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La formule érythrocytaire sur ADVIA® 2120i

L’analyse des globules rouges sur ADVIA 2120i est effectuée en mode optique, en cytométrie de flux par 
diffraction laser.

Cette technologie permet les mesures indépendantes et individuelles du volume et de la concentration en 
hémoglobine de chaque hématie (1).

Toutes les cellules dont le volume est compris entre 30 et 180 fl, et dont la concentration en hémoglobine est 
comprise entre 19 et 49 g/dl sont identifiées et incluses dans la population de globules rouges analysée.



Les globules blancs sont clairement identifiés par leur totale absence d’hémoglobine, et même en cas de 
leucocytose élevée, ils n’interfèrent pas sur la numération des globules rouges ni sur la formule érythrocytaire.

Parmi les différents graphes (scattergrammes et histogrammes) proposés par ADVIA 2120i, l’un d’eux est 
particulièrement utilisé, c’est un cytogramme où les cellules sont distribuées en fonction de leur volume en 
ordonnée et selon leur concentration en hémoglobine en abscisse.

Les seuils fixés à 28 et 41 g/dl pour la concentration en hémoglobine ainsi que 60 et 120 fl pour le volume 
cellulaire, permettent de définir 9 zones au sein du cytogramme : hématies normochromes normocytaires, 
hypochromes microcytaires, microcytaires hyperdenses, etc...

Les alarmes émises par l’appareil se déclenchent selon le pourcentage de cellules situées dans une de ces zones.

Le message HYPO, en particulier, indique la présence d’une population, même minime (à partir de 4%) de 
cellules hypochromes (à concentration individuelle en Hb inférieure à 28 g/dl), indépendamment de la CCMH et 
de la TCMH qui ne sont que des moyennes.  
En cas d’érythropoïèse déficiente en fer, la présence de cellules hypochromes est détectée plus tôt que par les 
constantes érythrocytaires classiques (2,3).

Ainsi, en cas de carence martiale ou d’anémie inflammatoire débutante, c’est le premier message émis sur un 
hémogramme classique, indiquant la présence d’une population minoritaire hypochrome.



L’analyse des réticulocytes sur ADVIA 2120i

L’analyse des réticulocytes est réalisée avec les mêmes critères que ceux utilisés pour les globules rouges 
(volume et concentration en hémoglobine), après marquage de l’ARN par un colorant vital (Oxazine 750).

Principaux graphes et paramètres réticulocytaires issus d’ADVIA 2120i :
Les histogrammes issus de l’analyse des réticulocytes permettent de visualiser systématiquement deux 
populations superposées (les réticulocytes en bleu, et les globules rouges (GR) matures en rouge) :

L’histogramme Volume RETIC montre la superposition 
des distributions des GR matures et des réticulocytes en 
fonction de leur volume, cet histogramme illustre donc 
les mesures des VGM des réticulocytes (VGMr) et de la 
population érythrocytaire mature (VGMm).

L’histogramme CH RETIC montre la superposition des 
distributions des GR matures et des réticulocytes en 
fonction de leur concentration en hémoglobine, il illustre 
les mesures des concentrations en Hb des réticulocytes et 
de la population érythrocytaire mature.

L’histogramme CHr RETIC montre la superposition des 
distributions des GR matures et des réticulocytes en 
fonction de leur teneur en hémoglobine. Le contenu en Hb 
des réticulocytes, ou CHr est représenté par cet 
histogramme.

Le cytogramme V / CH RETIC montre la formule 
érythrocytaire, où la population des réticulocytes est 
identifiée en bleu.
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Le contenu en Hb des réticulocytes (CHr) :
Parmi les nombreux paramètres disponibles sur ADVIA 2120i, l’un d’eux a été  
très étudié : la CHr : Charge (= teneur) en hémoglobine des réticulocytes.

- En cas d’anémie ferriprive fonctionnelle, le contenu en Hb des réticulocytes 
   varie plus rapidement que le pourcentage de cellules hypochromes (la durée 
   de vie du réticulocyte étant nettement plus courte que celle d’un globule rouge).  
   La CHr permet aussi de suivre la réponse à une substitution ferrique(3).

