfois, les frottis sont mis « en
vrac » dans des pochettes. Il y aura la un point d’amé-
lioration potentielle, en particulier dans une
démarche d’accréditation.

Il est plus inattendu de constater que deux tiers
des centres recoivent, en plus des frottis, de la moelle
liquide (parfois dénommée « sang / suc médul-
laire »), particulierement utile lorsqu’il faut réaliser
des cytochimies complémentaires (préparation de
frottis supplémentaires) et, surtout, un immunophé-
notypage permettant de préciser le diagnostic. 1l
pourrait étre proposé de généraliser cette association
(frottis + tube EDTA) en laissant le libre choix au
laboratoire de pratiquer un phénotypage complé-
mentaire, en accord avec le prescripteur.

Les indications urgentes ont été bien ciblées par
les participants. Cette notion « d’urgence » est sou-
vent floue et difficile a théoriser. Or, il apparait ici
quelques indications majeures : présence de blastes
dans le sang périphérique, suspicion d’hémopathie
aigué (en particulier de leucémie promyélocytaire),
exploration d’une thrombopénie profonde, suspi-
cion de syndrome d’activation macrophagique, cyto-
pénies plus ou moins associées et séveres. Bien
entendu, il est difficile de proposer une liste limita-
tive, au sens strict, mais la confrontation de I’expé-
rience des « habitués » du myélogramme permet de
dégager une liste permettant de limiter les demandes
des prescripteurs (case « urgent » cochée systémati-
quement sur la pochette de tout myélogramme, par
exemple !). Ce concept d’urgence sera a discuter au
sein du futur groupe de travail et a clarifier pour éta-
blir des recommandations.

Il reste indispensable que le myélogramme soit lu
par un cytologiste expérimenté. Si c’est le cas, une
relecture ne s’impose pas. Le nombre de cellules a
compter est souvent fixé arbitrairement a 500 mais
I’expérience indique que ce n’est pas un pré-requis.
En revanche, certains textes de recommandation
indiquent cette valeur pour la détermination des
blastes (OMS 2008), en particulier dans le cadre des
syndromes myélodysplasiques. L’hétérogénéité des
réponses concernant I’estimation de la cellularité du
frottis et de sa richesse en mégacaryocytes plaide en
faveur de la réalisation de documents référentiels.
Des planches photographiques pourraient étre utiles
pour tenter une standardisation inter-laboratoires et
pourraient étre mises en ligne sur le site du GFHC.
La dispersion des réponses relatives au nombre de
cellules comptées (lui-méme différent du nombre de
cellules observées), au nombre et a la nature des frot-
tis évalués (étalement, grumeau écrasé...), a la
maniere d’évaluer puis d’exprimer la cellularité du
frottis, son abondance en mégacaryocytes... mon-
trent bien I'utilité du futur groupe de travail pour
coordonner les efforts !
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Les modeles de comptes rendus fournis par les
participants restent, de maniere attendue, assez simi-
laires. Les items devant obligatoirement y figurer
feront1’objet d’'une prochaine publication de recom-
mandations. Des modeéles de commentaires, de diag-
nostics, de documents de référence..., cooptés par le
GFHC, sont souhaités par la quasi-unanimité des par-
ticipants a 'enquéte. La rédaction de descriptifs est
en cours, avec un format permettant de les informa-
tiser sous forme de codes ou de menus déroulants
pouvant étre exportés a I’ensemble de la commu-
nauté biologique. La codification diagnostique existe
déja sous forme d’un thésaurus proposé par I’ADI-
CAP et régulierement remanié (1995, 2001 et 2015
en finalisation prévue en 2018). La derniére version
de la codification ADICAP figure sur le site du GFHC
etune publication « papier » est prévue, dans un for-
mat consultable a la paillasse.

La phase d’accréditation actuelle oblige a tracer les
renseignements fournis, en particulier la communi-
cation téléphonique des résultats. Au vu de cette
enquéte, l'attitude des biologistes devra étre plus
stricte, quitte a transmettre des non-conformités aux
prescripteurs si les renseignements sont incomplets.
En revanche, I’archivage illimité sur le systéeme infor-
matique du laboratoire semble déja acquis pour la
quasi-totalité des confréres. Un flou persiste sur la
nature des frottis a conserver. Le groupe de travail du
GFHC devra statuer sur ce point, en accord avec les
textes juridiques. En attendant, il semble nécessaire
de conserver au moins 20 ans les frottis colorés, d’une
maniére ou d’une autre.

Myélogramme l

Pour le myélogramme, les exigences de la norme
15189 semblent bien en avance sur les conditions
réelles de pratique de la plupart des biologistes. La
notion d’habilitation reste mal définie pour cet exa-
men de seconde ligne, et ’obligation de participa-
tion a des CIQ et EEQ se heurte a 'absence de pro-
cédures définies et de tests de controle disponibles.
Cette carence en controle commence a étre prise en
compte par des organismes avec des modalités
diverses : tests proches de la vie réelle (Association
de Biologie Praticienne) ou bien controle de qualité
analytique strict (Biologie Prospective). Le GFHC a
initié un travail de réflexion sur ’organisation d’un
tel EEQ pour le proposer a la communauté. Un
controle national existe déja en Belgique (110 parti-
cipants) avec une forte adhésion des praticiens. Il y
a probablement beaucoup a apprendre de cette ini-
tiative.

II. - CONCLUSION

Cette enquéte des pratiques a permis d’objectiver
les points forts/faibles des morphologistes franco-
phones concernant la réalisation d’'un myélogramme.
Deux groupes de travail, rassemblant 56 volontaires,
ont été constitués pour proposer des recommanda-
tions, tenter une standardisation et mettre au point
un test de controle. Les réponses des participants a
cette enquéte des pratiques permettront de mieux
adapter les futures propositions.
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PARTICIPATION A L’ENQUETE

Les réponses ont parfois été collégiales
pour un centre donné. Les biologistes
ayant répondu a I’enquéte du GFHC
sont (par ordre alphabétique arbi-
traire) :

Isabelle AMOUROUX (Rambouillet)

Elisabeth ANDRE-KERNEIS (Avignon)

Valérie ANDRIEU (Bichat-Claude
Bernard, Paris)

Anne ARNAUD (Nimes)

Maud ARPIN-BONNET (Marseille)

Cédric AUMONT (Bicétre)

Véronique BACCINI (Aix-en-Provence)

Bouchra BADAOUI (Créteil)

Francois BAILLY (Dijon)

Brigitte BARDET (Bourg-en-Bresse)

Valérie BARDET (Cochin, Paris)

Lucile BASEGGIO (Lyon)

Céline BEHIER (Angouléme)

Adelkader BELMEKKI (Rabat, Maroc)

Yaél BERDA-HADDAD (Marseille)

Cécile BOSSARD (Lyon)

Eléonore BOTTON (Pontoise)

Sabrina BOUYER (Poitiers)

Caroline BRET (Montpellier)

Audrey BRIGNOU (Lannemezan)

Chantal BROUZES (Necker, Paris)

Caren BRUMPT (Lariboisiere, Paris)

Sophie BRUN (Nimes)

Caroline BUORS (Brest)

Béatrice CARON-SERVAN (Pontoise)

Sylvain CAU (Saint-Brieuc)

Bernard CHATELAIN (Namur,
Belgique)

Marc CHATELAIN (Namur, Belgique)

Jean-Francois CLASSEN (Arlon,
Belgique)

Valérie COIGNARD (Saint-Malo)

Edouard CORNET (Caen)

Jill CORRE (Toulouse)

Jean-Paul COUAILLAC (Cahors)

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

(1) Lee SH, Erber WN, Porwit A, Tomonaga
M, Peterson LC ; International Council
for Standardization in Hematology. ICSH
guidelines for the standardization of
bone marrow specimens and reports. Int
J Lab Hematol 2008 ; 30 : 349-64.

Francoise COURTIER (Valence)

Sylvie DALIPHARD (Rouen)

Marie DAUTEL (Cholet)

Agathe DEBLIQUIS (Mulhouse)

Anne DELAVAL (Aulnay-sous-Bois)

Véronique de MAS (Toulouse)

Frédérique DUBOIS (Toulouse)

Alice EISCHEN (Strasbourg)

Vincent ESTEVE (Orsay)

Odile FENNETEAU (Robert Debré,
Paris)

Vincent FOISSAUD (Clamart)

Nicolas FREYNET (Créteil)

Julie GAGNANT (Vichy)

Anne-Cécile GALOISY (Strasbourg)

Francine GARNACHE-OTTOU
(Besancon)

Franck GENEVIEVE (Angers)

Luc-Marie GERLAND (Lyon)

Sandrine GIRARD (Lyon)

Julien GOUSTILLE (Saint-Malo)

Charlotte GROSDIDIER (Marseille)

Philippe GUEUDET (Perpignan)

Eric GUIHENEUF (Amiens)

Julien GUY (Dijon)

Ines HARZALLAH (Mulhouse)

Jean-Pierre HURST (Le Havre)

Sophie IQUEL (Orléans)

Nathalie KERGOAT (Brest)

Véronique KIRCHGESNER
(Chalon-sur-Saone)

Sébastien LACHOT (Tours)

Carinne LAFON (Reims)

Bruno LANSON (Pont-I’Abbé)

Héléne LEFRAND (Avignon)

Marthe LE GALL-GODARD (Rennes)

Franck LELLOUCHE (Royan)

Béatrice LELOUP-POILANE
(Saint-Brieuc)

Pierre LEMAIRE (Le Mans)

Caroline LEONNET (Marseille)

Jean-Francois LESESVE (Nancy)

(2) Trimoreau F, Galoisy AC, Geneviéve F,
Bardet V, Cornet E, Hurst JP, et al.
Harmonisation of full blood count
reports, recommendations of the French-
speaking cellular haematology group
(GFHC). J Clin Pathol 2017 ; 70 : 395-402.
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Claire LETELLIER (Saint-Brieuc)

Vincent LEYMARIE (Brive-la-Gaillarde)

Daniel LUSINA (Bobigny)

Béatrice LY'SUNNARAM (Rennes)

Gabrielle MAREYNAT
(Clermont-Ferrand)

Jean-Michel MARTELLI
(Meulan-lés-Mureaux)

Valérie MATHIEU (Besancon)

Caroline MAYER-ROUSSE (Strasbourg)

Lofti MEHIAUOI (Lille)

Alexandra MEYER (Nancy)

Laurie MONNIER (Strasbourg)

Annie MOTARD (Fréjus-Saint-Raphaél)

Mélanie PANNETIER (Reims)

Benoite PEREZ (Le Mans)

Marie PICQUE (Melun)

Géraldine PROTON (Elbeuf-Louviers)

Stéphanie POULAIN (Valenciennes)

Claude PREUHOMME (Lille)

Sandrine PUYRAIMOND (Besancon)

Emmanuelle RAULT (Tours)

Francois REINS (Saint-Dié)

Bénédicte RIBOURTOUT (Angers)

Mikael ROUSSEL (Rennes)

Francoise SCHILLINGER (Besancon)

Gérard SEBAHOUN (Marseille)

Béatrice SERVAN (Pontoise)

Valérie SOENEN (Lille)

Francoise SOLLY (Saint—Etienne)

Francois SUBIGER (La Roche-sur-Yon)

Isabelle SUDAKA (Nice)

France TEILLET (Colombes)

Catherine TRICHET (Argenteuil)

Franck TRIMOREAU (Limoges)

Xavier TROUSSARD (Caen)

Myriam VASBIEN (Licge, Belgique)

Orianne WAGNER-BALLON (Créteil)

Soraya WUILLEME (Nantes)

Loria ZALMAI (Mulhouse)

Marc ZANDECKI (Angers)



HEMATOLOGIE Myélogramme

Recommandations du GFHC

J.-F. LESESVE!, B. CHATELAIN?, O. WAGNER-BALLON?, F. GENEVIEVE?,
V. LEYMARIE?, O. FENNETEAUS, L. BASEGGIO?, S. GIRARD?, G. SEBAHOUNS?,
M. ZANDECKI4, X. TROUSSARD?, V. BACCINI', K. MALOUM!!, V. BARDET"?,
POUR LE GFHC

RESUME

De 2015 a 2017, le Groupe Francophone d’Hématologie Cellulaire (GFHC) a recensé les pratiques des bio-
logistes, réuni des groupes de travail et émis plusieurs recommandations pratiques pour I’examen « myélo-
gramme ». Outre les examens clairement indiqués comme urgents et justifiés, seront effectués rapidement
les myélogrammes prescrits dans les contextes de blastose sanguine ou suspicion/suivi/rechute de leucémie
aigué ; suspicion de lymphome de haut grade ; suspicion de syndrome d’activation macrophagique ; cytopénie
(isolée ou associée) sévere en particulier thrombopénie inexpliquée, agranulocytose, pancytopénie. Mais,
c’est avant tout au biologiste d’évaluer la notion d’urgence, en concertation avec le prescripteur. Le personnel
préleveur devra étre formé et habilité. Le patient devra étre informé préalablement au geste invasif et son
consentement devra étre obtenu. Les contre-indications au prélevement de moelle osseuse devront étre sys-
tématiquement recherchées. Six a 8 étalements médullaires sur lames (frottis) de qualité seront réalisés. Les
frottis devront tous étre identifiés et transmis au laboratoire dans un conditionnement lui-méme identifié.
On pourra éventuellement joindre aux frottis un prélévement de moelle dans un tube avec anticoagulant
(EDTA), que le laboratoire pourra utiliser a sa convenance. La coloration de May-Griinwald Giemsa (MGG)
est préconisée. La cellularité médullaire sera appréciée semi-quantitativement (désertique, pauvre, diminuée,
normale, augmentée), de méme que les mégacaryocytes (non observés, tres rares, diminués, normaux, nom-
breux, augmenteés). Il n’existe pas de nombre précis de cellules a compter. En revanche, il faut souligner la li-
mite d’un pourcentage donné si le nombre d’événements comptés est faible ; il faut si possible visualiser 400
a 500 cellules sur 2 frottis. Le GFHC recommande une pratique réguliere et la participation a des exercices
de qualité (tests intra-laboratoire, échanges de proximité, inscription a une évaluation externe de la qualité
[EEQ] nationale...). Au minimum, un frottis coloré (MGG) et toutes les cytochimies complémentaires avec,
si possible, un frottis sanguin correspondant, seront archivés pour une durée d'au moins 20 ans. Ces recom-
mandations visent a une bonne pratique de I’examen « myélogramme », dans un souci d’harmonisation in-
terlaboratoire. Elle s’inscrit dans une démarche de « qualité » suivant les préconisations de la norme 15189.

MOTS-CLES : myélogramme, Groupe Francophone d’Hématologie Cellulaire, recommandations.

I. - INTRODUCTION tobre 2015 et regroupant les réponses de 74 labora-
toires / 103 biologistes, le GFHC a constitué un

Dans le cadre de sa démarche actuelle d’harmoni-
sation des pratiques en hématologie cellulaire, le Laboratoires d’Hématologie des centres hospitaliers de

Groupe Francophgm/e d"Hématologie Cellul‘aire Nancy!, Namur-Mont Godinne (Belgique)2, Créteil?, Angers?,
(GFHC) a souhaité établir des recommandations Brive-la-Gaillarde®, Paris-Robert Debré®, Lyon’, Marseille®,

pour la réalisation du myélogramme. Aprés une  Caen?, Pointe-a-Pitre!?, Paris Pitié-Salpétriere!! et Boulogne-
enquéte des pratiques effectuée durant le mois d’oc-  Billancourt!,
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groupe de travail (GT) de 56 cytologistes pratiquant
cet examen afin d’établir des points consensuels ou,
a défaut, de proposer des recommandations, voire
des attitudes innovantes par rapport aux habitudes
traditionnelles. Ces recommandations sont exposées
ci-apres a la communauté biologique.

II. - METHODOLOGIE

Le texte a été élaboré en plusieurs étapes. En mai
2016 a eu lieu la premiere réunion du GT avec rédac-
tion d’une premiere ébauche. Plusieurs sous-groupes
de travail ont été alors formés pour des points plus spé-
cifiques (techniques, cellularité, habilitation). En juin
2016, le texte a été envoyé a 'ensemble des partici-
pants et au bureau du GFHC pour réflexion. Au cours
de I’été 2016, les réflexions des sous-groupes de travail
ont été recueillies avec établissement de propositions
a valider. La deuxiéme réunion du groupe de travail
s’est déroulée en octobre 2016. Le texte émis par les
groupes de travail a été validé. Au cours de I’année
2017, le texte a circulé entre les participants et a été
discuté lors des réunions de bureau du GFHC
(méthode DELPHI). II a été finalisé en janvier 2018.

IIL. - DENOMINATION

Plusieurs dénominations existent pour nommer
I'examen « myélogramme » (« ponction-aspiration
médullaire » par exemple) ou la « biopsie ostéo-médul-
laire » (« ponction-biopsie osseuse » par exemple).
Elles correspondent aux termes anglo-saxons bone mar-
row aspirate et bone marrow biopsy ou trephine/core biopsy.
Les « étalements » de moelle (également nommeés
« sang médullaire » ou « suc médullaire ») sur des
lames sont effectués sous forme de « frottis » (film,
smear, wedge ou spread), et les « appositions de biopsies »,
sous forme « d’empreintes » (biopsy section, imprints). Les
« grumeaux » ou « grains écrasés » correspondent aux
squash ou crush des anglo-saxons (1, 2, 3).

