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• Méthode de référence: hémocytomètre (Burker)

• Impédance: f(volume)

• Optique: f(surface et indice de réfraction)

• Fluorescence: Sysmex XN : mode étendu 
(comptage sur volume plus grand)

• Immunocomptage

Numération plaquettaire: principes

- :  précision  
spécificité  



1956: Coulter impedance 
measurement





1970s: Automated platelet counting

• improvement of the cell counting apertures 

More accurate cell sizing

Reliable and accurate platelet counts. 



Numération plaquettaire par impédance

GR microcytairesDébris
Shizocytes



1970s: Cell counting by light scattering

Hydrodynamic 
focussing
(Sysmex)

Diluted blood sample

Pulse amplitude ~ Cell volume

Flow cell





SYSMEX XN



SYSMEX XN



SYSMEX XN



SYSMEX XN



Thrombopénie chez un jeune enfant



Thrombopénie chez un jeune enfant



Thrombopénie chez un jeune enfant



Numération Plaquettes sur DM96



PLT-F vs DM96

y = 1,0152x
R² = 0,9702
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Numération Plaquettes sur DM96

• 17 sujets thrombopéniques pour les 3 
méthodes de mesure sur le XN

• Corrélation PLT-F vs PLT-DM96



PLT-F vs DM96

y = 0,8373x
R² = 0,9438
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PLT et DM96

• Est-ce que les grosses plaquettes influencent 
la mesure de PLT-F?

• Corrélation DM96 vs PLT-F en isolant les MPV 
supérieurs à la valeur normale



y = 1,0247x
R² = 0,963

y = 0,9502x
R² = 0,9897
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MPV Normal MPV > aux normes

Linéaire (MPV Normal) Linéaire (MPV > aux normes)



CONCENTRES PLAQUETTAIRES



CONCENTRES PLAQUETTAIRES



CONCENTRES PLAQUETTAIRES
• Numérations instrument dépendantes (Différences parfois de plus de  

50%!!!)
• Haute concentration n’est pas un réel problème (linéarité à des valeurs

très élevées)
• Différence d’anticoagulant (Citrate): modification de l’indice de réfraction

– toujours remettre dans EDTA K2

• Absence de Globules rouges
– Différence de viscosité
– Correction de coïncidence (PLT-RBC) non asservie à la concentration en 

Globules rouges
– Différence de position du seuil mobile pour numération impédance (Sysmex)

• Absence de technique de référence pour calibration
• Absence de contrôle adapté

• Conclusion : immunohématologie transfusionnelle



Immunocomptage



Thrombopathies

27



28

Anticorps utilisés

Glycoprotéine CD Clone 

GpIa CD49b Gi9

Ibα CD42b SZ2

MB45 (mutant BSS Bolzano)

IIb CD41 P2 (IIb dans complexe intact 

avec IIIa)

IIIa CD61 4F8 (strictement IIIa)

SZ21 

Lyp18 (IIIa complexée à la IIb)

V CD42d SW16

IX CD42a FMC25

SZ1

Gp Screen, Biocytex,Stago



+ : SPECIFICITE   



Immunocomptage plaquettaire

• Double plateforme: 

 Nécessite la concentration en GR

 Non utilisable pour les concentrés plaquettaires et les plasmas riches en 
plaquettes

 Cumul de deux imprécisions

Nombre de PLT du cytomètre + coincidences (PLT/GR)

Nombre de GR du cytomètre + coincidences (PLT/GR) + doublets GR/GR X 2

[GR] de l’analyseur 
d’hématologie 

(GR/µl)

X

[ PLT] (plt/µl)=  

• Simple plateforme: 

 billes (standard interne): quantité connue ajoutée à un volume connu 

de suspension cellulaire 

 volumétrique



Immunocomptage plaquettaire:
simple et double plateforme

CD41 FITC

FS
C

Sur BD Facs Canto II:

RBC

PLT Billes

GR/PLT

• Canto SP (v/s billes)

• Canto DP (v/s Sysmex XE2100)