- La CHr a été entre autres étudiée pour le dépistage des anémies ferriprives chez 
   l’enfant, ou associée au pourcentage de cellules hypochromes (%HYPO), dans 
   le suivi des insuffisants rénaux (4,5,6).



L’évaluation précise de l’état des réserves en fer de l’organisme est un enjeu majeur de santé publique, la carence 
martiale étant de loin la plus fréquente cause d’anémie et concernerait près d’1 milliard d’individus dans le 
monde selon les données de l’OMS (7-9). (figure 1)  
En France, le rapport ENNS (Etude Nationale Nutrition Santé) de 2006 retrouve une carence patente en fer chez 5,6% 
de la population adulte entre 18 et 74 ans et une insuffisance des réserves chez plus de 10% des sujets, avec une 
incidence accrue chez les femmes en âge de procréer (10).

L’évaluation biochimique et hématologique des carences  
martiales vraies ou fonctionnelles.

Sur le plan biologique, la cytologie médullaire avec coloration au Bleu de Prusse reste considérée comme le  
« Gold Standard » vis-à-vis duquel les nouveaux marqueurs ont été testés, mais cet examen invasif n’est que 
semi-quantitatif et n’a pas sa place en dehors de situations heureusement rares, dans le diagnostic des carences 
en fer. Les recommandations anglaises de 2013 évoquent la possibilité d’avoir recours à une analyse médullaire 
lorsque les ferritines élevées (voire très élevées, supérieures à 1200 μg/L) ne reflètent pas réellement le fer 
disponibles pour l’érythron (11). Il est donc essentiel de pouvoir disposer d’outils diagnostiques qui permettent 
non seulement de détecter les anémies par carence martiale, mais également d’identifier les situations 
d’insuffisance des réserves en fer avant que n’apparaisse l’anémie, reflet tardif de la non-disponibilité du fer 
pour la synthèse de l’hémoglobine au cours de l’érythropoïèse.

Enfin, dans ces situations où l’érythroblaste manque de fer, ces outils doivent permettre de distinguer les 
sidéropénies vraies correspondant aux situations où le fer est insuffisamment présent dans l’organisme des 
anémies dites « fonctionnelles » où le fer est présent mais non disponible pour l’érythron. (figure 1) 
Ces carences fonctionnelles reflètent une inadéquation entre la quantité totale de fer présente dans l’organisme 
et l’utilisation insuffisante de ce fer par l’érythropoïèse et peuvent se rencontrer dans deux situations : la 
première correspond à la séquestration du fer dans les macrophages, typiquement observée dans les anémies 
inflammatoires au cours desquelles la production d’hepcidine bloque sa sortie, le rendant non disponible pour 
l’érythropoïèse. Il s’agit des anémies des maladies chroniques dites « ACD ». La seconde situation correspond à 
une augmentation des besoins en fer pour l’érythropoïèse que les réserves ne peuvent assurer. Il s’agit 
typiquement des patients insuffisants rénaux chroniques sous érythropoïétine (EPO) chez qui la consommation 
de fer pour l’érythropoïèse est accrue, comme en atteste la baisse précoce du coefficient de saturation de la 
transferrine à l’instauration de ce traitement (12). 
Aujourd’hui, le biologiste dispose de trois types d’outils pour évaluer à la fois les réserves en fer et le fer 
disponible pour l’érythropoïèse : (i) les outils biochimiques au premier rang desquels le dosage de la ferritine, 
(ii) les données « classiques » de l’hémogramme, et enfin (iii) l’analyse des indices érythrocytaires, et 
notamment sur les automates Siemens Healthineers, le pourcentage des cellules hypochromes %HYPO ou la 
chromie réticulocytaire CHr. Chacune de ces approches biologiques permet d’aborder l’un des compartiments 
du métabolisme du fer (figure 2) le fer fonctionnel, les compartiments de stockage et de transport, auxquels 
s’ajoutent les protagonistes de la régulation du métabolisme du fer, principalement l’hepcidine, peu utilisée en 
pratique clinique et dont nous ne parlerons pas ici.