Une ambiguité peut exister entre I’acte (aspiration
ou biopsie, prélevement aux modalités différentes) et
le compte rendu (terme commun pour les deux). Le
renseignement des modalités de ponction sur le
compte rendu écartera tout doute éventuel. Les
recommandations du GFHC concernent les deux
modalités (frottis et empreintes) pour la lecture, mais
seulement ’aspiration pour le prélévement.

Le GT/GFHC recommande les termes « myélogramme »
et « biopsie ostéo-médullaire » pour nommer ces deux actes
avec les termes « frottis » et « empreintes » pour qualifier
les étalements sur lames correspondants (frottis obtenus a
partir d’un myélogramme et empreintes réalisées a partir
d’une biopsie ostéo-médullaire (suggestion non opposable
laissée a Uinitiative de chaque centre).

IV. - INDICATIONS DU MYELOGRAMME
(ET INDICATIONS « URGENTES »)

En théorie, il est difficile de proposer une liste
exhaustive d’indications (1, 3). En tentant de regrou-
per par grands cadres d’explorations, les principales
indications sont les suivantes :

a) Exploration a but de diagnostic d’un dysfonc-
tionnement médullaire (hémopathie bénigne ou ma-
ligne) :

- Exploration de cytopénies (anémies, leucopénies,

thrombopénies) isolées ou non.

- Anomalies de I'hémogramme et/ou présence de
population(s) cellulaires anormale (s) signalée (s)
sur les histogrammes de distributions cellulaires
établis par les appareils d’hématimétrie.

- Exploration d’anomalies morphologiques détec-
tées sur le frottis sanguin et orientant possible-
ment vers un dysfonctionnement d’origine
médullaire.

- Points d’appel cliniques (organomégalie,...) ;
anomalies biochimiques (pic monoclonal d’im-
munoglobulines,...).

- Exploration des réserves en fer médullaire par
coloration de Perls (principalement bilan d’ané-
mie ou suspicion d’un syndrome myélodyspla-
sique) (4).

b) Exploration a but de bilan d’extension ou de
surveillance post-thérapeutique, de suivi de greffe :
Présence d’une pathologie hématopoiétique connue
(suivi, bilan évolutif, évaluation post-thérapeutique) :
hémopathies aigués et chroniques, syndromes myélo-
dysplasiques, néoplasies myéloprolifératives, prolifé-
rations lymphoides et plasmocytaires tumorales,
mastocytose. ..

c) Exploration ou suspicion d’une pathologie
connue d’origine extra-hématopoiétique : métastases,
maladie de surcharge, infections (tuberculose, leish-
maniose)...

d) Bilan pré-greffe (donneurs et/ou receveurs)
(hors procédures spécifiques de type « qualification
du don », controle de qualité des greffons des centres
de thérapie cellulaire).

Il est nécessaire de rappeler que certaines prescrip-
tions sont injustifiées : anomalie ponctuelle d’un
hémogramme (en I’absence de contexte clinique sug-
gestif d’'un retentissement médullaire), anomalie
quantitative de I’hémogramme sans revue préalable
du frottis sanguin associé (par exemple, parasitose
non recherchée), diagnostic de pathologies pour les-
quelles des explorations périphériques sont plus per-
tinentes (diagnostic moléculaire possible), explora-
tion d’artéfacts (fausses thrombopénies, neutropénies
par déficit en peroxydase par exemple), bilan systé-
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matique d’anomalies sans diagnostic médullaire per-
tinent attendu (suivi de gammapathie monoclonale
d’origine indéterminée...). De méme, lattitude
anglo-saxonne d’effectuer systématiquement une
coloration de Perls lors de tout bilan initial n’est pas
pratiquée en France alors que cette pratique est plus
fréquente en Belgique.

En pratique, il faut admettre que les indications ne
relévent pas le plus souvent du laboratoire qui recoit,
de services de soins, un prélevement médullaire a
analyser. Cependant, I’enquéte des pratiques a per-
mis de recenser les situations auxquelles les biolo-
gistes sont confrontés avec une demande « urgente »
associée a la prescription.

Deux groupes d’indications apparaissent :

a) Avant tout, les blastoses sanguines et les suspi-
cions de leucémie aigué surtout si hyperleucocytaire
(> 50 G/L ou suspicion clinique de leucostase) ; les
suspicions de syndrome d’activation macrophagique ;
les thrombopénies inexpliquées séveres ; les suspi-
cions de leucémie promyélocytaire (CIVD) ; les pan-
cytopénies ou les cytopénies importantes ; les suspi-
cions de lymphome de haut grade (tel que le
lymphome de Burkitt) ; les hyperleucocytoses (> 100
G/L) et les agranulocytoses.

b) Accessoirement (variable suivant les centres) :
les suspicions de myélome (en particulier si insuffi-
sance rénale concomitante) ; les suspicions de métas-
tases ; les suivis de traitement (post-inductions de leu-
cémies...) ; les suspicions de rechute ; les examens
provenant de pédiatrie.

Le libellé « urgent », systématique de la part de cer-
tains prescripteurs, est une dérive abusive qui doit
étre réévaluée. La notion d’urgence (motif et délai
de réponse escompté) est une notion tres dépen-
dante du contexte et du prescripteur, mais aussi du
fonctionnement intrinséque du laboratoire (% jour-
née, journée...). Le niveau réel d’urgence est appré-
cié avant tout par une concertation de qualité avec le
prescripteur qui doit étre encouragée, permettant
d’optimiser la demande du clinicien tout en valori-
sant le travail du biologiste. De plus, certains centres
pourront proposer plusieurs niveaux d’urgence selon
les périodes de gardes et jours fériés et activité de
semaine en fonction des habitudes locales et de la
présence d’un cytologiste durant ces périodes. Dans
ce cas, un contrat est a définir avec les services cli-
niques pour précisions.

Le GT/GFHC recommande d’effectuer sans délai, outre
les examens clairement indiqués comme « urgents » et jus-
tifiés, les myélogrammes prescrits dans les contextes sui-
vants : blastoses sanguines ou suspicion/suivi/rechute de
leucémies aigués ; suspicion de lymphome de haut grade ;

Myélogramme l

suspicion de syndrome d’activation macrophagique ; cyto-
pénies (isolées ou associées) séveres en particulier throm-
bopénie inexpliquée, agranulocytose, pancytopénie. Mais,
avant tout, le GFHC recommande de laisser Uinitiative au
biologiste d’évaluer la notion d’urgence, en concertation
avec le prescripteur (dialogue clinico-biologique, accord
professionnel fort).

V. - PRE-ANALYTIQUE
A) Prélevement médullaire

Il conditionne la qualité de 'interprétation de
I’examen et le laboratoire en est responsable. L’en-
quéte du GFHC a constaté qu’une moitié des préle-
vements de moelle osseuse échappe aux biologistes
en étant réalisés hors de I'’enceinte des laboratoires,
par des préleveurs hétérogeénes (médecins ou phar-
maciens, seniors ou internes, les modalités pouvant
étre cumulées dans un méme centre). Une anesthé-
sie n’est pas systématiquement pratiquée. Méme si
I’étape pré-analytique lui échappe, le laboratoire
devra s’assurer de sa maitrise correcte par les préle-
veurs (contrat clinico-biologique (1, 5)).

Le GT a émis les propositions suivantes (unique-
ment pour le myélogramme par aspiration) :

1) Formation - habilitation

L’ensemble des internes de biologie médicale
pourra étre sensibilisé a la technique du prélevement
de moelle osseuse durant leur(s) stage(s) dans un
laboratoire. Concernant les services cliniques, cette
formation est laissée a la responsabilité des poles et
unités cliniques. Un document de formation devra
étre proposé (procédure d’habilitation). Le nombre
de ponctions observées et effectuées par un interne
pendant la période de tutorat est laissé a 'apprécia-
tion de chaque centre. Une mention accessoire de
tutorat supplémentaire pour la réalisation des étale-
ments pourra étre proposée. En plus de ’habilitation
nécessaire aux internes de biologie issus de la filiere
médicale vient s’ajouter, pour celle des internes ori-
ginaires de la filiére pharmaceutique, une attestation
a transmettre a I’Agence Régionale de Santé, afin
d’obtenir une capacité de préléevement correspon-
dant aux ponctions médullaires, avec un nombre
minimal de 20 ponctions. Les seniors devront eux
aussi étre habilités a ce geste. Cela nécessite d’avoir
précédemment répondu aux criteres de la grille de
formation des internes (pour les praticiens récem-
ment nommés) ou bien d’avoir pratiqué en double
avec un autre senior plusieurs ponctions sternales
et/ou iliaques. Le nombre sera a définir localement
pour chaque centre. Un document devra étre rédigé
confirmant cette habilitation au geste (si possible en
le prouvant). Il devra étre mentionné avoir eu la
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connaissance des textes légaux (Journal Officiel des
4/11/2005, 3/1/2006 et 23/6/2009, textes relatifs
aux prélevements effectués par les pharmaciens bio-
logistes (6-8)). Il n’est pas utile de différencier une
habilitation pour une ponction iliaque et sternale ;
en revanche, I’expérience pratique des deux modali-
tés est requise.

2) Accueil du patient au laboratoire

L’information préalable du patient est impérative
pour obtenir son adhésion a la ponction de moelle
osseuse et limiter le caractére anxiogene de celle-ci.
On peut conseiller de distribuer une fiche d’informa-
tion destinée au patient. Pour un sujet mineur ou
sous curatelle, la personne légalement responsable
doit étre avertie. Le patient devra avoir connaissance
de I'indication du myélogramme et du contenu de sa
prescription (hémogramme, immunophénotypage,
cytogénétique, biologie moléculaire,...). Son consen-
tement devra étre obtenu oralement (et enregistré
selon les procédures locales, comme une case a
cocher sur le bon de demande par le prescripteur).
Un consentement écrit n’est pas actuellement une
obligation. Pour une ponction médullaire réalisée
dans un service clinique, le biologiste s’assurera avant
celle-ci que I'information correspondante a bien été
faite par le médecin prescripteur et comprise par le
patient (contrat clinico-biologique).

Lors de I’accueil du patient au laboratoire, la véri-
fication de son identité, la rédaction d’un bon de
demande et l'enregistrement informatisé de la
consultation devront étre pratiqués selon les procé-
dures locales habituelles. Apres la ponction, un docu-
ment de « tragabilité » pourra étre remis au patient,
mentionnant le nom du préleveur et du senior res-
ponsable, le déroulement de I'acte (« RAS, ponction
blanche, difficulté d’aspiration »,...) ainsi que les
coordonnées du laboratoire en cas de nécessité de
renseignements (par exemple, que faire en cas de sai-
gnement au point de ponction ?). Un questionnaire
de satisfaction du patient a 'issue de la ponction de
moelle osseuse est laissé a I'initiative de chaque labo-
ratoire (non obligatoire, il pourra cependant faire
partie du management de la qualité).

3) Mode opératoire - matériel - manuel de prélevement

Les prélevements de moelle osseuse devront étre
exécutés dans une salle médicalisée (et non pas dans
un bureau de consultation médicale) afin de pallier
immédiatement un incident (malaise, saignement,...).
Il n’est pas recommandé de les réaliser sans la possi-
bilité d’'une prise en charge d’éventuelles complica-
tions immédiates. Des moyens de réanimation sont a

prévoir dans la salle de prélevement (type chariot
d’urgence) ou, de facon plus pragmatique, un « cir-
cuit/schéma » avec des correspondants anesthésistes-
réanimateurs (ou qualifiés équivalents) susceptibles
d’intervenir sans délai en cas de probléeme. Docu-
ment a intégrer dans le chapitre « gestion des
risques » de la politique qualité du laboratoire.

Chaque site devra procéder a la rédaction d’un
mode opératoire enregistré dans son service docu-
mentaire selon les modalités locales. On peut égale-
ment préconiser la rédaction d’une fiche synthétique
figurant dans le manuel de prélévement de I’établis-
sement. Enfin, il est conseillé de disposer, dans la salle
de prélevement, d’une liste de vérification (docu-
ment plastifié ou affiché) afin que le préleveur puisse
s’assurer de la disponibilité de I’ensemble du maté-
riel. Cette liste devra énumérer les matériels a
employer avec leur référence pour simplifier éven-
tuellement leur renouvellement ou leur commande
(matériel de désinfection, solution d’anesthésique,
trocart, lames de verre, nécessaire pour pansements
apres la réalisation du geste, seringues et tubes divers
pour préléevements,...).

4) Précautions et contre-indications

Les contre-indications sont des antécédents de
sternotomie (pour la ponction sternale) et de radio-
thérapie (en fonction du site irradi€), une infection
locale et des troubles importants de I’hémostase (5).

Concernant le risque hémorragique, il n’existe pas
de données claires, ni de recommandations dans la
littérature. Une recherche bibliographique a partir
de PubMed (« bone marrow aspiration/biopsy and hae-
morrhage » ; « anticoagulant » ; « antiplatelet ») fait rete-
nir une incidence des complications hémorragiques
autour de 1/1 000 apres une ponction-biopsie médul-
laire (9). La complication hémorragique est excep-
tionnelle aprés un myélogramme. En revanche, les
saignements aprés une biopsie ostéo-médullaire sont
favorisés par 'hémopathie sous-jacente (thrombopa-
thie des syndromes myélodysplasiques et myéloproli-
fératifs, thrombopénie) et les traitements anticoagu-
lants et/ou antiplaquettaires. Les habitudes sont
variables d’une équipe a I'autre et une enquéte de
pratique serait intéressante.

Dans l'attente, les propositions sont les suivantes :

Le myélogramme peut étre réalisé chez tous les
patients a I’exception de ceux atteints d’hémophilie
ou présentant un déficit sévere connu en facteur de
coagulation (taux < 10 UI/dL) pour lesquels il
convient de contacter le Centre de Ressources et de
Compétences (CRC) Maladies Hémorragiques Consti-

-20-

feuillets de Biologie /N° 342 - MAI 2018



tutionnelles (MHC) (anciennement CRTH). En cas de
traitement anticoagulant a dose curative, il faut de pré-
férence effectuer le geste a distance du pic d’activité
apres la prise de ’anticoagulant, idéalement en rési-
duel, c’est-a-dire juste avant la prise. Pour rappel, le pic
d’activité se situe 2-3 heures apres la prise d’ un anticoa-
gulant oral direct (AOD), 3-4 h apres I'injection sous-
cutanée d’une héparine de bas poids moléculaire
(HBPM) administrée 2 fois/jour, 4-6 h apres 'injection
sous-cutanée d’'une HBPM administrée 1 fois/jour, 90
min apres l'injection sous-cutanée d’héparine cal-
cique. Sous antivitamine K (AVK), un contréle d’ INR
est recommandé (INR < 3 pour le geste). Dans tous ces
cas ainsi que lors de traitement antiplaquettaire, une
compression locale est souhaitable. Le site de ponction
est laissé au choix de I'opérateur. Il faudra surveiller la
constitution d’un éventuel hématome.

En cas de biopsie ostéo-médullaire, il faut considé-
rer cette fois-ci le risque hémorragique (3, 9, 10). 11
convient d’effectuer un interrogatoire (11), de tenir
compte d'un traitement antiplaquettaire et/ou anti-
coagulant, de vérifier ’hémostase (plaquettes, TP,
TCA, fibrinogéne) du patient, de corriger si besoin
les troubles identifiés : plaquettes < 50 G/L, TP
<50 % (INR > 1,5) et de contacter le CRC maladies
hémorragiques constitutionnelles s’il existe un déficit
en facteur de coagulation. En cas de traitement anti-
plaquettaire, le geste est possible sous monothérapie
(aspirine ou clopidogrel), mais dans le cadre d’une
bithérapie, il conviendra d’arréter le second antipla-
quettaire pour ne conserver que l’aspirine (recom-
mandations HAS 2013 (12)). Si le patient est sous
héparine, le délai dépend du type d’héparine et
d’une éventuelle insuffisance rénale : en cas d’hépa-
rines non fractionnées (HNF), I’arrét doit durer
4 heures si la perfusion intraveineuse est continue ;
la derniére injection doit intervenir 12 heures avant
le geste si la voie est sous-cutanée ; en cas d’HBPM, la
derniére injection doit étre réalisée 12 heures avant
le geste si le traitement est préventif et 24 heures
avant si il est curatif (recommandations SFAR 2006
(13)). En cas d’AVK, la derniére prise doit se faire a
J-4 ou J-5 selon le dernier INR, avec un éventuel relai
par héparine avant le geste (HAS 2008 (14)). En cas
d’AOD, la derniere prise intervient a J-3 pour le riva-
roxaban et I’apixaban (J-4, voire J-5 pour le dabiga-
tran) sans relai par héparine avant le geste
(propositions GIHP 2015 (15)). Pour les autres trai-
tements (fondaparinux, danaparoide, argatroban), il
convient de contacter un hémostasien. Si le geste doit
étre effectué en urgence, une prise en charge adap-
tée est a proposer (transfusion plaquettaire, concen-
tré de complexe prothrombinique, vitamine K,
idarucizumab) avec I’aide éventuelle d’'un hémosta-
sien, en évaluant au cas par cas le rapport bénéfice /
risque pour le patient. Apres le geste, une compres-
sion ferme doit étre réalisée et il faut surveiller la sur-
venue d’un éventuel hématome.

