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INTRODUCTION
Il ne semble pas que les hématologistes français soient très fixés sur la valeur des méthodes qu’ils emploient. Beaucoup d’entre eux croyaient que les principaux écarts tenaient à des fautes d’expérimentation ou à des mauvaises graduations des appareils.
Les publications du Docteur BoCcAGE et la thèse de AUBERT en 1934 ont montré l'importance de l'inégalité de répartition des hématies dans les cellules, mais n’ont pas déterminé avec précision la technique qui donne le moins d'erreurs possible.
C’est à cette détermination que vise le présent travail. Nous nous sommes attachés plus particulièrement à l'étude de l'erreur de lecture dont la détermination avait été ébauchée par le Docteur BoCcAGE. Nous avons cherché à établir la valeur de cette erreur en fonction des dilutions courantes en hématologie, nous l'avons également recherchée pour des dilutions inusitées. Nous avons ensuite essayé de déterminer quelles étaient les plus intéressantes à employer suivant les différents types d’hématimètres et la richesse du sang en globules. Pour cela il nous a paru indispensable de faire une revision des différentes causes d’erreurs que comporte une numération, c’est-à-dire que notre travail porte :
1°) sur les erreurs instrumentales; 2°) sur les erreurs de répartition;
3°) sur les erreurs de lecture.
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entre ces différentes causes d'erreurs de façon à déterminer les meilleures conditions de l’opération. ; Nous tenons particulièrement dès le début de ce travail à remercier le Docteur BOCAGE qui nous en a confié l'élaboration et nous a constamment guidé de ses conseils. 4
ERREURS INSTRUMENTALES
Les erreurs instrumentales sont liées aux défauts de réglage ou de construction des appareils employés : pipettes et cellules hématimétriques.
Nous envisagerons dans ce chapitre un certain nombre d'erreurs opératoires qui sont liées aux qualités ou défauts des instruments.
Nous admettons pour nos calculs que, avec une probabilité de 90 %, l'erreur sur les instruments sortant de chez le constructeur est les 9/10° de sa valeur maxima, faute de ne pouvoir la déterminer sur un grand nombre de résultats.
Les erreurs sur la pipette sont souvent importants. Dans un article paru très récemment, Monsieur GUIL- LAUMIN a montré qu’il avait trouvé des pipettes ayant jusqu’à 9,2 % d'erreurs. Monsieur NOUVEL en a également contrôlé un certain nombre dont plusieurs avaient une erreur considérable approchant de 20 %. Toutefois pour la majorité d’entre elles l'erreur était inférieure à 3 %. Les constructeurs sérieux ne mettent en vente que les pipettes dont l'erreur est inférieure à 2 %. Il st bien difficile dans ces conditions de fixer la valeur de cette erreur sans en avoir contrôlé un grand nom- bre. Nous admettrons, d’une façon un peu arbitraire sans doute, que pour des pipettes de bonne qualité l’erreur probable est 1,8 %. Dans son service à l'hôpital le Docteur LAVERGNE n'utilise que des pipettes ayant moins de 1 % d'erreur.
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Cette erreur initiale varie-peu au cours de leur utilisation si l’on prend les précautions nécessaires à leur entretien. Il faut éviter avec soin d'employer des pipettes qui ne soient pas parfaitement nettoyées et sèches. Le moindre dépôt de sang coagulé pourrait fausser les résultats dans des proportions importantes. Ces précautions sont faciles à obtenir en pratique.
Quant aux erreurs opératoires elles sont dûes au manque de précision des lectures, l'œil n’appréciant facilement qu’à partir de 1/5° de millimètre, ce qui entraîne une erreur de 1/200° sur une colonne de sang de quatre centimètres correspondant en général à la dilution 1/200°. Pour une dilution plus élevée avec la même pipette l’erreur de lecture sera plus forte. Avec une dilution à 1/400° par exemple la colonne de sang étant deux fois plus petite, l'erreur sera deux fois plus grande soit 1/100°. Nous admettrons dans nos calculs que l'erreur probable sur la dilution est les 9/10° de sa valeur maxima, soit :
0,45/100° pour la dilution 1/200°, 0,9/100: pour la dilution 1/400°.