Figure 1

Figure 2

Les 4 compartiments du fer
Carence martiale vraie / carence martiale fonctionnelle

Pr P. MARTINEZ, Département d’Hématologie Biologique, CHU de Montpellier  
Pr L. GARÇON, Service d’Hématologie Biologique, CHU d’Amiens
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1- Les outils biochimiques :

La ferritine est considérée comme le meilleur marqueur des réserves globales de fer dans l’organisme, les études 
de corrélation ayant montré un lien entre ces deux paramètres, puisque 1 μg/L de ferritine correspond à environ 
9 mg de réserve de fer dans l’organisme (13). Si la ferritine intraérythrocytaire est un bon marqueur des réserves, 
son dosage est complexe et c’est essentiellement la ferritine sérique qui est utilisée dans l’évaluation des 
réserves de fer. Une grande méta-analyse de 1992 a montré que la ferritine était le meilleur outil diagnostique de 
l’anémie ferriprive en prenant l’évaluation cytologique médullaire comme examen de référence (14). Le dosage de 
la ferritine est le meilleur moyen et le seul examen de première intention à prescrire dans le diagnostic de 
carence en fer en population générale selon la HAS (15) (figure 3). 

 
Les autres examens biochimiques et notamment l’association fer sérique et transferrine (afin de disposer du 
coefficient de saturation de la transferrine (CSTf)) n’ont d’intérêt qu’en deuxième intention, dans les situations 
plus complexes (cf infra). Les recommandations de l’OMS de 2001 puis 2004 définissent la valeur inférieure de la 
ferritine chez les enfants de moins de 5 ans à 12 μg/L et à moins de 15 μg/L au-delà de 5 ans. Le rapport d’expert 
de la HAS de 2011 souligne néanmoins l’absence de consensus sur l’interprétation de ce dosage chez la femme 
enceinte et chez l’enfant. 

Le dosage de la ferritine en cas d’anémie doit tenir compte d’autres éléments. Le premier est que la ferritinémie 
ne reflète pas seulement les réserves en fer, mais est dépendante de nombreux facteurs : il s’agit d’une protéine 
de la phase aigüe de l’inflammation, et elle augmente en cas de cytolyse, d’hémolyse, d’hyperthyroïdie ou 
encore d’intoxication éthylique. Par ailleurs, la ferritinémie ne reflète pas la quantité de fer directement 
disponible pour l’érythropoïèse. L’utilisation conjointe du coefficient de saturation de la transferrine qui reflète 
la quantité de fer circulant et donc accessible à l’érythroblaste est alors utile. Un coefficient de saturation 
diminué à moins de 20% chez des patients en insuffisance rénale chronique (IRC) sous EPO est un bon indicateur 
de carence fonctionnelle et du besoin en fer IV. Dans les pathologies chroniques, le dosage de la ferritine est un 
mauvais marqueur pour prédire les bénéfices d’un traitement martial ou la réponse à l’EPO en cas d’anémie 
observée au cours des cancers (16).

Ainsi, les valeurs seuils habituelles de ferritinémie ne sont pas adaptées à ces situations (figure 4). Par exemple, les 
recommandations européennes proposent un seuil de ferritine à 100 μg/L chez les patients IRC non dialysés et à  
200 μg/L chez les patients dialysés pour évoquer la possibilité d’une carence en fer pouvant bénéficier de fer IV (17). 
Plus récemment, un groupe de travail international reprend les seuils de <100μg/L pour la ferritine et de <20% pour le 
CST pour définir la carence martiale chez des patients porteurs d’anémie inflammatoire (en situation d’insuffisance 
cardiaque chronique, de pathologies inflammatoires digestives et d’IRC) (18).Dans ces pathologies chroniques, le 
diagnostic de carence en fer, avec ou sans anémie sous-jacente, doit être évoqué quand la ferritine est inférieure à  
100 μg/L OU le CSTf est < 20%. Si la ferritine est comprise entre 100 et 300 μg/L, une mesure du CSTf doit être 
pratiquée pour indiquer une supplémentation martiale (18).