Myélogramme l

Il faudra également vérifier 'absence d’allergie
aux produits utilisés, en particulier les anesthésiques
de type xylocaine/lidocaine (sans adrénaline) et dés-
infectants cutanés (produits iodés).

Ces points 2 a 4 pourront étre colligés dans un
document type « revue de prescription ».

5) Mode opératoire

Le mode opératoire devra reprendre, outre des
considérations générales, les modalités d’anesthésie
et de réalisation technique du geste, le choix de tro-
carts adaptés au site de ponction et a I’Age du patient,
la conduite a tenir en cas de difficulté ou d’incident,
I’ordre de réalisation des préléevements en cas
d’échantillons multiples.

Chez I’enfant, la moelle osseuse devra étre préle-
vée prioritairement par ponction dans la créte iliaque
avant la puberté (1, 5, 16) ; la ponction sternale n’est
tolérée que lorsqu’il a atteint sa morphologie adulte,
apres la puberté.

Les modalités d’anesthésie devront discuter les
possibilités d’anesthésie locale par timbre transder-
mique (patch) (EMLA® ou équivalent) ou injection
de xylocaine ou de lidocaine, et d’utilisation de gaz
antalgiques (protoxyde d’azote type Entonox® ou
Kalinox®) en ayant connaissance de leurs contre-indi-
cations (fournies également par le distributeur Air
Liquide) (17).

Le mode opératoire devra détailler la position
adoptée par le patient, avec le matériel nécessaire, un
lit d’examen permettant le prélévement. La réalisa-
tion technique du geste devra étre évoquée avec
nécessité d’une asepsie/stérilité : modalités, matériel
utilisé pour la ponction médullaire (en cas d’usage,
'utilisation d’aiguilles pour ponction lombaire devra
étre justifiée), choix du site de ponction, ordre chro-
nologique de réalisation des différents prélevements
(cytologie, phénotypage, cytogénétique et biologie
moléculaire, congélation et enfin microbiologie). I1
devra enfin mentionner les modalités de terminaison
du geste, du nettoyage de la peau, de la réalisation du
pansement et de I'information concernant sa surveil-
lance. Le mode opératoire devra également préciser
les modalités de transport des échantillons (lames de
verre et tubes).

Enfin, un paragraphe doit étre consacré aux diffi-
cultés éventuelles en cas de manifestations doulou-
reuses, allergiques, de malaise avec les conduites a
tenir face a ces différentes situations. Le mode opé-
ratoire devra donner des documents de référence. Le
mode opératoire devra donner des documents de
référence (3). Les décrets de 2005, 2006, 2009
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concernant les préléevements de moelle par les phar-
maciens biologistes ont été remplacés récemment par
le décret 2016-46 du 26 janvier 2016 (18) et la regle
qui prévaut désormais est que « le biologiste pratique
tous les prélevements et actes nécessaires a la réalisa-
tion d’un examen de biologie médicale, sous réserve
d’avoir la compétence ou la formation adéquate en
rapport avec 'acte réalisé ». Le pharmacien peut pré-
lever tout ce qui est nécessaire a de la biologie médi-
cale (myélogramme par aspiration) et le médecin
pourra en plus prélever ce qui reléve de I’anatomo-
pathologie (BOM).

Le GT/GFHC recommande que le personnel préleveur
soit formé et habilité. Le patient devra recevoir une infor-
mation préalable au geste et un consentement devra étre
obtenu de sa part. Les prélevements devront étre réalisés
dans une salle médicalisée selon un mode opératoire enre-
gistré. Les contre-indications au geste devront étre systéma-
tiquement recherchées. Un interrogatoire et éventuellement
un bilan biologique devront étre effectués chez un patient
a risque hémorragique. Une anesthésie locale est recom-
mandée (accord professionnel fort).

B) Préparation des frottis

L’enquéte des pratiques a confirmé que les étale-
ments médullaires sont effectués par le préleveur au
lit du patient dans une majorité de centres. Cepen-
dant, certains réalisent ou recoivent des échantillons
médullaires en suspension et exécutent leurs étale-
ments de facon différée. Le frottis est la technique
d’étalement médullaire trés majoritairement mise en
ceuvre mais des « grumeaux » sont parfois écrasés, en
complément. La lecture du myélogramme dépend
fondamentalement de la qualité initiale de I’étale-
ment. De plus, il existe des différences d’interprétation
entre frottis et « grumeaux » écrasés, les deux tech-
niques étant complémentaires (19-22). En cas de non
réalisation des étalements par le biologiste, une sensi-
bilisation voire une formation de I'opérateur (internes
et étudiants en formation, prescripteur occasionnel
non habitué...) est souhaitable afin de le sensibiliser a
I'importance du geste et lui montrer ce qu’attend le
futur lecteur (volume aspiré, qualité du frottis). La
mise a disposition, sur le manuel de préléevement par
exemple, de photographies de frottis de bonne et
mauvaise qualité est encouragée. En cas de BOM
(biopsie ostéo-médullaire), on pourra soit déposer la
goutte de moelle +/- liquide au bout de la carotte et
faire un frottis, soit rouler doucement la carotte sur la
lame de verre en prenant soin de ne pas la casser. En
effet, la pratique d’empreintes a partir de BOM est
parfois controversée par les pathologistes qui conside-
rent que celle-ci peut « vider » la BOM de ses cellules
etinterférer avec I'interprétation histologique. La qua-
lité de I’empreinte est difficilement escomptable, aussi
il est recommandé d’en faire deux, si possible (3).

Un nombre moyen de 7 frottis est considéré
comme optimal (entre 4 et 10). II faut éviter la réali-
sation d’un trop grand nombre de frottis car souvent
une diminution de leur qualité est alors constatée.
Les frottis doivent étre séchés a l'air pendant
quelques minutes, posés sur un plan horizontal.
Aucun fixateur ne doit étre utilisé, ce qui nécessite
parfois une information aupres du préleveur. En cas
de réception de moelle osseuse recueillie sur anticoa-
gulant (EDTA le plus souvent), le délai d’étalement
doit rester raisonnable et compatible avec I’absence
d’artéfacts nuisant a I'interprétation (23). D’apres
I’expérience de certains membres du GT, on peut
estimer a environ 24 heures ce délai. Au-dela, ou en
raison de préléevements venant de I’étranger pour
expertise par exemple, la possibilité d'une lecture de
qualité sera estimée par le biologiste qui assumera la
responsabilité de la faisabilité du test. En effet, un
délai de 24 heures ou plus génere des artéfacts qui
doivent étre connus du biologiste, mais qui ne
devront pas obligatoirement étre mentionnés dans le
compte-rendu s’ils ne modifient pas I’hypotheése diag-
nostique.

L’identification des lames est le plus facilement, et
donc le plus souvent, effectuée au crayon sur la partie
dépolie de la lame de verre ou par gravure directe sur
le verre en cas d’absence de partie dépolie. La gra-
vure d’une identité complete est fastidieuse et génére
des artéfacts (éclats de verre de petite taille) : elle
doit donc étre abandonnée (consensus fort). L utili-
sation de lames de verre avec une partie dépolie est
donc encouragée. Une alternative est le collage
d’une étiquette de format adapté, en respectant I’éta-
lement (risque de retrouver I’étiquette sur le frottis
ou sous la zone de lecture... nécessitant éventuelle-
ment une information des préleveurs). Cette éti-
quette devra résister aux solvants et a I’huile d’immer-
sion. Une étiquette débordant sur la face inférieure
de la lame de verre ou sur ses cotés empéchera une
mise au point micrométrique correcte. Dans un souci
de sécurité et de non-contestation, il est aussi indis-
pensable d’identifier la boite de transport, le papier
ou tout autre dispositif enveloppant les étalements.
Un risque d’erreur d’identification est possible en cas
de ponctions de moelle de plusieurs malades (salle
dédiée a cet examen par exemple, transport global
des échantillons). Une non-conformité doit donc
étre discutée si I'identification des frottis manque.
L’ensemble pourra étre regroupé dans des boites de
transport ou des boites porte-lames de contenance
variable, en carton ou en plastique qui devront étre
aussi identifiées. En cas de transport groupé (boite
porte-lames commune, par exemple), le biologiste
préleveur prendra la responsabilité de ne pas mélan-
ger les frottis réalisés a partir de la moelle de diffé-
rents patients. En revanche, un absorbeur d’humi-
dité ou un dispositif isotherme ne sont pas utiles
dans la majorité des cas ; en cas d’utilisation d’un dis-
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positif de transport, il faut vérifier qu’il ne génére pas
d’eau de condensation. En milieu hospitalier, les frot-
tis sont souvent regroupés dans une pochette scellée,
elle-méme identifiée. Le transport des frottis disposés
en vrac ou dans un haricot est déconseillé, encore
plus en I'absence d’identification (accord profession-
nel unanime). Le manuel de prélévement précisera
les conditions de stockage et d’acheminement des
frottis.

Le myélogramme doit étre considéré comme un
« prélévement précieux », ce qui justifie une déroga-
tion a sa non réalisation en cas de non-conformité
(notamment en cas d’absence d’identification). Il
importe bien entendu de tout mettre en ceuvre pour
corriger une situation initialement non conforme.
Cependant, tout doute sur I'identité des frottis ou du
malade justifie le refus de réaliser le test.

Parfois, une aspiration de moelle osseuse est
recueillie dans un tube EDTA et envoyée au labora-
toire en supplément des frottis (3). Cet échantillon
médullaire supplémentaire peut s’avérer utile s’il faut
refaire des frottis (frottis complémentaires, écrase-
ment d’un « grumeau », examen(s) cytochimique(s),
voire collection,...). Il permettra aussi un complé-
ment d’investigation par un immunophénotypage
(typage de blastes ou de cellules lymphoides, par
exemple) ou des examens moléculaires, mais ces
aspects sortent du cadre de ce référentiel. En
revanche, I’anticoagulant peut compromettre la colo-
ration et le recueil sur EDTA est a privilégier. L’utili-
sation d’héparine est possible mais est plus complexe.
Le préleveur devra étre sensibilisé a ne prendre
qu’un volume réduit (pas plus de 0,5 cm?) pour éviter
une trop grande hémodilution et 'apparition d'arté-
facts morphologiques (24).

Le GT/GFHC recommande que 6 a 8 frottis de qualité
soient réalisés et si possible que 2 « grumeaux » soient écra-
sés. En cas de BOM, au moins 2 empreintes doivent étre
exigées. Une information aupres du préleveur pourra
aider. Chaque frottis devra étre identifié et transmis au
laboratoire dans un conditionnement identifié (boite de
transport multilame, boite porte-lames horizontale, embal-
lage papier ou compresse,...). L’ensemble sera conditionné
dans la pochette dédiée (ou autre modalité) pour le trans-
port vers le laboratoire, elle-méme identifiée. L’identité du
patient sera écrite au crayon sur la partie dépolie de
chaque lame de verre ou sur une étiquette collée de format
adapté. Une non-conformité (non bloquante) devra étre
émise si lidentité manque et le prescripteur devra dans
cette circonstance certifier celle-ci ; si elle reste douteuse, le
test sera refusé (accord professionnel fort).

Le GT/GFHC considere qu’il peut étre recommandé de
Joindre au frottis un peu (environ 0,5 mL/cm’) de moelle
que le laboratoire pourra utiliser a sa convenance en par-

Myélogramme l

ticulier pour la réalisation d’examens complémentaires
utiles a la démarche diagnostique. La moelle devra alors
étre recueillie dans un tube avec anticoagulant (EDTA)
(point laissé a initiative de chaque centre).

L’interprétation du myélogramme nécessite la
connaissance de ’hémogramme du patient, datant
de moins d’un mois si possible voire méme de 2 jours
pour I’ International Council for Standardization in Hae-
matology (ICSH) (3), et I’observation directe des cel-
lules sanguines (frottis sanguin conjoint). L.’exigence
de la prescription conjointe d’un hémogramme doit
étre précisée dans le manuel de préléevement. Sou-
vent, '’hémogramme est effectué dans le méme labo-
ratoire mais dans le cas contraire, il est alors parfois
difficile de récupérer en temps utile le résultat de cet
examen. Aussi, il est indispensable que le prescrip-
teur renseigne alors des données sanguines mini-
males (hémoglobine, volume globulaire moyen, leu-
cocytes et formule, plaquettes, et réticulocytes
éventuellement) sur le bon de demande ou, mieux,
joigne une copie du résultat de I’hémogramme effec-
tué « en ville ». Une fiche de non-conformité (non
bloquante) pourra étre réalisée en cas d’indisponibi-
lité d’un hémogramme. En cas d’analyse du myélo-
gramme malgré ’absence d’hémogramme, 1’atten-
tion du prescripteur devra étre attirée par un
commentaire sur la difficulté et les limitations d’in-
terprétation de I’examen (1).

De méme, en I'absence de renseignements cli-
niques ou de résultats indispensables a I'interpréta-
tion du myélogramme (électrophoreése des protéines,
bilan martial, ...) leur recherche active est conseillée.
Elle semble d’ailleurs menée par une grande partie
des laboratoires : appel du prescripteur ou du service
clinique, consultation du dossier clinique informa-
tisé,... En cas d’impossibilité, I'interprétation du myé-
logramme devra en tenir compte et le mentionner
dans la conclusion de I’analyse. L’indication de I’exa-
men (« question posée ») est indispensable (accord
fort). La connaissance de I’action thérapeutique envi-
sagée a la suite de I'interprétation de I’examen est
utile pour I'interprétation. Le myélogramme doit
étre considéré comme une véritable consultation
hématologique, et non comme un simple geste tech-
nique (1).

Le GT/GFHC invite a exiger la connaissance d’au
moins un hémogramme récent pour interprétation du
myélogramme. En cas d’impossibilité, une fiche de non-
conformité (non bloquante) devra étre établie et mention-
née dans le compte rendu. Par ailleurs, la fourniture d’un
[rottis sanguin est de bonne pratique si cet examen n’est
pas effectué dans le méme laboratoire (accord fort). La
question posée par le prescripteur devra figurer sur la
demande d’examen.
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C) Acheminement vers le laboratoire

Le délai d’acheminement recommandé entre le
moment du prélevement et I’enregistrement au labo-
ratoire est sans objet pour la conservation des frottis
de moelle étalés sur des lames au lit du patient. En
effet, non fixés, ils peuvent étre conservés pendant
plusieurs jours a I’abri de la poussiére sans qu’aucune
altération ne survienne, ce qui n’impose pas leur
transmission en urgence du site préleveur vers le
laboratoire. Il convient néanmoins de vérifier I’ab-
sence d’humidité dans les containers protégeant les
frottis en cas d’une éventuelle transmission tres diffé-
rée. Le probleme réel est le délai de réponse souhaité
par le clinicien, qui peut varier de la nécessité d’un
diagnostic urgent a une réponse différée. L’enquéte
a permis de constater que le délai médian d’achemi-
nement au laboratoire varie suivant les configura-
tions, entre 0 (prélevement effectué sur place) et 8
heures, le délai médian étant d’environ 2 heures. Le
temps d’acheminement devra en revanche prendre
en compte la durée de conservation des éventuels
tubes de moelle sur EDTA joints avec le myélo-
gramme et destinés a la réalisation d’analyses complé-
mentaires (phénotypage, extraction d’ARN, caryo-
type, congélation de cellules...). Un délai de 6 heures
a alors été proposé (25).

Le GT/GFHC ne formule pas de recommandation sur le
temps d’acheminement du myélogramme, qui releve de la
politique de transport des examens de chaque centre et d’une
éventuelle concertation entre le prescripteur et le lecteur. Ce
délai devra tenir compte du délai de réponse souhaité.

D) Prise en charge au laboratoire

Lors de la réception de I’examen, tous les étale-
ments sont triés, enregistrés (tracabilité de la récep-
tion) et traités par site de ponction (s’il y en a plu-
sieurs, par exemple dans le cas de bilans d’extension
de tumeurs). Entre 2 et 4 étalements pour chaque
site sont le plus souvent choisis pour étre colorés, en
sélectionnant si possible les lames pour lesquelles
I’étalement médullaire est homogéne et les « gru-
meaux » sont présents dans les franges du frottis
(absents chez le nourrisson, et mauvais témoins de la
certitude d’un prélevement de moelle : des étale-
ments sans grumeaux peuvent étre représentatifs et,
avec « grumeaux », ils peuvent étre hémodilués ou
graisseux). Dans le cas d’empreintes, un seul étale-
ment est sélectionné pour étre coloré. Dans certaines
indications (recherche de métastases, par exemple)
I’ensemble des frottis devra étre examiné. Ces atti-
tudes sont laissées a I'initiative du biologiste.

Les frottis sont colorés selon une procédure stan-
dard type « May Grinwald Giemsa (MGG) » (26). La
qualité de la coloration doit étre controlée par un

frottis test (sanguin, par exemple). La reproductibi-
lité de la coloration doit étre vérifiée a chaque chan-
gement de réactifs, surtout si elle n’est pas fréquem-
ment réalisée (consensus fort). La rédaction d’un
document attestant ce controle est préconisée dans
I’esprit de la norme. En principe, les colorants doi-
vent étre renouvelés quotidiennement. L’utilisation
d’un colorateur automatisé est possible a partir du
moment ou une coloration MGG respectant les
concentrations et temps habituels est programmée
(responsabilité du laboratoire). Le recouvrement par
une lamelle du frottis coloré (lutage des lames) est
laissé a I'initiative de chaque laboratoire.