Billes Trucount (BD Biosciences)

GR/billes



FSC

S
S

C

Laser 488 nm

Laser diode 

640 nm

6 détecteurs

Flow cell

cylindrique

Cytomètre en flux Accuri C6 
(BD Biosciences)

2 pompes péristaltiques (push et pull)



CD41 FITC
FS

C RBC

PLT

Billes

Doublets

Cytomètre capable de fournir directement une numération absolue

[ PLT] (plt/µl) =  
Nombre de PLT du cytomètre  

Volume de suspension cellulaire aspiré

X facteur de dilution

de la préparation

Immunocomptage plaquettaire:
simple et double plateforme

Sur BD Accuri C6:

• Accuri SP (v/s billes)

•Accuri DP (v/s Sysmex XE2100)

• Accuri SP (volumétrique)



Prélèvement

• Qualité

• Anticoagulant

• Acheminement (télétube…)

• Conservation



Anticoagulant
EDTA K2 CTAD



Relation MPV- Conc. Plaquettaire
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Relation MPV- Conc. Plaquettaire



Thrombocytocrite
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MFPV

• Sur le Sysmex, il s’agit du paramètre P-MFV

– P-MFV is the peak of the distribution curve for the 
platelets. It is a useful parameter because unlike 
the median value, it is available even when there 
is severe thrombocytopenia.

• Paramètre de recheche

– Reproductibilité?



Reproductibilité du MFPV
• Chez un patient thrombopénique, réalisation de 6 runs :

RUN MPV MPFV IPF

Run 1 13,00 9,00 14,80

Run 2 11,40 8,00 13,70

Run 3 13,10 8,70 12,70

Run 4 11,10 7,80 13,40

Run 5 13,20 7,30 12,40

Run 6 ND 7,60 14,40

CV (%) 8,26 8,14 6,89



Moyenne ou Mode

y = 0,873x - 0,4767
R² = 0,9112
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PLAQUETTES RÉTICULÉES

Par analogie aux réticulocytes 

Plaquettes plus jeunes

Riches en acides nucléiques

De grande taille

Atteinte centrale ou 
périphérique?

Indice de régénération 
plaquettaire?



DONNEES DE LA LITTERATURE

 1969 découverte des PR en microscopie électronique (Ingram 

et al)

 1986 marquage ARN par le TO (Lee et al)

 1990 intérêt dans le Dg des thrombopénies (Kienast et 

Schmidt)

 1992 PR = index de thrombopoïèse (Ault et al)

 1993-1998 : 10 études avec protocoles différents

PTI, SMP, insuffisance Médullaire, post-chimiothérapie

 Absence de consensus méthodologique



Tpénie centrale PR 6% Tpénie périphérique PR 43%



La mesure de la fraction immature des 
plaquettes (IPF)

• L’IPF est obtenu sur le 
canal Plaquette 
Fluorescence
– FSC: Diffusion axiale

– SFL: Fluorescence après  
Oxazine

• Sur un FSC vs SFL , IPF= la 
portion supérieure en FSC 
et SFL de la population des 
plaquettes



IPF

• seuil IPF fixe sur SFL.



IPF SYSMEX vs Infinicyt (seuil FL)

y = 0,9975x
R² = 0,9997
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IPF vs MPV

y = 0,0156e0,5223x

R² = 0,8359
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Thiazole Orange



Patricia Noris et al., British Journal of Haematology,2013



Paramètre redondant



Relation MPV vs P-LCR (fraction des 
plaquettes >12 fL)

y = 8,5415x - 60,377
R² = 0,9896
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Dr. Amandine Magnette

CASE REPORT













Hémogramme

• Taux de plaquettes

– PLT-I    = 28

– PLT-O  = 52

– PLT-F   = 62

• PDW = _ _ _ _

• MPV = _ _ _ _ 

• P-LCR = _ _ _ _

• PCT = _ _ _ _

• MFPV = 17µ³

• En partant de la 
corrélation MPV vs 
MFPV ou:

– MPV = x

– MFPV = y

– Y = 0,8759x-0,5114

– x= 19,99µ³ 

• Ce qui est supérieur aux 
VNs définies



PCT

• PCT = MPV x PLT               (VR 0,2 – 0,4%)

– PLT-I = (19,99 x 28)/10000 = 0,056 %

– PLT-O = (19,99 x 52)/10000 = 0,104 %

– PLT-F = (19,99 x 62)/10000 = 0,124 %





Valeurs de référence

• IPFPLT : 0.7 – 9.0 %

• PCT : 0.2 – 0.4 %

• MPV : 9.3 – 12.4 fL



Siemens Advia



Quantification des Glycoprotéines
(Cytoquant Biocytex)



Quantification des Glycoprotéines
(Cytoquant Biocytex)



Quantification des Glycoprotéines
(Cytoquant Biocytex)



Agrégométrie impédance
(Multiplate)



Conclusions



Anomalie de May-Hegglin

• Maladie héréditaire AD rare
• Triade 

– Thrombocytopénie
– Plaquettes géantes
– Inclusions leucocytaires

• Tableau clinique variable
– Degré variable de purpura
– Tendance au saignement

• Découverte souvent fortuite 
–  incidence probablement sous-estimée



Anomalie de May-Hegglin

• Frottis sanguin (MGG)

– Grandes inclusions fusiformes (jusqu’à 5 µm de 
longueur) bleu pâle dans les granulocytes 
(neutrophiles, éosinophiles et basophiles) et les 
monocytes

– Ressemblent à des corps de Döhle



Anomalie de May-Hegglin

• Thrombopénie généralement modérée 

– 40-80 x 10³/µL

– Diamètre jusqu’à 15 µm (MPV jusqu’à 30 µm³)

• Pas de corrélation claire entre la gravité de la 
tendance au saignement et le degré de la 
thrombopénie



Anomalie de May-Hegglin

• Le + souvent
– Fonction plaquettaire normale

– Expression des glycoprotéines plaquettaires 
normale

– Durée de vie des plaquettes normale

• L’anomalie plaquettaire serait liée à un défaut 
de fragmentation des mégacaryocytes



Anomalie de May-Hegglin

• Traitement
– Généralement pas nécessaire parce que tendance 

au saignement modérée

– Corticostéroïdes ou splénectomie : aucun effet

• Importance de poser un diagnostic correct 
afin d’éviter une thérapie inefficace et 
d’exclure des syndromes apparentés, qui ont 
des conséquences graves



Affections apparentées

• Macrothrombocytopénies héréditaires 
– Constituent un groupe d’affections avec une 

transmission AD ou AR

– A l’origine, ont été classées arbitrairement selon la 
présence d’inclusions ou non dans les leucocytes

– Sans inclusions
• Syndrome de Bernard-Soulier (transmission AR, et touche la 

glycoprotéine « GPIb-IX-V »

• Syndrome des plaquettes grises (transmission AD)
– Macrothrombocytopénie + myélofibrose + splénomégalie



Affections apparentées

– Avec inclusion « Döhle-like » dans les leucocytes

• L’anomalie de May-Hegglin est le prototype 

• Syndrome de Fechtner

– Triade de l’AMH + surdité + cataracte + néphrite

– Au microscope, inclusions + petites + arrondies que dans l’AMH

– Variant du syndrome d’Alport

• Syndrome de Sebastian

– Macrothrombocytopénie + inclusions leucocytaires 

• Syndrome d’Epstein

– Macrothrombocytopénie + surdité + néphropathie + inclusions



Affections apparentées

• Toutes les affections avec inclusions leucocytaires représentent des 
variants alléliques du même gène MYH9 (situé sur le chromosome 
22q11.2)

• Ces affections sont classifiées comme 
« MYH9-related macrothrombocytopenias »

• Ce gène code pour la chaîne lourde de la myosine non musculaire de type 
IIA

• Les mutations sur la position R702 donnent 
– Une macrothrombocytopénie

– Une surdité 

– Une néphrite