Figure 3
Figure 4



8

Deux autres marqueurs biochimiques ont été décrits dans l’évaluation du statut martial : le récepteur soluble de 
la transferrine (RSTf) et la Zinc-protoporphyrine érythrocytaire (ZnPP). Le récepteur soluble à la transferrine est 
un marqueur de l’activité érythropoïétique puisqu’il est libéré par les précurseurs érythroïdes dans la moelle 
osseuse. Il n’est donc pas modifié en cas d’inflammation. La libération du RSTf est proportionnelle à son 
expression à la surface des érythroblastes, qui est elle-même dépendante de la production érythroblastique et 
des besoins en fer de l’érythropoïèse. Le récepteur soluble n’est pas dépendant de l’inflammation aigüe ou 
chronique et son dosage est corrélé à l’importance du déficit en fer de l’érythropoïèse. La ferritine est donc un 
marqueur beaucoup plus précoce que le RSTf pour reconnaitre une carence martiale dans la population générale, 
et le dosage du RSTf n’a pas d’indication en routine, comme le rappellent les recommandations HAS de 2011. Le 
dosage du RSTf ainsi que des index RSTf/log ferritine ou RSTf/ferritine ont été proposés pour évaluer la carence 
en fer au cours des anémies inflammatoires chroniques mais le dosage du RSTf est complexe et les valeurs 
normales selon le sexe, l’âge ou au cours de pathologies mixtes encore mal définies, ce qui rend son interprétation 
délicate.

Enfin, le dosage de la zinc-protoporphyrine érythrocytaire ZnPP a été proposé pour l’évaluation de 
l’érythropoïèse carencée en fer. La synthèse de l’hème par les érythroblastes implique l’incorporation du fer dans 
la protoporphyrine IX, dans les mitochondries. En cas d’érythropoïèse carencée en fer, la protoporphyrine IX 
s’accumule et incorpore un autre ion divalent, le Zinc à la place du fer, entrainant une augmentation de la zinc-
protoporphyrine érythrocytaire. Une augmentation de la ZnPP érythrocytaire reflète donc une carence en fer 
fonctionnelle au niveau de l’érythron. Ce marqueur est peu utilisé en France, et son dosage est complexe car la 
ZnPP augmente quand l’hémoglobine est inférieure à 100 g/L, quelle qu’en soit la cause, et il peut être perturbé 
par exemple en cas d’hyperbilirubinémie. 

2- Les indices érythrocytaires

Les indices érythrocytaires classiques (hémoglobine (Hb)), volume globulaire moyen (VGM), teneur corpusculaire 
moyenne en hémoglobine (TCMH) et concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH) sont 
accessibles à tous les automates d’hématologie et sont donc les plus utilisés dans le diagnostic et le suivi d’une 
carence en fer.

Mais des indices beaucoup plus fins pour évaluer le fer disponible réellement pour l’érythron ont été décrits.  
Ces indices sont cependant dépendants des technologies utilisées et donc propres à chaque analyseur 
d’hématologie.