Le GT/GFHC recommande la coloration des frottis sui-
vant la technique MGG. Les autres frottis seront conservés,
au moins la durée de examen plus quelques jours (pour
des colorations complémentaires éventuelles). Tous les frot-
tis devront étre identifiés (selon les habitudes du labora-
toire : nom écrit, étiquette, numéro,...).

Les étalements non colorés sont conservés en pré-
vision de colorations cytochimiques éventuelles ou
pour une nouvelle coloration MGG (qualité médio-
cre des frottis initiaux, bilan d’extension d’une néo-
plasie,...). Leur identification doit étre vérifiée pour
éviter tout risque de mélange avec les frottis d’autres
patients (lames identifiées, paquet enveloppé éti-
queté, ou pochette...).

Le myélogramme sera enregistré dans le systéme
informatique du laboratoire (SIL) selon les procé-
dures du laboratoire, une fiche technique précisant
les modalités d’enregistrement étant souhaitable. Ces
modalités sont propres a chaque centre et ne font pas
I’objet de recommandations du GT/GFHC. Une
revue de prescription (indication, délai de rendu sou-
haité,...) est nécessaire, soit idéalement au moment
de la prise en charge pré-analytique au laboratoire,
soit avant I’analyse cytologique par le biologiste. Les
modalités de formalisation doivent étre définies par
le laboratoire.

VI. - ANALYTIQUE
A) Délai de prise en charge

Méme si la plupart des examens peuvent étre dif-
férés (¢f situations d’urgence), il est d’usage
qu’apres réception au laboratoire, les examens
soient pris en charge dans la journée ou le lende-
main, permettant I’obtention du résultat dans les 24
a 48 heures. Certains centres ont une attitude parti-
culiere pour la gestion des week-ends et jours fériés,
qui devra étre définie dans le contrat avec les pres-
cripteurs. Néanmoins, il est difficile en pratique de
codifier ce point et le GFHC insiste sur la bonne
pratique d’un dialogue prescripteur-lecteur pour
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optimiser la validation du test en temps utile. Le
délai devra étre conditionné par I'urgence de la
situation clinique. Pour une prescription connectée
ou des renseignements a cocher sur la pochette
d’emballage, le GFHC suggere de demander le délai
attendu de réponse en % journée (par exemple :
« réponse souhaitée dans la /2 journée, dans la jour-
née, différée possible) si une concertation avec le
prescripteur est difficile a organiser.

Le GT/GFHC recommande, dans la mesure du possi-
ble, une prise en charge de I’examen dans les 24 heures
apres réception dans les situations non urgentes. En cas
d’urgence, la prise en charge doit bien entendu étre la
plus rapide possible, suivant les modalités prévues par
chaque laboratoire. Néanmoins, une information plus
précise obtenue par un dialogue avec le prescripteur
prime sur toute autre attitude (contrat clinico-biolo-
gique). Pour les week-ends et jours fériés, les modalités
de prise en charge doivent étre connues des prescripteurs
en fonction des spécificités locales. De maniere globale, le
délai sera a adapter a 'urgence de la situation clinique
(accord fort).

B) Lecture microscopique

Le myélogramme devra étre examiné par une (ou
plusieurs) personne (s) habilitée(s). Un microscope
optique comprenant au minimum un objectif de fai-
ble (x10 ou x20), moyen (x40, x50 ou x63) et fort
grossissement (x100) est nécessaire. Outre le grossis-
sement, il importe de s’assurer aussi de la qualité de
la résolution fournie par les objectifs (résolution de

200 nm pour une ouverture numérique élevée,

+
>1,0) (27).

L’observation microscopique comporte deux
temps : le premier, réalisé a I’aide d’un objectif assu-
rant un faible grossissement, apprécie la cellularité de
I’étalement (ainsi que celle de la lignée mégacaryo-
cytaire et des autres éléments de grande taille) et
détecte les anomalies évidentes ; le second, exécuté
avec les objectifs permettant un moyen et fort grossis-
sements, décompte les cellules et recherche des ano-
malies morphologiques détaillées. Plusieurs textes
généraux ont été publiés en francais, auxquels le lec-
teur pourra se référer (25, 28, 29, 30).

1) Appreéciation générale des lames

Dans un premier temps, la qualité de la coloration
MGG est vérifiée rapidement par une observation
microscopique a faible grossissement des lames.

a) Densité cellulaire (« cellularité », « richesse »)

La moelle est normalement « riche ». La densité
cellulaire normale a été proposée comme comprise

Myélogramme l

entre au moins 30 et 60 cellules nucléées par champ
au grossissement x100, mais elle dépend de I’age
(31). De plus, I'appréciation de la richesse varie d’un
laboratoire a 'autre. Certains la quantifient (avec un
score, lui-méme variable, mais souvent de 0 a 5), d’au-
tres I’évaluent semi-quantitativement (0/+/++/+++),
les deux systemes étant parfois simultanés. Dans la
mesure ou ces appréciations dépendent des observa-
teurs, la richesse est aussi souvent exprimée par des
adjectifs : désertique, pauvre, diminuée, normale,
augmentée... et parfois en complément du score.
Afin de pallier un défaut de référentiel, le GFHC a
validé des exemples de différentes cellularités (se
référer aux planches photographiques disponibles).

Le GT/GFHC recommande une appréciation semi-
quantitative de la cellularité, claire (adjectifs, et ne pas
multiplier les sous-catégories). Par exemple : désertique,
pauvre, diminuée, normale, augmentée. Afin d’améliorer
la reproductibilité, un étalonnage avec les planches de réfe-
rence pourra étre effectué.

b) Densité en mégacaryocytes

Le nombre de mégacaryocytes est difficile a appré-
cier. Quantitativement, le chiffre de 1 mégacaryocyte
pour 1 000 cellules constitue un ordre de grandeur
mais il est inexploitable en pratique. L’estimation de
la richesse en mégacaryocytes sur un frottis est effec-
tuée semi-quantitativement par la grande majorité
des biologistes, mais selon des modalités hétérogenes,
par champ ou sur la totalité de I’étalement. L’appré-
ciation de la richesse normalement attendue est trés
subjective, variant de 1 a 2 mégacaryocytes a 3 a 4 par
champ au grossissement 10, ou bien de 5 a 40 méga-
caryocytes sur la totalité du frottis. Ces déclinaisons
nuisent a la reproductibilité de la quantification. Une
appréciation semi-quantitative est la seule alternative
pratique.

La lignée mégacaryocytaire est constituée de qua-
tre stades morphologiquement reconnaissables
mégacaryoblaste, mégacaryocyte basophile, mégaca-
ryocyte granuleux, mégacaryocyte thrombocytogene.
La description de la répartition de ces 4 stades n’a pas
d’intérét le plus souvent, sauf en cas de déséquilibre
de maturation (par exemple, exceés de mégacaryo-
blastes) ou pour statuer sur le caractére périphérique
d’une thrombopénie (mégacaryocytes augmentés, de
morphologie normale, présents a tous les stades de
maturation y compris thrombocytogéne). Les parti-
cularités et anomalies morphologiques éventuelles
sont signalées, en particulier pour statuer sur la pré-
sence d’une dysmégacaryocytopoiese. Celle-ci sera
considérée comme significative si elle concerne plus
de 10 % des cellules (et idéalement a partir de 1’ob-
servation minimale de 30 mégacaryocytes — recom-
mandations OMS 2008), ce qui sous-entend I’examen
de nombreux mégacaryocytes et une interprétation
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prudente si ceci est impossible. Certaines équipes ont
proposé d’élever ce seuil a 40 %, notamment en cas
de dysmégacaryopoiése isolée.

A titre d’information, une étude (CHU de Tours)
a évalué le nombre de mégacaryocytes sur un frottis
« habituel », selon la richesse aux alentours de (5¢-95¢
percentiles) : 5 a 130 pour une moelle de richesse
diminuée, 35 a 360 pour une moelle de richesse nor-
male, 160 a 820 pour une moelle de richesse augmen-
tée. Ce travail n’a pas été vérifié par le GT/GFHC.

La présence de fibrine est parfois constatée. Elle
témoigne d’'un processus de coagulation qui peut
influer sur le nombre et la morphologie des mégaca-
ryocytes. La mention de la présence de fibrine dans
le compte rendu est optionnelle et est laissée au libre
choix du laboratoire. Un commentaire pondérant la
densité des mégacaryocytes doit étre effectué si ce
point est d’importance (par exemple, absence de
mégacaryocytes au cours d un purpura thrombotique
idiopathique).

Le GT/GFHC recommande :

- Une appréciation des mégacaryocytes semi-quantita-
tive, claire (adjectifs), reproductible (ne pas multiplier
les sous-catégories). Par exemple : non observés, tres
rares, diminués, normaux, nombreux, augmentes.

- La description des anomalies morphologiques éven-
tuelles (dysmégacaryocytopoiese si = 10 % des méga-
caryocytes concernés).

c) Autres cellules

La présence de cellules rares ou extra-hématopoié-
tiques est indiquée de maniere hétérogene suivant les
laboratoires. Elles peuvent étre présentes normale-
ment (macrophages,...) ou bien anormalement
(métastases,...). La plupart des laboratoires indiquent
la présence de mastocytes avec une appréciation semi-
quantitative ; il en est de méme pour les
histiocytes/macrophages avec, en supplément, un
commentaire en cas de suspicion de syndrome d’acti-
vation macrophagique. La présence d’ostéoclastes ou
d’ostéoblastes, de cellules graisseuses (adipocytes), de
cellules endothéliales est précisée par une minorité de
laboratoires. En revanche, toutes ces cellules devien-
nent systématiquement mentionnées si leur présence
est significative ou pathologique. Par exemple, en cas
de mastocytes pathologiques, pour lesquels le seuil de
20 % a défini I’entité « leucémie a mastocytes », un
décompte est nécessaire. L’existence de macrophages,
d’ostéoblastes ou d’ostéoclastes est importante a
considérer dans I'interprétation des moelles pauvres
ou désertiques (hémodilution versus aplasie).

La présence éventuelle d’éléments pathologiques
de grande taille, hématopoiétiques (cellule de

Sternberg, cellules de surcharge par exemple) ou
extra-hématopoiétiques (amas de cellules métasta-
tiques ou de cellules de métastases isolées) doit bien
entendu étre signalée ainsi que celle de parasites
(leishmanies ou autres) (32, 33).

Le GT/GFHC recommande :

- De rechercher systématiquement des amas cellulaires
au petit grossissement microscopique.

- De signaler toute anomalie pouvant influencer I’in-
terprétation (et le diagnostic).

- De mentionner lexistence de mastocytes et de macro-
phages, avec une appréciation semi-quantitative
(exceptionnellement quantitative) s’ils sont patholo-
giques. Pour les autres cellules (adipocytes, ostéo-
blastes/clastes, cellules endothéliales), le choix est
laissé au laboratoire de les mentionner ou non, leur
importance clinique étant mineure.

2) Décompte et recherche des anomalies morphologiques

Cette lecture s’effectue a l'aide d’objectifs a
moyen ou fort grossissements apres avoir choisi les
zones du frottis ou I’étalement des cellules est conve-
nable en densité et en qualité. Il n’existe pas de
consensus international concernant le nombre de
cellules a compter : ’OMS recommande 500 cellules
en cas de dysplasie (34), 'ICSH, un minimum de 500
cellules sur au moins deux frottis mais pondeére sa
recommandation en diminuant ce nombre a 300 si
le décompte des cellules n’est pas essentiel au diag-
nostic (3). L’attitude des biologistes francophones
est hétérogene en fonction des indications et/ou de
la densité cellulaire du test. Une attitude rigide sur
un nombre précis de cellules a identifier est écartée
par le GT. En revanche, un décompte sur un mini-
mum de 200 cellules (sauf exception) est préconisé
pour ne pas sous-estimer par une appréciation uni-
quement quantitative les événements rares. Le GT
insiste sur la connaissance de I'influence du nombre
de cellules comptées pour I'interprétation de I'inter-
valle de confiance d’un pourcentage donné. Si ce
pourcentage est proche d’un seuil décisionnel (blas-
tose a b, 10, 20 % par exemple) un décompte de 500
cellules est conseillé. Une documentation du risque
statistique est proposée dans l'un des articles sui-
vants.

Le GT/GFHC ne préconise pas un nombre précis de
cellules a identifier et laisse la liberté a chaque biologiste
d’adapter son décompte au cas par cas. En revanche, le
GT rappelle la limite d’un pourcentage donné si le nom-
bre d’évenements comptés est faible. Sans rigidité, le GT
recommande dans les situations anormales de compter
sur chaque frottis, si possible 200 a 250 cellules, pour
visualiser au total 400 a 500 cellules. En cas de frottis
pauvre, un décompte d’au moins 100 a 200 cellules reste
conseillé. En cas de frottis quasi désertique, un commen-
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taire qualitatif précisant que de rares cellules san-
guines/médullaires (préciser lesquelles) sont observées
suffit (sans établir de pourcentage). En cas de frottis
désertique, sans grains médullaires observables, la men-
tion « frottis ne comportant pas de cellules médullaires,
controle recommandé » sera indiquée dans la conclusion
et suffira. Enfin, le GT rappelle les préconisations OMS
2008 de compter 500 cellules en cas de dysplasie.

Apres avoir parcouru plusieurs champs microsco-
piques, on pourra alors :

- Signaler toute anomalie morphologique des
lignées leucocytaire, érythrocytaire et plaquet-
taire (les anomalies des hématies et des pla-
quettes seront idéalement observées sur le frottis
sanguin).

- Donner le pourcentage des éléments cellulaires
de chaque lignée.

- Interpréter ces résultats avec les renseignements
cliniques transmis, I’hémogramme et la morpho-
logie sanguine afin d’émettre des hypotheéses
diagnostiques.

Le SIL des laboratoires devrait pouvoir permettre
le plus possible une saisie directe des chiffres qui
donnent les pourcentages et éventuellement des
commentaires. Sinon, le décompte « manuel » sera
recopié dans le SIL et nécessitera alors une phase de
vérification (obligation de la norme). En cas d’ana-
lyse et de saisie des résultats par une méme per-
sonne, le GT estime que la vérification lors de la
signature électronique du compte rendu fait office
de « double saisie » et garantit la conformité du
compte rendu (sous la responsabilité du biologiste).

En cas d’échanges d’avis entre biologistes habili-
tés en cytologie, une trace devra étre enregistrée
dans le SIL (dans la rubrique signataires, par exem-
ple, pour identifier les lecteurs). En cas de double
comptage, une trace papier ou informatique (autre
colonne de données numériques, par exemple) est
attendue sans pour autant la mentionner sur le
compte-rendu.

VIIL. - EXPRESSION DES RESULTATS,
COMPTE RENDU

Chaque laboratoire a des modalités spécifiques
qui dépendent des habitudes (laboratoires et
cliniciens) et des possibilités offertes par le SIL. Le
GT/GFHC ne s’est pas donné pour mission de
réformer ces habitudes. Il rappelle simplement la
nécessité évidente d’étre en accord avec les préconi-
sations de la norme.

En revanche, le compte rendu devra mentionner :

Myélogramme l

1) Des renseignements administratifs

- Papier a en-téte du laboratoire (nom des biolo-
gistes, optionnel) ;

- Identité, date de naissance du patient (age en
clair, optionnel) ;

- Service prescripteur, nom du médecin prescrip-
teur, nom du destinataire ;

- Date et heure de prélévement, date et heure d’en-
registrement ;

- Date et heure d’édition (impression informatique).
2) Des renseignements médico-techniques :

- Indication du prélévement (accord fort), rensei-
gnements cliniques minimaux (si absents indi-
quer « non renseignés », optionnel) ;

- Site de ponction (si absent indiquer « non rensei-
gné »), dureté de I’os (optionnel), type de I’étale-
ment (frottis, grumeaux écrasés, empreinte
BOM) ;

- Non obligatoire : matériel utilisé, type de colora-
tion.

3) Compte rendu cytologique

- Nombre de cellules comptées (optionnel mais
permet d’interpréter l'intervalle de confiance
des % rendus, en particulier pour un nombre de
cellule a la limite d’un seuil décisionnel).

- Densité cellulaire (« richesse »).
- Densité mégacaryocytaire.

- Chaque catégorie de cellules est rendue en pour-
centage :

e blastes (le GFHC a préconisé d’appeler blaste
toute cellule immature, bénigne ou maligne)
(25) ;

e lignée granulocytaire (myéloblastes, promyélo-
cytes, myélocytes, métamyélocytes, polynu-
cléaires neutrophiles) ;

e lignée érythroblastique (proérythroblastes,
érythroblastes basophiles, érythroblastes poly-
chromatophiles, érythroblastes acidophiles) ;

e lignée éosinophile (myélocytes, métamyélo-
cytes, polynucléaires, détail en sous-catégories
optionnel) ;

e lignée basophile (myélocytes, métamyélocytes,
polynucléaires ; détail en sous-catégories
optionnel) ;

e lignée monocytaire (monocytes ; monoblastes
et promonocytes si présents). Pour les promo-
nocytes, ils peuvent étre intégrés aux blastes en
fonction du contexte (¢frecommandation OMS) ;

e lignée lymphoide (lymphocytes, plasmocytes ;
lymphoblastes si présents).
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En cas de pathologie maligne, le GT laisse liberté
a chacun de classer les blastes dans une catégorie a
part — ¢f OMS — ou de les intégrer dans les catégories
myéloblastes, monoblastes, lymphoblastes. En
revanche, aucune ambiguité ne devra exister dans la
conclusion commentée de I’examen.