Au cours de la phase terminale de l’érythropoïèse, le réticulocyte passe de la moelle osseuse dans la circulation 
sanguine où il mature durant 48 à 72 heures pour former un globule rouge dont la durée de vie est de 120 jours  
en moyenne. En cas d’érythropoïèse carencée en fer, les réticulocytes seront les premières cellules sanguines à 
subir des modifications, avec en premier lieu une diminution de leur teneur en hémoglobine, qui peut être 
mesurée par ADVIA 2120i (paramètre CHr) (figure 5). 
Cette diminution reflète donc une carence (vraie ou fonctionnelle) récente en fer, alors que les érythrocytes 
circulants présentent encore des indices érythrocytaires normaux puisqu’ils ont été produits alors que 
l’érythropoïèse n’était pas encore carencée. Les paramètres réticulocytaires et notamment la CHr sont donc les 
plus précocement affectés par une carence martiale débutante, avant l’apparition de la microcytose et de 
l’hypochromie, et très en amont de la baisse de l’hémoglobine. Lorsque ces réticulocytes maturent, les GR qu’ils 
produisent se caractérisent par leur hypochromie et donc par une concentration interne en hémoglobine basse 
(figure 5). Il y aura dans la circulation une population érythrocytaire hypochrome coexistant avec les GR 
normaux, ce qui se traduira par une anisocytose (IDR-RDW) (figure 5) une anisochromie (HDW), et surtout par une 
augmentation du pourcentage de GR avec concentration interne en hémoglobine à moins de 28 g/dL (%HYPO). 

Figure 5
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Ces paramètres permettent d’apporter une information en temps réel de la quantité de fer disponible pour 
l’éryrthron à un moment donné, ce qui est utile dans trois situations principales :  
1/ identifier une carence fonctionnelle dans les ACD,  
2/ évaluer les besoins en fer de patients sous EPO au cours des IRC,  
3/ évaluer les carences latentes en cas de besoin accru, notamment chez l’enfant,  
      l’athlète, ou pendant la grossesse (3, 19, 20).

De nombreuses études ont souligné l’intérêt diagnostique et thérapeutique de ces indices, notamment au cours 
des anémies inflammatoires. 

La CHr a une meilleure valeur prédictive de carence en fer que la ferritine ou le CSTf (21, 22) et s’est avérée être 
un excellent paramètre prédictif de la réponse au fer intraveineux (23), à tel point que cet indice a été intégré 
en 2004 dans la prise en charge des patients avec IRC recevant de l’EPO avec un cut-off à 29pg (24).  
Le %HYPO des GR matures est également un paramètre reconnu dans l’identification de patients avec 
érythropoïèse carencée en fer (25). Ce paramètre s’est par exemple avéré être le plus performant pour 
reconnaitre une carence martiale dans une population d’étudiantes anémiques (3). C’est également le 
paramètre le plus sensible et spécifique pour identifier parmi les patients en IRC sous EPO ceux pour 
lesquels une carence martiale fonctionnelle s’installe (26). Il est également utile pour détecter une carence 
fonctionnelle en cas de pathologie inflammatoire chronique telle que la polyarythrite rhumatoïde (27).

Enfin, il faut en souligner la difficulté d’interprétation de ces indices érythrocytaires au cours de pathologies 
carentielles mixtes et surtout en cas d’hémoglobinopathie. De nombreux travaux ont proposé de distinguer 
carence vraie ou fonctionnelle et syndrome thalassémiques à partir des indices érythrocytaires.  
En 1983, Bessan et al proposent une classification des anémies microcytaires en fonction de l’index 
d’anisocytose RDW pour distinguer les carences martiales (RDW haut) des syndromes thalassémiques (RDW 
normal) (28). Mais l’utilité clinique est faible (29). L’index le plus utilisé pour différencier une carence martiale 
d’une thalassémie mineure est celui décrit par Mentzer (30) (VGM/GR). Mais si son efficacité discriminatoire est 
bonne en cas de carence sévère, il est moins performant dans les formes plus modérées (31). 

D’autres indices ont donc été développés. Au cours de la béta thalassémie, on observe une déshydratation 
érythrocytaire, conséquence de la présence de chaines α libres dans le GR. Cette déshydratation se traduit 
une microcytose proportionnellement plus marquée que l’hypochromie avec en conséquence un rapport 
%MICRO/%HYPO plus élevé dans les thalassémies (32). 

Ces résultats ont été confirmés par une étude de 2009 retrouvant une valeur discriminatoire de ce ratio 
supérieure à 91% avec un cut-off à 3,5, plus performant que l’index de Mentzer dans les formes modérées de 
carence (31).
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