- Les cellules rares sont estimées de facon semi-
quantitative.

-Les anomalies érythrocytaires éventuellement
observées peuvent étre notées (dacryocytes, par
exemple), de méme pour les plaquettes. Mais les
étalements médullaires ne sont pas les matériaux
de référence pour ces particularités. En consé-
quence, il reste de la responsabilité du biologiste
de vérifier leur présence sur le frottis sanguin, et
de les noter sur I'hémogramme.

- La conclusion mentionne :

® Les anomalies morphologiques significatives.

® La (les) hypothese(s) diagnostique(s).

® Les examens complémentaires a effectuer.

e La classification ADICAP (Association pour le
développement de I'informatique en cytologie
et en anatomie pathologiques) hématologie
(optionnel).

L’ensemble des données est validé dans le SIL, par-
fois également sous forme d’un compte rendu papier
destiné au service clinique. Pas de recommandations
du GT qui prend en compte les spécificités de chaque
centre.

Les résultats sont rendus avec un avertissement
particulier lorsque le frottis est ininterprétable pour
des raisons telles qu'un mauvais prélevement (dilu-
tion sanguine), un frottis mal étalé (trop épais), un
état pathologique de la moelle (fibrose)... La raison
de cette précaution doit étre signalée dans le com-
mentaire du résultat.

Toute discussion (échange d’avis entre cytologistes
et histologistes ; discussion de dossiers au niveau local
ou régional) ; réunion de concertation pluridiscipli-
naire ; demande d’avis aupres d’experts confirmés ;
systeme ANDRAL du GFHC,...) devra étre mention-
née dans le SIL et le GT encourage (sans obligation)
qu’elle figure dans le compte rendu.

Les valeurs de référence, souvent anciennes, ne
sont pas consensuelles et ont été généralement fixées
a partir de petites séries de sujets. Méme sans diver-
gences rédhibitoires, il est difficile de statuer. A titre
documentaire, le GT a établi une compilation de ces
données et proposé une synthese validée par I'expé-
rience des participants au GT (¢farticle « Valeurs de
référence »). En revanche, le GT estime que la mention

de valeurs de référence dans le compte rendu est laissée a
Uinitiative de chaque centre, et que celles-ci peuvent méme
étre non précisées si les remarques de conclusions signalent
explicitement tout déséquilibre des pourcentages affichés.

En cas de compte rendu adressé au patient (myé-
logramme réalisé en laboratoire de ville, ou en sec-
teur hospitalier pour des consultations extérieures,
par exemple), il conviendra de s’assurer que le mode
de transmission (simple courrier,...) et le type d’édi-
tion (conclusion in extenso) sont bien appropriés pour
informer le patient d’une éventuelle pathologie. Une
édition différentielle invitant le patient a contacter le
prescripteur pour étre informé des résultats complets
est une option a discuter en cas de compte-rendu
mentionnant explicitement le diagnostic d’une
pathologie grave.

A) Délai de réponse

Le document cadre de 'ICSH recommande I’édi-
tion d’un compte rendu écrit dans les 24 heures pour
les urgences mais tolére un délai de 48 heures et
valide un délai de 5 jours en particulier quand la lec-
ture d'une BOM est associée (3). L’enquéte des pra-
tiques du GFHC a montré que le délai de transport
vers le laboratoire restait court (médiane estimée a
environ 2 heures), permettant une réponse du test
dans les 24 heures pour la majorité des situations et
dans les 48 heures pour celles restantes. Néanmoins,
le GT refuse d’imposer des délais précis, incompati-
bles avec ’organisation propre de chaque labora-
toire. Il encourage un contact avec le prescripteur
pour évaluer le délai attendu, en particulier en cas de
diagnostic de maladie maligne, et le délai de prise en
charge thérapeutique souhaité. Ce délai doit rester
compatible avec le fonctionnement habituel du labo-
ratoire.

Le GT/GFHC préconise en premier lieu un délai de
réponse adapté aux attentes du prescripteur (dialogue cli-
nico-biologique) et a l'urgence de la situation clinique. Une
réponse en deux temps est possible, en particulier si des
explorations complémentaires sont effectuées (cytochimies,
immunophénotypage...).

B) Controle(s) de qualite

Le myélogramme est un examen pouvant étre de
reproductibilité médiocre au vu de la multiplicité des
catégories cellulaires et des dystrophies éventuelles
pouvant étre la source de confusions entre types cel-
lulaires. Afin d’assurer la reproductibilité interobser-
vateurs (intracentres et intercentres), des exercices
sont souhaitables et les revues de cas difficiles sont
encouragées.
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La pratique d'un contrdle interne de qualité
(CIQ) intralaboratoire est déja mise en place par
quelques laboratoires, surtout des CHU, en particu-
lier pour vérifier la concordance des résultats lorsque
plusieurs cytologistes participent a I’activité. Plusieurs
réseaux interlaboratoire se sont constitués, régionaux
le plus souvent. Ces échanges bénéficient d’une tres
forte adhésion de la part des participants.

Des échanges externes d’avis entre biologistes et
experts peuvent étre envisagés également et font par-
tie intégrante de ces exercices (réseau ANDRAL pro-
posé par le GFHC, par exemple). Ils seront tracés
dans le SIL.

Une évaluation externe de la qualité (EEQ) est
désormais rendue obligatoire. Actuellement, sont uti-
lisés en pratique : association Biologie Prospective-
CTCB, association Biologie Praticienne, Controle
National Belge. Dans toutes les configurations, une
correction du test est remise a chaque laboratoire
participant, le situant par rapport aux résultats four-
nis par I'expert et les autres laboratoires. Ces fichiers
devront étre archivés dans le SIL du laboratoire ou
dans un classeur spécifique.

Le GT/GFHC encourage des que possible la participa-
tion a des exercices de qualité. Si activité est partagée
entre plusieurs biologistes, un test intra-laboratoire est
recommandé. Dans le cadre d’échanges de proximité
(CHU, CH et laboratoires libéraux, par exemple) un exer-
cice interlaboratoires est encouragé. Il peut étre commun
avec le test intralaboratoire. La fréquence de ce test devra
étre au moins biannuelle. L’inscription a un controle natio-
nal est obligatoire d’apres la norme, avec libre choix du
laboratoire entre les propositions existantes. Tous les
échanges internes et controles de qualité seront archivés
selon la procédure de gestion des enregistrements des labo-
ratoires.

VIIL - CONDITIONS DE STOCKAGE,
D’ARCHIVAGE ET D’ELIMINATION
DES ECHANTILLONS

Les modalités d’archivage concernent les frottis et
les résultats. Pour les frottis, elles sont trés diverses
tant en ce qui concerne le conditionnement (boite,
carton, lamotheéque...), que la nature des frottis
(sang, cytochimies, autres documents...) et méme le
nombre de frottis (une lame a I’ensemble des lames,
frottis colorés et frottis non colorés). Dans la mesure
du possible, la majorité des centres garde les docu-
ments colorés associés aux colorations complémen-
taires, surtout en cas de pathologie, et encore plus en
cas de diagnostic initial. Les obligations réglemen-
taires sont mal définies. La nature des documents a
conserver reste imprécise. Le bon sens recommande

Myélogramme l

de conserver au moins un frottis coloré pour chaque
patient avec les cytochimies complémentaires éven-
tuelles et, si possible, le frottis sanguin correspon-
dant. La durée légale d’archivage du test est de 20
ans. L’ICSH recommande d’archiver les frottis colo-
rés au moins pendant cette durée et, si possible, indé-
finiment (3). Pour le cas particulier de la pédiatrie,
certains laboratoires préferent garder les dossiers
durant 30 ans dans la mesure ot un patient peut
consulter son dossier médical a partir de sa majorité
etjusqu’a 10 ans apres. L’archivage concerne les frot-
tis colorés (MGG et cytochimies) mais également, si
possible, quelques lames natives (non colorées) pou-
vant servir a des tests ultérieurs (MGG complémen-
taire, coloration de Perls et cytochimies, récupération
de cellules par grattage pour examens molécu-
laires,...). Cependant, la dégradation assez rapide
(quelques mois) des frottis non fixés et non colorés
peut rendre illusoire I'intérét de les conserver. Cer-
tains centres stockent des frottis natifs emballés dans
de I'aluminium et congelés a -20° C. Cette procédure
permet d’allonger la sauvegarde des frottis pour le
MGG, la coloration de Perls mais pas pour I'immuno-
cytochimie. Les frottis peuvent étre maintenus dans
des pochettes plastiques ou cartonnées, des classeurs,
des boites... suivant les habitudes du laboratoire, a
température ambiante (pas de recommandation par-
ticuliere). La seule limitation, de bon sens, est d’avoir
un archivage pratique et précis permettant de retrou-
ver les examens en cas de nécessité. La réalisation, la
tracabilité de ces conditions devra étre rédigée (EN
ISO 15189). Les lames de verre seront éliminées dans
des containers biologiques dédiés apres la date limite
de conservation.

Pour les résultats, on peut penser que tous les labo-
ratoires sauvegardent informatiquement désormais
les résultats (serveur du laboratoire et/ou du centre),
le plus souvent sans limitation de durée. Certains
laboratoires continuent a conserver les documents
papier (feuilles de paillasse, compte rendus) souvent
avec un probléme d’encombrement a terme qui défi-
nit alors la durée de conservation... Cette pratique
est probablement inutile si la sécurité d’un stockage
informatique pérenne est assurée. Il est conseillé de
garder temporairement les données de saisie
manuelle sur papier, en 'absence d’avis définitif du
Cofrac.

Le GT/GFHC recommande au minimum :

- D’archiver un frottis coloré (MGG) et toutes les cyto-
chimies complémentaires avec, si possible, un frottis
sanguin correspondant, pour une durée de 20 ans.

- D’archiver les comptes rendus suivant les habitudes de
chaque centre, mais en précisant les conditions de
stockage locales, et en accord avec les obligations de la
norme.
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A) Sécurité

Les précautions de sécurité ne nécessitent pas de
mesures spécifiques une fois le frottis étalé. Le risque
infectieux est quasiment nul et est exclu apres fixa-
tion puis coloration par le MGG. Il existe un risque
mécanique de coupure avec les lames en verre tout
au long du processus. On doit donc porter attention
a ce point lors des différents stockages (supports
résistants et protégeant du bris des lames de verre) et
de I’élimination des déchets (containers évitant les
coupures de tout personnel manipulateur).

B) Habilitation

La lecture de myélogramme est autorisée a tout
biologiste titulaire du Diplome d’Etudes Spécialisées
(DES) en Biologie Médicale. Mais aussi, en particu-
lier pour les services universitaires, aux internes en
formation en Biologie médicale et en Hématologie
clinique qui peuvent étre habilités. Il est souhaitable
néanmoins d’avoir effectué un parcours spécialisé en
hématologie. Actuellement, ’acquisition des compé-
tences pour le myélogramme reléve des stages effec-
tués pendant la phase « d’approfondissement » ou de
« consolidation » (ex « niveau 2 »). L.a formation ini-
tiale (au cours de I'internat) releve de chaque faculté
et le GFHC n’a pas pour mission d’interférer. En
revanche, on ne peut que souligner I'importance
d’un tutorat de plusieurs mois avec un senior, avec
contre signature des examens par exemple. L’utilisa-
tion d’un microscope multitéte est alors facilitante.
La participation aux CIQ et EEQ fait partie de la for-
mation. Il existe également des sites virtuels d’ap-
prentissage (Hematocell, Tribvn, par exemple) (35).
La lecture de boites de frottis préparées releve de
I’initiative de chaque laboratoire.

Il reste néanmoins évident que la qualité de lecture
et d’interprétation du myélogramme est condition-
née par I’expérience acquise. La quasi-unanimité des
participants a I’enquéte fixe a au moins une lecture
hebdomadaire, voire quotidienne, pour considérer le
test comme faisant partie des habitudes. A T'autre
extrémité, pour les indications « difficiles » (régulie-
rement rencontrées en CHU), une expérience de
plusieurs années de pratique est recommandée. La
majorité des biologistes « acteurs » témoigne de la
nécessité d’'une expérience permanente — renouvelée
sur plusieurs mois — avec participation réguliére a des
ateliers ou a des confrontations pour rester dans le
cadre du maintien des compétences. Des ateliers de
morphologie existent, présentiels ou a distance via
des échanges numérisés, parfois proposés dans le
cadre du DPC (actions du GFHC, du College des
Hopitaux Généraux, Belgique...). De nombreux cen-
tres travaillent déja en réseaux plus ou moins forma-
lisés pour les cas problématiques (cytologistes réfeé-

rents dans certains domaines comme la pédiatrie par
exemple, ANDRAL, Jeudis de cytologie a I’hopital
Cochin et avec le site Tribvn...). Les biologistes de
laboratoires polyvalents (souvent un seul est spécia-
lisé en Hématologie) demandent fréquemment des
avis dans les CHU. Cette notion de correspondants /
réseaux et de demande d’un deuxi¢éme avis pour les
cas problématiques doit étre encouragée, en particu-
lier pour les centres avec peu de demandes, mais sur-
tout doit étre formalisée. La participation a un
réseau, a des ateliers pratiques, a un controle régio-
nal, a un EEQ (avec preuves gardées) est considérée
comme un atout fort par le GT et témoigne de la qua-
lité du service rendu par le biologiste.

Une fiche d’habilitation devra étre validée avec un
maintien de compétence programmé. Pour les cen-
tres ou la lecture des myélogrammes pendant les
périodes de garde/astreintes est effectuée par des
biologistes non spécialisés en morphologie, le rendu
du test releve de la responsabilité de I’exécutant. Une
réhabilitation du lecteur est a prévoir en cas d’ab-
sence de pratique de plus de 6 mois.

Le GT/GFHC recommande une pratique réguliéere de
la lecture du myélogramme pour garantir une certaine
compétence, mais refuse de subordonner le maintien de
cette compétence a la lecture d’un nombre minimal d’exa-
mens a partir du moment ou une formation initiale cor-
recte et une participation réguliere a des ateliers pratiques
sont suivies (DPC ou hors DPC). Néanmoins, aucune obli-
gation réglementaire n’est requise. Le travail en réseau est
encouragé. Une information aupres des prescripteurs
devra étre effectuée en cas de lecture par des biologistes
moins spécialisés (gardes et astreintes en particulier).

IV. - PRESENTATION A I’ ACCREDITATION

Le GT propose de présenter le myélogramme
comme une analyse qualitative, en détaillant particu-
lierement I’analyse de risques et les points critiques
du test : identitovigilance (du patient puis des éti-
quettes) ; préparation, information et préléevement
(patient) ; dispositifs de recueil du préléevement
(tubes) ; transport (délai d’acheminement des préle-
vements) ; pré-traitement (coloration des frottis) ;
matériel d’observation (microscope) ; incertitude de
mesure (lecteurs) ; compétences du personnel (pré-
levement et lecture du test) ; systeme informatique
(gestion du rendu des résultats) ; délai de rendu post-
analytique (notamment pour les myélogrammes
urgents). L’échelle de criticité est laissée a I’apprécia-
tion de chaque centre.

Le GT/GFHC recommande une présentation qualitative
du myélogramme pour Uaccréditation, avec une analyse pre-
cise des risques et des points critiques du test (accord fort).
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X. - COTATION

Le myélogramme est actuellement coté B100 (B =
0,27 €, soit 27 € pour les départements métropoli-
tains ; 0,31 € pour les Antilles ; 0,33 € pour la Guyane
et la Réunion) et B2000 en Belgique. Au cours de
I’enquéte préalable, les participants ont jugé cette
cotation en désaccord avec le temps passé, le niveau
d’expertise souvent requis, la discussion fréquente
consécutive avec les prescripteurs, la demande éven-
tuelle de relecture, la responsabilité de diagnostics
parfois lourds de conséquences, etc. Le GFHC insiste
sur le fait que le myélogramme est plus qu’'un acte
technique, il constitue une véritable consultation
hématologique (1).

Il faut aussi prendre en compte la nécessité de dés-
ormais compléter la lecture par une quantification
précise de cellules. L’OMS et le GFM préconisent
une lecture de 500 cellules pour quantifier les blastes
et les monocytes. En effet, les seuils de 5 %, 10 % et
20 % conditionnent les diagnostics et par conséquent

Myélogramme l

orientent vers des prises en charges thérapeutiques
différentes. Une description précise de la dysplasie
est demandée par 'OMS et le GFM (= 10 % ou
> 50 % de cellules anormales pour affirmer une dys-
myélopoiese dans le cadre d’un SMD ou d’une leucé-
mie aigué). L’inclusion dans des protocoles thérapeu-
tiques nécessite souvent une lecture précise des
anomalies, avec discussion consécutive lors des réu-
nions de concertation pluridisciplinaire avec les clini-
ciens, majorant ainsi le temps consacré a cet examen.
La relecture du myélogramme est parfois demandée
(discordance avec la symptomatologie clinique, appa-
rition de données cliniques nouvelles, rechute d’hé-
mopathie,...) et non cotée. La cotation serait a reva-
loriser a B500. Un supplément de cotation en
fonction du temps passé a 'interprétation est sou-
haité.

Le GT/GFHC émet le souhait de reconsidérer la cota-
tion du test et la prise en compte d’expertises additionnelles
(quantification de la dysplasie, nouveau diagnostic, diag-
nostic d’hémopathie, relecture).
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HEMATOLOGIE Myélogramme

Cellularité médullaire

M. ZANDECKI', S. GIRARD?, J.-F. LESESVE®

La «richesse » représente une « densité cellu-
laire ». Le terme « cellularité » est donc recommandé
pour qualifier ce parametre. Au cours de I’enquéte
des pratiques menée en 2015, I’absence de standardi-
sation de ce parameétre a été constatée : 52/74 labo-
ratoires rendent une mention explicite (allant de
« désertique » a « tres riche », soit comme commen-
taire unique (24 réponses) soit associé a un systeme
de gradation lui-méme hétérogéne : de « 1 a5 » (18
réponses) ou de « +a +++ » (13 réponses). Parfois, le
tapis d’hématies est examiné pour évaluer la richesse.
Rarement, la cellularité n’est pas mentionnée ou bien
est comparée a celle d'un grumeau écrasé (dans les
cas ou il est fourni). La cellularité est appréciée en
observant les frottis médullaires avec les objectifs x10
ou x20 du microscope.

La moelle normale est une moelle « riche », mais
Iimpression du cytologiste est fortement condition-
née par les usages locaux de ponction et d’étalement
médullaire et elle est totalement faussée en cas d’éta-
lement a partir d’un prélévement collecté dans un
tube contenant de 'EDTA. En conséquence, I'usage
des catégories « désertique, trés diminuée, diminuée,
normale, augmentée ou trés augmentée » n’est pro-
bablement pas pertinent. Pour le référentiel de I’ /n-
ternational Society for Laboratory Hematology (1), cinq
niveaux sont individualisés (« acellulaire, cellularité
réduite, normale, augmentée ou trés augmentée »).
Le terme moelle « aplasique » doit étre écarté car
c’est un diagnostic, pas une évaluation. La comparai-
son avec la densité leucocytaire du frottis sanguin
peut étre utile pour évaluer la composante d’hémo-
dilution. Le terme moelle « envahie » est a éviter car
il supposerait que les cellules viennent de I’extérieur,
ce qui n’est pas forcément prouvé : il lui faut préférer
le qualificatif « infiltrée ».

La cellularité varie avec ’age. Chez un nourrisson,
la moelle est presque totalement dépourvue de
graisse, et une répartition proche de celle de 'adulte
est obtenue a partir de 5 ans (2). Une involution adi-
peuse s’effectue chez les sujets (tres) agés. L’interpré-
tation devra en tenir compte.

Sur un frottis, il existe presque toujours une dilu-
tion avec du sang, plus ou moins nette selon les cas.
La cellularité est donc difficile a apprécier et doit
tenir compte des habitudes locales liées au mode de
prélevement et d’étalement. Elle sera appréciée a par-
tir de plusieurs (au moins deux) frottis, autour des
grains de moelle, en évitant les zones trop épaisses.
Les régions les plus cellulaires seront retenues pour
la réponse.

Pour les grains écrasés, la richesse est plus facile a
apprécier car les hématies sont moins nombreuses.
Cette technique est recommandée si ’estimation de
la richesse est importante pour le diagnostic (aplasie
médullaire). En effet, pour les grains, la cellularité est
en principe indépendante de la cellularité du sang et
de la qualité du prélevement (sauf s’il n’y a pas de
grains !). La réponse est idéalement effectuée a partir
de I'observation de deux grains écrasés. Ce constat
justifie lIa recommandation du GFHC de joindre, si
possible, des « grumeaux » aux traditionnels frottis.
De méme, la densité en mégacaryocytes est plus facile
a déterminer sur ce type de produit biologique.

La cellularité peut étre appréciée semi-quantitati-
vement ou quantitativement. L’estimation semi-quan-
titative n’est pas (ou mal) reproductible d’un
laboratoire a un autre. L’estimation quantitative
(nombre de cellules par champ microscopique) dé-
pend surtout de la zone du frottis examinée mais
aussi des objectifs employés (oculaire et tourelle : plu-
sieurs combinaisons possibles). Elle est donc difficile
a effectuer, chronophage, avec une standardisation
médiocre. C’est pourquoi le GFHC a préféré propo-
ser la solution d’images de référence, de standardisa-
tion discutable aussi mais immédiatement utilisables
en pratique et qui sont explicites pour les morpholo-
gistes habitués a cette évaluation.

! Laboratoire d’Hématologie du CHU d’Angers.
2 Laboratoire d’Hématologie du CHU de Lyon-Est.
% Service d'Hématologie biologique, CHRU Brabois, Nancy.
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Les images suivantes (Figures 1 a 33) sont données
a titre d’exemple pour standardiser I’évaluation de
la cellularité médullaire (nourrissons et sujets agés
exclus). Elles ont été validées par le groupe de travail
« myélogramme » du GFHC. Par analyse d’image in-
formatique, un ratio nombre de leucocytes / nombre
d’hématies a €té calculé et a permis de documenter

les catégories de cellularité. Ce ratio est indiqué a
titre d’information ci-apreés, il s'inspire des méthodes
utilisées en histologie pour lesquelles la cellularité
est déterminée par des criteres de surface occupée
par la moelle hématopoiétique par rapport au tissu
graisseux. La moelle normale ne comporte en prin-
cipe que peu de globules rouges.
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Myélogramme l

13 14 15
16 17 18
19 20 21
I. Frottis médullaires classés en fonction de la densité cellulaire :
o cellularité réduite : images 1 a 10 (1 % <ratio <5 %) ;
e cellularité normale : images 11 4 18 (5 % < ratio < 10 %) ;
e cellularité augmentée : images 19 2 21 (10 % < ratio < 60 %).
22 23 24
25 26 27
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28 29

31 32

II. Grains médullaires écrasés classés en fonction de la densité cellulaire :
o cellularité réduite : images 22 a 25 (ratio < 15 %) ;

o cellularité normale : images 26 4 30 (15 % < ratio < 30 %) ;

e cellularité augmentée : images 31 2 33 (30 % < ratio < 75 %).
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HEMATOLOGIE Myélogramme

Harmonisation des commentaires
du myélogramme

J.-F. LESESVE!, V. BARDET? POUR LE BUREAU DU GFHC

Lors de ’enquéte des pratiques réalisée en janvier
2015, les biologistes ont souhaité disposer d’une liste
de commentaires usuels, pouvant éventuellement
étre informatisés (codes, menus déroulants...) selon
les voeux du laboratoire et les possibilités de son ser-
veur informatique. Ceci va également dans le sens des
recommandations du Cofrac qui préconise d’harmo-
niser les commentaires si I’examen du myélogramme
est réalisé par plusieurs biologistes. Ce thésaurus ne
concerne que les commentaires quantitatifs ou qua-
litatifs ; pour les diagnostics, il faudra se reporter a la
codification de I’Association pour le Développement
de I'Informatique en Cytologie et en Anatomie
Pathologique (ADICAP) adaptée a I’hématologie, dis-
ponible sur le site internet du GFHC (gfhc.fr) et
actualisée en 2018. Certaines expressions équiva-
lentes ont été maintenues pour conserver les habi-
tudes des laboratoires et de leurs prescripteurs. Ces
commentaires ont été validés par le bureau du
GFHC. Ils restent néanmoins non opposables.

I. - ASPECT GENERAL DU FROTTIS

Etalements / frottis défectueux

Etalements / frottis désertiques/acellulaires. Frottis
ne comportant pas de cellules médullaires. Absence
quasi-totale d’éléments médullaires

Moelle hémodiluée (partiellement / modérément)

Moelle non contributive, décompte sans valeur
Nombreuses cellules lysées / artéfacts

Moelle aplasique

Moelle pauvre / hypoplasique pour I’age

Moelle de richesse normale/attendue / normale
pour I’age

Moelle riche / hyperplasique pour I’age

IL. - LIGNEE ERYTHROBLASTIQUE

Erythroblastopénie

Erythroblastes insuffisamment représentés, hypopla-
sie érythroblastique

Hyperplasie érythroblastique (modérée / majeure)
Nombreux érythroblastes en mitose

Morphologie érythroblastique normale / anormale
Dysérythropoiése significative (anomalies concernant
plus de 10 % des cellules) Dysérythropoiése non
significative

Macroblastose
Mégaloblastose

Asynchronisme de maturation nucléocytoplasmique

Erythroblastes avec ponts inter-nucléaires / bi- ou
multinucléés / a noyaux irréguliers / a noyaux frag-
mentés. Caryoschize, caryorrhexis, bourgeonne-
ments nucléaires

Vacuolisation cytoplasmique des érythroblastes
Erythroblastes a cytoplasme feuilleté, mauvaise hémo-
globinisation des érythroblastes acidophiles
Erythroblastes avec ponts intercytoplasmiques (pas
de signification pathologique)

Erythroblastes avec ponctuations basophiles / avec
corps de Jolly

Anomalies morphologiques des hématies identiques
a celles observées dans le sang

Coloration de Perls recommandée (nombre / qualité
des frottis insuffisants pour I’effectuer)
Coloration de Perls en cours

! Service d’Hématologie biologique, CHRU Brabois, Nancy.
2 Hopitaux Universitaires de Paris Ile-de-France-Ouest,
Boulogne-Billancourt.
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IIL.- SERIE MEGACARYOCYTAIRE

Absence de mégacaryocytes. Mégacaryocytes non
observés

Nombre diminué / insuffisant de mégacaryocytes
Nombre attendu (normal) de mégacaryocytes
Hyperplasie mégacaryocytaire. Nombreux mégaca-
ryocytes. Mégacaryocytes augmentés

Mégacaryocytes de morphologie normale / plaquet-
togenes

Meégacaryocytes dystrophiques / non dystrophiques
Mégacaryocytes parfois dystrophiques (< 10 % des
cellules). Dysmégacaryopoiése non significative
Dysmégacaryopoiése significative (anomalies concer-
nant plus de 10 % des cellules)

Micromégacaryocytes

Meégacaryoblastes

Meégacaryocytes a noyaux hypolobés / monolobés /
ronds uniques / type anomalie 5q-

Mégacaryocytes bi- ou tri-nucléés (noyaux ronds sépa-
rés) / a noyau fragmenté

Meégacaryocytes a noyaux polylobés et segmentés
Anomalies cytoplasmiques des mégacaryocytes
(vacuoles, coloration...)

IV. - LIGNEE LYMPHOIDE

Lymphocytose médullaire
Lymphocytose médullaire attendue pour I’age

Lymphocytes non dystrophiques. Lymphocytes de
morphologie normale
Lymphocytes dystrophiques

Lymphocytes a noyau nucléolé / clivé / déformé
Petits lymphocytes a noyau clivés (centrocytes)
Lymphocytes a noyau convoluté / contourné
Lymphocytes nucléolés (prolymphocytes, centro-
blastes, immunoblastes)

Nombreuses ombres nucléaires / cellulaires, lympho-
cytes lysés

Cellules lymphomateuses / tricholeucocytes / lym-
phoplasmocytes

Lymphocytes hyperbasophiles / lymphocytes d’aspect
réactionnel

Lymphocytes et monocytes a cytoplasme basophile
Population lymphoide polymorphe et hétérogeéne en
rapport avec le syndrome mononucléosique observé
en périphérie

Hyperplasie plasmocytaire sans / avec anomalies
morphologiques

Plasmocytes dystrophiques / tumoraux,/ nucléolés /
géants / groupés en amas / corps de Riissel / cellules
de Mott / cristaux / flammés / anisocaryose / aniso-
cytose / perte d’excentricité nucléaire / perte d’ar-
choplasme / multinucléés

Plasmocytes d’aspect immature. Plasmoblastes. Pro-
plasmocytes

Absence, présence de cellules de Reed-Sternberg /
de cellules de Hodgkin

V. - LIGNEE GRANULEUSE NEUTROPHILE

Hyperplasie de la lignée granuleuse neutrophile
Hypoplasie de la lignée granuleuse neutrophile.
Lignée granuleuse neutrophile sous-représentée
Exces d’éléments immatures dans la lignée granu-
leuse neutrophile / pyramide de maturation déséqui-
librée / Insuffisance d’éléments matures dans le
lignée granuleuse neutrophile / déviation vers les
précurseurs granuleux / Accentuation des formes
jeunes de la lignée granuleuse

Blocage / pseudo-blocage de maturation de la lignée
granuleuse au stade promyélocyte

Présence de métamyélocytes géants
Gigantisme cellulaire

Lignée granuleuse neutrophile de morphologie nor-
male

Dysgranulopoiése significative (anomalies concer-
nant plus de 10 % des cellules)

Dysgranulopoiése non significative

Anomalie de Pelger ou pseudo-Pelger

Noyau des polynucléaires parfois « pelgérisés »
Noyau des polynucléaires hyposegmentés
Polynucléaires neutrophiles a noyaux en bissac
Présence de polynucléaires hypersegmentés
Condensation chromatinienne anormale
Métamyélocytes a noyau rubané

Présence de cellules hypogranulaires / agranulaires
/ dégranulées / hypergranulaires

Présence de corps de Dohle

Vacuolisation des polynucléaires neutrophiles
Grains type Chediak-Higashi

Présence de granulations « toxiques » dans les granu-
locytes

Asynchronisme de maturation nucléocytoplasmique

VI - LIGNEE MONOCYTAIRE

Hyperplasie monocytaire
Monocytose médullaire diminuée, absence de mono-
cytes médullaires

Monocytes géants
Dysmonocytopoiese, monocytes dystrophiques

Anomalie de lobulation des noyaux
Monocytes a noyaux rubanés

Dégranulation / hypogranulation des monocytes
Vacuolisation cytoplasmique des monocytes
Monocytes basophiles

Monoblastes, promonocytes. Monocytes immatures

feuillets de Biologie /N° 342 - MAI 2018



Nombreux macrophages

Macrophage avec activité phagocytaire exacerbée
(globules rouges, plaquettes, leucocytes). Activité
macrophagique augmentée, macrophages surchargés
de débris cellulaires et de pigments d’hémosidérine.
Hémophagocytose d’éléments intacts

Accentuation macrophagique sans image d’hémo-
phagocytose

VIL - LIGNEE EOSINOPHILE

Hyperéosinophilie médullaire
Eosinophiles dystrophiques

Eosinophiles a noyaux anormaux (hypo / hyperseg-
mentation)

Anomalies cytoplasmiques des éosinophiles (granula-
tions €osinophiles immatures de couleur pourpre,
hypogranulation, vacuolisation)

Présence de cellules immatures de la lignée €osinophile
Eosinophiloblastes

VIIL - LIGNEE BASOPHILE

Excés de basophiles médullaires
Lignée basophile dystrophique

Polynucléaires basophiles a noyaux anormaux (hypo
/ hypersegmentation)

Anomalies cytoplasmiques des basophiles (granula-
tions basophiles immatures, hypogranulation, vacuo-
lisation)

Présence de cellules immatures de la lignée baso-
phile. Basophiloblastes

IX. - BLASTOSES

Présence de blastes. Blastose partielle. Exces de
blastes

Blastose inférieure au seuil de sensibilité cytologique
(<5 %). Rémission cytologique
Infiltration blastique persistante

Blastes morphologiquement identiques a ceux obser-
vés au diagnostic

Blastes indifférenciés, blastes granulaires, blastes
hypergranulaires

Myéloblastes, lymphoblastes, monoblastes, promyélo-
cytes anormaux

Présence de corps d’Auer dans les blastes (uniques /
multiples / en fagots)

X. - AUTRES CELLULES

Absence / Présence de cellules anormales

Absence / Présence de cellules métastatiques
Absence / Présence de cellules tumorales non héma-
topoiétiques

Myélogramme l

Absence / Présence de Leishmanies

Présence d’ostéoblastes (quelques / nombreux)
Présence d’ostéoclastes (quelques / nombreux)

Présence de mastocytes (quelques / nombreux)
Mastocytes dystrophiques (hypogranuleux, au cyto-
plasme fusiforme...)

Mastocytes regroupés en amas

Absence / présence de cellules de surcharge (rares /
quelques / nombreuses)
Histiocytes bleus de mer

Présence d’adipocytes
Moelle graisseuse

Présence de cellules lysées (rares / quelques / nom-
breuses)

XI. - INTERPRETATION

L’aspect du frottis sanguin / médullaire évoque
L’aspect conjoint des frottis sanguins et médullaires
évoque

Aspect cytologique en faveur de...

Résultats a interpréter avec le contexte clinique (non
renseigné)

Résultats a interpréter avec le résultat de 'immuno-
phénotypage sanguin / médullaire

Résultats a interpréter avec les résultats d’une autre
exploration (coloration de Perls, cytochimies, histo-
logie, génétique...)

Aspect similaire a celui décrit lors de ’examen précé-
dent

Absence d’anomalie majeure
Moelle normale pour I'age

XII. - COMMENTAIRES DIVERS

Insuffisance d’éléments médullaires pour proposer
une formule. Nombre insuffisant de cellules pour un
décompte représentatif

Frottis hémodilués, décompte sans valeur / Non
contributif

Frottis coagulés, décompte sans valeur

Décompte réalisé dans les franges (représentativité ?)

Qualité de I’étalement insuffisante pour une analyse
optimale
Présence d’artéfacts (décrire)

Controle souhaité / recommandé

Un nouveau myélogramme doit étre envisagé. Une
biopsie ostéo-mdullaire doit étre envisagée

Résultat a vérifier si possible

Moelle infiltrée par, envahie par
Absence d’infiltration cellulaire suspecte

Dysmyélopoiese / Dysplasie portant sur les 3 lignées
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HEMATOLOGIE Myélogramme

Evaluation de I'intervalle
de contfiance des pourcentages seuils
(1 %,5 %, 10 %, 20 %) utilisés pour
la définition des hémopathies

J.-F. LESESVE!, I. CLERC-URMES?, R. GENEWE', C. BAUMANN?

I. - RATIONNEL

L’objectif essentiel du myélogramme est de propo-
ser au prescripteur une orientation diagnostique. Il
inclut un décompte de différentes catégories cellu-
laires (une trentaine environ) de répartition tres
hétérogeéne. Le GFHC insiste sur I'importance tres
relative de ces décomptes et sur la valeur non for-
melle des valeurs de référence. Or, depuis les années
1980, les seuils a 1, 5, 10, 20 % sont conventionnelle-
ment admis pour le classement des pathologies : le
diagnostic de myélome est posé pour une infiltration
médullaire > 10 % de plasmocytes ; une rémission de
leucémie est définie par une moelle osseuse compre-
nant < 5 % de blastes ; les myélodysplasies sont clas-
sées en fonction des blastoses sanguines ou médul-
laires avec des seuils a 1, 5, 10 et 20 % de blastes ; une
leucémie aigué comporte le plus souvent > 20 % de
blastes médullaires...(1, 2). En théorie, une réponse
a 19 % exclurait donc le diagnostic de leucémie alors
qu’'une réponse a 20 % entrainerait peut-étre le
patient vers une chimiothérapie lourde. Or, chacun
est bien conscient que 19, 20 ou 21 % sur un
décompte de 200 a 500 cellules ne permettent pas de
se prononcer avec certitude du fait de I'intervalle de
confiance d’un pourcentage donné en fonction du
nombre de cellules comptées.

II. - OBJECTIFS

Nous avons voulu vérifier la pertinence des pour-
centages rendus au prescripteur quand ils se trou-
vaient proches des seuils diagnostiques. L’objectif

était aussi d’aider a réaliser un document de valida-
tion de méthode pour I'accréditation (« décompte
des cellules du myélogramme »).

Nous avons privilégié une approche pratique et
tenté de répondre avec un raisonnement pragma-
tique a cette question : aprés un premier dénom-
brement indiquant un pourcentage de cellules anor-
males, quel serait le nombre de cellules a compter de
nouveau pour diminuer I'imprécision de ce pourcen-
tage initial, et donc rendre un résultat plus confiant.

IIL. - RESULTATS
A) Utilisation de la table de Riimke

Une méthode immeédiate consiste a utiliser la table
de Riumke (Tableau I) qui établit, en fonction du
nombre de cellules comptées et du pourcentage cel-
lulaire réel, un intervalle de valeur dans lequel le
décompte est validé a 95 %. Elle permet de donner
au prescripteur 'intervalle de confiance du pourcen-
tage trouvé (3).

Par exemple, pour un pourcentage cellulaire réel
estimé a 20, son intervalle de confiance a 95 % (IC
95 %) varie entre 12,7 % et 29,2 % de ces cellules si
le décompte est réalisé sur 100 cellules ; entre 14,7 %

! Laboratoire d'Hématologie biologique, CHRU Brabois,
Nancy. .

2 Service d’Epidémiologie et Evaluations Cliniques, CHRU
de Nancy.
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Tableau I - Extrait de la table de Riimke, d’apres (3).

% n =100
0 0-3,6 0-1,8
1 0-5,4 0,1-3,6
2 0,2-7,0 0,6-5,0
3 0,6-8,5 1,1-6,4
4 1,1-9,9 1,7-7,7
5 1,6-11,3 2,4-9,0
6 2,2-12,6 3,1-10,2
7 2,9-13,9 3,9-11,5
8 3,5-15,2 4,6-12,7
9 4,2-16,4 5,4-13,9
10 4,9-17,6 6,2-15,0
15 8,6-23,5 10,4-20,7
20 12,7-29,2 14,7-26,2
25 16,9-34,7 19,2-31,6
30 21,2-40 23,7-36,9
35 25,7-45,2 28,4-42,0
40 30,3-50,3 33,2-47,1
45 35,0-55,3 38,0-52,2
50 39,8-60,2 42,9-57,1
55 44,7-65 47,8-62,0
60 49,7-69,7 52,9-66,8
65 54,8-74,3 58,0-71,6
70 60,0-78,8 63,1-76,3
75 65,3-83,1 68,4-80,8
80 70,8-87,3 73,8-85,3
85 76,5-91,4 79,3-89,6
90 82,4-95,1 85,0-93,8
95 88,7-98,4 91,0-97,6
100 96,4-100 98,2-100

0-0,7 0-0,4 0-0,1
0,3-2,3 0,5-1,8 0,8-1,3
1,0-3,6 1,2:3,1 1,7-2,3
1,7-4,9 2,0-4,3 2,6-3,4
2,5-6,1 2,9-5,4 3,6-4,5
3,3-7,3 3,7-6,5 4,5-5,5
4,1-8,5 4,6-7,7 5,5-6,5
4,9-9,6 5,5-8,8 6,5-7,6
5,8-10,7 6,4-9,9 7,4-8,6
6,6-11,9 7,3-10,9 8,4-9,6
7,5-13 8,2-12,0 9,4-10,7
12,18,4 12,8-17,4 14,3-15,8

16,6-23,8 17,6-22,6 19,2-20,8
21,3-29,0 22,3-27,8 24,1-25,9
26,0-34,2 27,2-32,9 29,1-31,0
30,8-39,4 32,0-38,0 34,0-36,0
35,7-44,4 36,9-43,1 39,0-41,0
40,6-49,5 41,9-48,1 44,0-46,0
45,5-54,5 46,9-53,1 49,0-51,0
50,5-59,4 51,9-58,1 54,0-56,0
55,6-64,3 56,9-63,1 59,0-61,0
60,6-69,2 62,0-68,0 64,0-66,0
65,8-74,0 67,1-72,8 69,0-70,9
71,0-78,7 72,2-77,7 74,1-75,9
76,2-83,4 77,4-82,4 79,2-80,8
81,6-88,0 82,6-87,2 84,2-85,7
87,0-92,5 88,0-91,8 89,3-90,6
92,7-96,7 93,5-96,3 94,5-95,5
99,3-100 99,6-100 99,9-100

n : nombre total de cellules comptées ; % : pourcentage de cellules d’un type donné.

et 26,2 % de ces cellules si le décompte est réalisé sur
200 cellules : entre 19,2 % et 20,8 % de ces cellules si
le décompte est réalisé sur 10 000 cellules.

Il est évident que plus le nombre de cellules pris en
compte est grand, plus I'IC diminue, au détriment
d’un allongement de la durée du test qui peut devenir
contraignant en pratique : environ quelques minutes
pour analyser 100 a 300 cellules, 10 minutes pour 500
cellules, plus d’une heure pour 10 000 cellules (donc
jamais effectué !). Ceci a abouti a des recommanda-
tions de décompte sur 100 a 200 cellules pour la dif-
férentielle leucocytaire sanguine (4). En revanche,
aucun conseil n’a été proposé pour le myélogramme.

On peut néanmoins améliorer le simple calcul de
I'IC 95 % proposé par Rimke, par exemple, en déter-

minant le nombre total de cellules a compter en fonc-
tion du pourcentage de cellules pathologiques, mais
aussi en fonction de I'imprécision souhaitée.

B) Nombre total de cellules a compter en fonction
du pourcentage de cellules pathologiques
et de 'imprécision souhaitée

La formule utilisée pour construire les tableaux/
courbes proposés ci-apres est celle de I'IC 95 % d’une
proportion :

p étant le pourcentage de cellules comptées et n,
le nombre de cellules comptées.
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Tableau II - Nombre de cellules a compter en fonction du niveau
d’imprécision et du pourcentage de cellules anormales présentes.

anormales

0,00 % 0 0 0 0 0
1,00 % 96 381 1522 9508 | 38032
2,00 % 95 377 1506 9412 | 37 648
3,00 % 94 373 1491 9316 | 37 264
4,00 % 93 369 1476 9220 | 36 880
5,00 % 92 365 1460 9124 | 36 496
6,00 % 91 362 1445 9028 | 36 112
7,00 % 90 358 1430 8932 | 35727
8,00 % 89 354 1414 8836 | 35343
9,00 % 88 350 1399 8740 | 34959

10,00 % 87 346 1383 8644 | 34575

11,00 % 86 342 1368 8548 | 34191

12,00 % 85 339 1353 8452 | 33 807

13,00 % 84 335 1337 8356 | 33422

14,00 % 83 331 1322 8260 | 33038

15,00 % 82 327 1307 8164 | 32 654

16,00 % 81 323 1291 8068 | 32270

17,00 % 80 319 1276 7972 | 31 886

18,00 % 79 316 1261 7876 | 31502

19,00 % 78 312 1245 7780 | 31 117

20,00 % 77 308 1230 7684 | 30733

21,00 % 76 304 1214 7588 | 30349

22,00 % 75 300 1199 7492 | 29 965

23,00 % 74 296 1184 7396 | 29581

24,00 % 73 292 1168 7300 | 29197

25,00 % 73 289 1153 7203 | 28 812

26,00 % 72 285 1138 7107 | 28 428

27,00 % 71 281 1122 7011 | 28 044

28,00 % 70 277 1107 6915 | 27 660

29,00 % 69 273 1092 6819 | 27 276

30,00 % 68 269 1076 6723 | 26 892

Par exemple, si on s’autorise 10 % d’imprécision
et que I’on pense avoir 5 % de cellules anormales, il
faut faudra compter au moins 365 cellules.

Quel est alors le risque d’erreur ?

Les questions pratiques sont par exemple :

- si j'affirme qu’un patient a une leucémie avec
21 % de blastes, en fonction du nombre de cellules

comptées, quel est le risque d’erreur, autrement dit,
quel est le risque de surestimer le diagnostic ?

Myélogramme l

-sij’affirme qu’un patient n’a pas de leucémie avec
19 % de blastes, en fonction du nombre de cellules
comptées, quel est le risque d’erreur, autrement dit
le risque de sous-estimer le diagnostic ?

Les données présentées ci-dessous permettent de
répondre a cette question.

Le tableau III fournit les valeurs des bornes supé-
rieures en fonction du nombre total de cellules comp-
tées et du pourcentage de cellules a tester estimé. Ces
mémes valeurs sont ensuite représentées graphique-
ment (Figure 1).

Tableau III - Valeurs de la borne supérieure de 'IC 95 % du pour-
centage de cellules anormales rendu en fonction du nombre total
de cellules comptées et du pourcentage de cellules anormales es-

timé.

N=100( N=200| N=300|N =400|N =500

% de
cellules
atester

0,00 %
1,00 %
2,00 %
3,00 %
4,00 %
5,00 %
6,00 %
7,00 %
8,00 %
9,00 %
10,00 %
11,00 %
12,00 %
13,00 %
14,00 %
15,00 %
16,00 %
17,00 %
18,00 %
19,00 %
20,00 %
21,00 %
22,00 %
23,00 %
24,00 %
25,00 %
26,00 %
27,00 %
28,00 %
29,00 %
30,00 %

0,00 %

2,95 %

4,74 %

6,34 %

7,84 %

9,27 %
10,65 %
12,00 %
13,32 %
14,61 %
15,88 %
17,13 %
18,37 %
19,59 %
20,80 %
22,00 %
23,19 %
24,36 %
25,53 %
26,69 %
27,84 %
28,98 %
30,12 %
31,25 %
32,37 %
33,49 %
34,60 %
35,70 %
36,80 %
37,89 %
38,98 %

0,00 %

2,38%

3,94 %

5,36 %

6,72 %

8,02 %

9,29 %
10,54 %
11,76 %
12,97 %
14,16 %
15,34 %
16,50 %
17,66 %
18,81 %
19,95 %
21,08 %
22,21 %
2332 %
24,44 %
25,54 %
26,65 %
27,74 %
28,83 %
29,92 %
31,00 %
32,08 %
33,15 %
34,22 %
35,29 %
36,35 %

0,00 %

2,13 %

3,58 %

4,93 %

6.22 %

7,47 %

8,69 %

9,89 %
11,07 %
12,24 %
13,39 %
14,54 %
15,68 %
16,81 %
17,93 %
19,04 %
20,15 %
21,25 %
22,35%
23,44 %
24,53 %
25,61 %
26,69 %
27,76 %
28,83 %
29,90 %
30,96 %
32,02 %
33,08 %
34,13 %
35,19 %

0,00 %

1,98 %

337 %

4,67 %

5,92 %

7,14 %

833 %

9,50 %
10,66 %
11,80 %
12,94 %
14,07 %
15,18 %
16,30 %
17,40 %
18,50 %
19,59 %
20,68 %
21,77 %
22,84 %
23,92 %
24,99 %
26,06 %
27,12 %
28,19 %
29,24 %
30,30 %
31,35 %
32,40 %
33,45 %
34,49 %

0,00 %

1,87 %

3,23 %

4,50 %

5,72 %

6,91 %

8,08 %

9,24 %
10,38 %
11,51 %
12,63 %
13,74 %
14,85 %
15,95 %
17,04 %
18,13 %
19,21 %
20,29 %
21,37 %
22,44 %
23,51 %
24,57 %
25,63 %
26,69 %
27,74 %
28,80 %
29,84 %
30,89 %
31,94 %
32,98 %
34,02 %
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N=100 N =200 N =300 N =400 N =500 seuil décisionnel

Fig. 1 - Valeur de la borne supérieure (IC 95 %) en fonction
du pourcentage des cellules anormales estimées et du nombre
de cellules comptées.

Comment interpreéter ces données en pratique ?

Pour exclure le diagnostic de leucémie, la propor-
tion de blastes doit étre < 20 %.

Par exemple, a partir d’'un premier décompte de
200 cellules, on estime a 15 % la proportion de
blastes. D’apres le tableau III, la borne supérieure de
I'IC 95 % de cette estimation est de 19,95 %. Autre-
ment dit, les 15 % de cellules comptées sont, avec un
IC 95 %, <20 %. Donc la décision de classer le patient
comme non leucémique est adaptée car I’estimation
reste < 20 %. En revanche, si on observe non plus
15 % mais 16 % de cellules pathologiques, alors il y a
un risque (que ’on peut facilement quantifier a par-
tir du graphique) que la valeur vraie du % de cellules
pathologique soit > 20 %, avec un risque non négli-
geable (5 %) de prendre une mauvaise décision diag-
nostique (sous-estimation d’une leucémie).

En revanche, si on compte 500 cellules et que I’on
estime a 16 % les cellules pathologiques, la borne in-
férieure de I'IC 95 % reste < 20 %, donc on a moins
de 5 % de risque de classer a tort ce patient comme
non atteint de leucémie.

On constate qu'un comptage de 100 cellules per-
met d’obtenir une estimation significativement < 20 %
de blastes en dessous de 13 %, alors que ce chiffre
passe a 16 % pour un comptage de 500 cellules.

L’utilisation de ces données permet donc de mo-
duler le nombre de cellules a compter en fonction de
la proportion de cellules pathologiques. En pratique,
cela permet d’organiser un décompte dans le temps
minimum consacré a celui-ci, tout en garantissant (a
95 %) la valeur du pourcentage rendu.

La figure 2 et le tableau IV fournissent les valeurs
des bornes inférieures selon le nombre de cellules

Tableau IV - Valeurs de la borne inférieure de I'intervalle de 'IC
95 % du pourcentage de cellules anormales rendu en fonction du
nombre total de cellules comptées et du pourcentage de cellules
anormales estimé.

Nombre
de cellules

comptées [N =100 | N = 200

% de
cellules
atester

0,00%| 0,00%| 0,00%| 0,00% | 0,00% | 0,00 %
1,00 % | -0,95% | -0,38 % | -0,13% | 0,02 % | 0,13 %
2,00%/| -0,74% | 0,06% | 0,42% | 0,63%| 0,77 %
3,00%| -0,34%| 064%| 1,07%| 1,33%| 1,50 %
400%| 0,16%| 1.28%| 1,78%| 2,08 % | 2,28 %
500%| 0,73% | 1,98% | 253%| 2,86 % | 3,09 %
6,00%| 135%| 2,71%| 3,31 %| 3,67 % | 3,92 %
7,00% | 2,00% | 3.46%| 4,11 % | 450% | 4,76 %
800%| 2,68% | 424%| 493% | 534%/| 562 %
9,00% | 3,39%| 503%| 576%| 6,20 % | 6,49 %
10,00% | 4,12 % | 584% | 6,61%| 7,06% | 7,37 %
11,00% | 4,87 %| 6,66 % | 7,46 % | 7,93 %| 8,26 %
12,00% | 5,63%| 750% | 832% | 8,82 %| 9,15 %
13,00% | 6,41%| 834%| 919% | 9,70 % |10,05 %
14,00 % | 7,20%| 9,19 % 10,07 % | 10,60 % [10,96 %
15,00 % | 8,00 % | 10,05 % | 10,96 % | 11,50 % [ 11,87 %
16,00 % | 8,81 % | 10,92 % | 11,85 % |12,41 % (12,79 %
17,00 % | 9,64 % | 11,79 % | 12,75 % |113,32 % 13,71 %
18,00 % | 10,47% | 12,68% | 13,65% | 14,23% |14,63 %
19,00 % | 11,31% | 13,56% | 14,56% | 15,16% [ 15,56 %
20,00 % | 12,16% | 14,46% | 15,47% | 16,08% | 16,49 %
21,00 % | 13,02 % | 15,35 % | 16,39 % 17,01 % | 17,43 %
22,00 % | 13,88 % | 16,26 % | 17,31 % (17,94 % | 18,37 %
23,00 % | 14,75 % | 17,17 % | 18,24 % (18,88 % | 19,31 %
24,00 % | 15,63 % | 18,08 % | 19,17 % [19,81 % | 20,26 %
25,00 % | 16,51 % | 19,00 % | 20,10 % |20,76 % | 21,20 %
26,00 % | 17,40 % | 19,92 % | 21,04 % | 21,70 % (22,16 %
27,00 % | 18,30 % | 20,85 % | 21,98 % (22,65 % (23,11 %
28,00 % | 19,20 % | 21,78 % | 22,92 % | 23,60 % | 24,06 %
29,00 % | 20,11 % | 22,71 % | 23,87 % | 24,55 % | 25,02 %
30,00 % | 21,02 % | 23,65 % | 24,81 % |25,51 % | 25,98 %

comptées et le pourcentage de cellules a tester, sui-
vant un principe identique.

Comment interpréter ces données en pratique ?

Pour poser le diagnostic de myélome, la propor-
tion de plasmocytes médullaires doit étre > 10 %.

Par exemple, a partir du comptage de 200 cellules,
on estime a 15 % la proportion de plasmocytes.
D’apreés le tableau IV, la borne inférieure de I'IC a
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N =100 N =200 N =300 N =400 N =500 seuil décisionnel

Fig. 2 - Valeurs de la borne inférieure de I'intervalle de I'IC 95 %
du pourcentage de cellules anormales rendu (ordonnées)

en fonction du nombre total de cellules comptées (abaques)

et du pourcentage de cellules anormales estimé (abscisses).

95 % de cette estimation est > 10 %. Autrement dit,
15 % de cellules comptées est > 10 % avec un IC
95 %. La décision de classer la pathologie du patient
en myélome est adaptée car I’estimation est garantie.
En revanche, si on observe non plus 15 % mais 13 %
de cellules malades, alors il y a un risque (que 'on
peut facilement quantifier a partir du graphique) que
la valeur vraie du pourcentage de cellules malades
soit < 10 %, avec un risque non négligeable (5 %) de
prendre une mauvaise décision diagnostique (sures-
timation du diagnostic).

Par contre, si on compte 500 cellules et que I'on
estime a 13 % les cellules malades, la borne inférieure
de I'IC 95 % est > 10%, donc on a moins de 5% de
risque de classer a tort le patient comme atteint de
myélome.

On constate qu’un comptage de 100 cellules per-
met d’obtenir une estimation significativement
> 10 % de plasmocytes a partir du seuil de 18 % (in-
tersection de la droite bleue et de la droite rouge),
alors que ce dernier passe a 13 % pour un comptage
de 500 cellules.

Cela justifie la recommandation empirique de
I’OMS de compter 500 cellules pour déterminer la
blastose des syndromes myélodysplasiques, mais nos
tableaux permettent d’affiner ces recommandations
au cas par cas.

V.- RESULTATS GLOBAUX
(A BUT PRATIQUE POUR LES LECTEURS
DU MYELOGRAMME)

Pour un IC 95 % et d’apres les incertitudes retrou-
vées dans les tableaux précédents, il est possible d’ex-
trapoler les résultats suivants pour le décompte
cellulaire :

Myélogramme l

Pour un seuil de 5 %

® Pour un décompte de 100 cellules : le décompte de
cellules pathologiques est considéré comme signifi-
cativement <5 % (IC 95 %) s’il est < 2 %.

® Pour un décompte de 300 cellules : le décompte de
cellules pathologiques est considéré comme signifi-
cativement <5 % (IC 95 %) s’il est < 3 %.

A I’opposé :

® Pour un décompte de 100 cellules : le décompte de
cellules pathologiques est considéré comme signifi-
cativement >5 % (IC 95 %) s’il est > 12 %.

® Pour un décompte de 200 cellules : le décompte de
cellules pathologiques est considéré comme signifi-
cativement >5 % (IC 95 %) s’il est > 9 %.

® Pour un décompte de 400 cellules, le décompte de
cellules pathologiques est considéré comme signifi-
cativement >5 % (IC 95 %) s’il est > 8 %.

Entre ces valeurs, pour le nombre de cellules to-
tales comptées, I'IC 95 % n’est pas garanti et le cyto-
logiste se trouve dans une « zone grise », 'incertitude
de mesure augmente.

Pour un seuil de 10 %

® Pour un décompte de 100 cellules : le décompte de
cellules pathologiques est considéré comme signifi-
cativement < 10 % (IC 95 %) s’il est < 5 %.

® Pour un décompte de 200 cellules : le décompte de
cellules pathologiques est considéré comme signifi-
cativement < 10 % (IC 95 %) s’il est < 6 %.

® Pour un décompte de 300 cellules : le décompte de
cellules pathologiques est considéré comme signifi-
cativement < 10 % (IC 95 %) s’il est < 7 %.
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A T'opposé :

® Pour un décompte de 100 cellules : le décompte de
cellules pathologiques est considéré comme signifi-
cativement > 10 % (IC 95 %) s’il est > 18 %.

® Pour un décompte de 200 cellules : le décompte de
cellules pathologiques est considéré comme signifi-
cativement > 10 % (IC 95 %), s’il est > 15 %.

® Pour un décompte de 300 cellules : le décompte de
cellules pathologiques est considéré comme signifi-
cativement > 10 % (IC 95 %) s’il est > 14 %.

® Pour un décompte de 500 cellules : le décompte de
cellules pathologiques est considéré comme signifi-
cativement > 10 % (IC 95 %) s’il est > 13 %.

Entre ces valeurs, pour le nombre de cellules to-
tales comptées, I'IC 95 % n’est pas garanti et le cyto-
logiste se trouve dans une « zone grise », 'incertitude
de mesure augmente.

Pour un seuil de 20 %

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

(1)Swerdlow SH, Campo E, Pileri SA, Harris
NL, Stein H, Siebert R, et al. The 2016
revision of the World Health Organization
classification of lymphoid neoplasms.
Blood 2016 ; 127 : 2375-90.

2016 revision to the World Health
Organization classification of myeloid
neoplasms and acute leukemia. Blood
2016 ; 127 : 2391-405.

® Pour un décompte de 100 cellules : le décompte de
cellules pathologiques est considéré comme signifi-
cativement < 20 % (IC 95 %) s’il est < 13 %.

® Pour un décompte de 200 cellules : le décompte de
cellules pathologiques est considéré comme signifi-
cativement < 20 % (IC 95 %) s’il est < 15 %.

® Pour un décompte de 400 cellules : le décompte de
cellules pathologiques est considéré comme signifi-
cativement < 20 % (IC 95 %) s’il est < 16 %.

A l'opposé :

® Pour un décompte de 100 cellules : le décompte de
cellules pathologiques est considéré comme signifi-
cativement > 20 % (IC 95 %) s’il est > 29 %.

® Pour un décompte de 200 cellules : le décompte de
cellules pathologiques est considéré comme signifi-
cativement > 20 % (IC 95 %) s’il est > 27 %.

® Pour un décompte de 300 cellules : le décompte de
cellules pathologiques est considéré comme signifi-
cativement > 20 % (IC 95 %) s’il est > 25 %.

® Pour un décompte de 500 cellules : le décompte de
cellules pathologiques est considéré comme signifi-
cativement > 20 % (IC 95 %), s’il est > 24 %.

Entre ces valeurs, pour le nombre de cellules to-
tales comptées, I'IC 95 % n’est pas garanti et le cyto-
logiste se trouve dans une « zone grise », 'incertitude
de mesure augmente.

(4) Fuentes-Arderiu X, Dot-Bach D. Measure-
ment uncertainty in manual differential
leukocyte counting. Clin Chem Lab Med
2009 ; 47 : 112-5.

(3) Rimke CL. The accuracy of percentages;

(2) Arber DA, Orazi A, Hasserjian R, Thiele
J, Borowitz MJ, Le Beau MM, et al. The
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tables with reliability intervals. Ned Tijdschr
Geneeskd 1976 5 120 : 2052-8 (article in Duich).
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Valeurs de référence

J.-F. LESESVE!, S. GIRARD?

Les valeurs de référence sont indiquées dans les tabeaux I et II, a titre informatif. Le GFHC a
statué que la mention des valeurs de référence dans le compte rendu d’analyse restait a I'initiative
de chaque laboratoire. Par ailleurs, il a clairement indiqué qu’elles pouvaient méme rester non
précisées dans le compte rendu, a partir du moment ou les commentaires de conclusion signa-
laient explicitement tout déséquilibre des pourcentages notifiés.

! Laboratoire d'Hématologie biologique, CHRU Brabois, Nancy.
2 Laboratoire d’Hématologie, CHU de Lyon-Est.
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Tableau I. Valeurs de référence chez I’adulte.

REFERENCES

(15) (13) (18) (16) (1) (3)
Nombre de témoins 12 50 67
Hémoblastes / cellules souches / cellules indifférenciées* 0-3

Lignée monocytaire
Monocytes
Macrophages

Lignée lymphoide
Lymphocytes 5-12 8,6-23,8 5-20 5-15 6-20 6-26,2
Plasmocytes 0-2 0-3,5 0-3 0-3 0-1,2 0-3,8
REFERENCES (13) (17) (9) (11) (10) Société Frangaise d'Hématologie
2014
Nombre de témoins 12 22 104
Hémoblastes / cellules souches / cellules indifférenciées* 0-0,2 1-2

Lignée monocytaire
Monocytes
Macrophages

=
<
— . .
an Lignée lymphoide
_O Lymphocytes 8,6-23,8 2,5-15 5-15 3,4-17 5-15
‘g\ Plasmocytes 0-3,5 0,5-3 0,5-3 0,1-1,6 1-3
w
O
9 * Le GFHC recommande le terme « blastes ».
=
<
=
‘w
I
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Tableau II. Valeurs de référence chez le nourrisson et ’enfant.

REFERENCES 7 (14)

Catégorie d'age <2 jours 1 mois - 2 ans 1 jour - 1 mois 1 mois 2 mois 3 mois
Nombre de témoins 57 71 48 24
Hémoblastes / cellules souches / cellules indifférenciées* 1-2 2-4 0-0,62 0,12-1,12 0,08-1,08 0,03-1,23

Lignée monocytaire Monocytes 0,03-1,73 0,12-19 0,08-1,74 0,12-1,24
Macrophages

Lignée lymphoide Lymphocytes/lymphoblastes 10-18 30-50 8,88-19,96 37,81-56,29 34,78-50,58  31,8-55,46
Plasmocytes 0 000 0-0,02 0,04-0,08 0,04-0,07 0-0,02

REFERENCE (14)

Catégorie d'age 4 mois 5 mois 6 mois 9 mois 12 mois 15 mois 18 mois

Nombre de témoins 19 22 22 16 18 12 19

Hémoblastes / cellules souches / cellules indifférenciées* 0,03-1,09 0,13-0,87 0,08-1,04 0,08-0,92 0,04-0,7 0,14-0,78 0,02-0,88

O
Lignée monocytaire Monocytes 0-1,5 0,23-2,35 0,2-2,22 0,2-2,14 0,06-2,98  0,59-2,77  0,53-3,71 g
Macrophages E
I
j
on
©)
=
N3)
)
]
(U]
(@)
o
Lignée lymphoide Lymphocytes/lymphoblastes 38,29-55,83 37,26-57,12 39,67-55,43 40,65-56,87 35,79-58,43 33,83-51,71 34,99-52,11 =
Plasmocytes 0,02-0,04  0,06-0,16 0,04-0,1 0,02-0,04 0,04-0,1 0,05-0,19  0,02-0,14 g
s
I
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REFERENCE ' (5)

Catégorie d'age 0-24H 3-5jours 8-10jours  26-33jours/1mois  55-62 jours /2 mois
Nombre de témoins 19 23 23 19 8
Hémoblastes / cellules souches / cellules indifférenciées* 0 0 0 0 0

Lignée monocytaire Monocytes
Macrophages

Lignée lymphoide Lymphocytes/lymphoblastes 4-22,5 8365  20-65,5 27,5-76 15-61,5
Plasmocytes 0 0 0 0 0

REFERENCES (6) (12)

Catégorie d'age 82-99 jours / 3 mois 0-1 mois 2-12 mois 1an-20ans 0-15 jours

Nombre de témoins 12 42 17 92

Hémoblastes / cellules souches / cellules indifférenciées* 0 1,86 1,11 0-4

Lignée monocytaire Monocytes

Gé Macrophages

<

=

on

o

p—

O

=)

=

O

Q Lignée lymphoide Lymphocytes/lymphoblastes 31-86,5 19,74 2538 4753575 10
o Plasmocytes 0
et

<

=
‘i

I
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REFERENCE (12)

Catégorie d'age 1mois 3mois 6mois lan 3ans 6ans 12ans
Nombre de témoins

Hémoblastes / cellules souches / cellules indifférenciées*

Lignée monocytaire Monocytes
Macrophages

Lignée lymphoide Lymphocytes/lymphoblastes 20-55 20-55 20-55 20-55 20-40 20-30 15-20
Plasmocytes
REFERENCE (2)
Roose Gairdner  Gairdner  Gairdner Roose
Catégorie d'age Naissance 0-24H  8-10jours 3 mois 3 mois
Nombre de témoins 57 19 23 12 24

Hémoblastes / cellules souches / cellules indifférenciées*

Lignée monocytaire Monocytes

Macrophages g

<

—~
on

o

—

O
=

w

O

Lignée lymphoide Lymphocytes/lymphoblastes 15 422 20-62 3181 " 9
Plasmocytes o o o o 0 a

=

<

=

L]

I
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REFERENCE (8)

Roose  Roose Diwany Jacobsen
Catégorie d'age lan 18 mois 2-6 ans 2-9ans 2-5ans
Nombre de témoins 12 19 12 13 6

Hémoblastes / cellules souches / cellules indifférenciées*

Lignée monocytaire Monocytes 0,45-1,95
Macrophages

Lignée lymphoide Lymphocytes/lymphoblastes 49 46 21 8,5-28 16,45-29,1

Plasmocytes 0,03 0,06 nc 0,05-0,41 0-0,05
REFERENCE (4)
Catégorie d'age 6-9 ans 2-9 ans 10-14 ans 15-19 ans  10-19 ans 2-6 ans
Nombre de témoins 7 13 5 7 12 12
Hémoblastes / cellules souches / cellules indifférenciées*

Lignée monocytaire Monocytes 0,6-1,15 0,45-1,95 0,6-1,15 0,65-1,45
Macrophages

Lignée lymphoide Lymphocytes/lymphoblastes 10,6-19,55 106-291  7,6-16,65 11,6-19,1  7,6-19,1 21,25
Plasmocytes 0,1-0,4 0-0,4 0,25-0,85  0,05-0,5 0,25-0,85

* Le GFHC recommande le terme « blastes ».
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HEMATOLOGIE Myélogramme

Conclusion

V. BARDET!

Ce travail de synthése sur le myélogramme est une grande premiere ! Il est le fruit de la par-
ticipation de tous, de I'implication de plus de cent colléegues et de I’engagement de plusieurs
membres du bureau du GFHC dans un travail de plus de deux années. Que chacun(e) en soit
vivement remercié(e) !

Grace a cette participation soutenue, le GFHC a pu émettre des recommandations sur les dif-
férentes phases de cet examen afin de proposer un référentiel pour accompagner la démarche
d’accréditation. Vous avez pu découvrir dans ce numéro spécial des Feuillets de Biologie, ce nou-

veau témoignage de ’engagement du GFHC a accompagner les hématologistes cellulaires.
D’autres actions restent a effectuer concernant le myélogramme : encadrement de la forma-
tion des plus jeunes, valorisation des réseaux d’interprétation (ANDRAL en particulier), déve-

loppement des EEQ)...

Et bien d’autres perspectives de travaux collaboratifs s’ouvrent : analyses cytochimiques, inter-
prétation des adénogrammes, des liquides...

Le GFHC fera appel a toutes les bonnes volontés pour poursuivre ce type d’expertise.

Bonnes lectures de frottis... et des Feuullets de Biologie !

! Présidente du Groupe Francophone d'Hématologie Cellulaire. Service d'Hématologie-Immunologie-Transfusion,
Hopitaux Universitaires de Paris Ile-de-France-Ouest, Boulogne-Billancourt.
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