En pratique l'aspiration du sang est faite assez soigneusement et avec assez de précision pour ne pas entraîner une grosse erreur opératoire, Quant à l’erreur sur l'aspiration du liquide de dilution, Monsieur BOCAGE a montré qu'elle était négligeable. Nous avons constaté que cette partie de l'opération était faite par certains avec beaucoup plus de négligence: l'opérateur est souvent surpris par l’arrivée brusque du liquide dans le tube capillaire à sa sortie du réservoir et, de ce fait, dépasse parfois d’un bon centimètre la graduation supérieure de la pipette. Cette erreur au premier abord peut sembler forte, en réalité elle porte sur un tube capillaire qui aurait 800 centimètres de hauteur, elle serait de 1/800° tout à fait négligeable en pratique.
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ERREURS SUR LES HÉMATIMÈTRES
Beaucoup plus importants sont les erreurs dûes à la cellule hématimétrique.
Nous tenons à remercier particulièrement ici le Docteur LAVERGNE qui a bien voulu nous communiquer les résultats de ses travaux personnels avant même que leur publication ne soit parue.
Ces erreurs sont très grandes puisque sur les cellules contrôlées par Monsieur LAVERGNE elle atteint une fois 40 %, et celles groupées autour de 20 % ne sont pas exceptionnelles. Elles sont dûes presque exclusivement au manque de précision des mesures sur la profondeur des cellules, les erreurs sur le quadrillage étant inférieures à 1 % (Monsieur NOUVEL). Il est bien évident que, à égalité de précision dans cette mesure, les cellules les moins profondes auront une erreur relative
plus grande.
Nous diviserons les hématimètres en deux grands groupes : ceux dont la lamelle est supportée par trois ‘ pointes, ceux dont la lamelle est supportée par un plateau de verre ou de métal. Dans chacun de ces groupes nous envisagerons successivement les erreurs par défaut de constructions et les erreurs d'utilisation.
PREMIER GROUPE
Nous envisagerons d’abord les cellules à plateau de verre ou de métal.
Le Docteur LAVERGNE a recherché les erreurs de construction sur des hématimètres type Thoma. Elles sont en règle générale par excès. Il y a lieu de distinguer les cellules collées et les cellules taillées dans la masse. Pour les premières l’interposition de colle entre les deux parties constitutives de l’hématimètre et le gonflement secondaire de la colle a tendance à en aug-
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menter la profondeur dans des proportions de l’ordre du 1/100° de millimètre. Sur onze cellules examinées, cinq avaient une erreur supérieure à 10 %, trois une erreur de plus de 20 %.
. Pour les secondes, il y a lieu de distinguer les cellules de fabrication ancienne dont l'erreur atteignait 12 à 19 % et les cellules de fabrication récente, de marque allemande dont l'erreur ne dépassait pas 1 % sur cinq mesures.
Notre enquête nous a conduit auprès d’un constructeur parisien. Nous avons été très surpris d'apprendre que les instruments utilisés pour mesurer la profondeur des hématimètres ne la donnent qu’à 1/100° de millimètre près. Ce chiffre, au premier abord, semblerait donner une grande approximation, mais il entraîne une erreur relative importante puisqu'il s’agit de dimensions de l’ordre de 1/10° de mm., ce qui donne une erreur de l’ordre de 10/100°, soit une erreur probable de 9/100°.
Nous pensons que les moyens de contrôle varient avec les constructeurs puisque dans un cas avec des cellules de même type, le Dr LAVERGNE a obtenu des erreurs ne dépassant pas 1 %.
Pour une cellule à plateau plus profonde comme celle de FIESSINGER (1/4 de mm.), l'erreur sera évidemment plus faible : 4/100° au lieu de 10/100°.
Au cours de leur utilisation, l’application des lamelles peut entrainer une erreur opératoire très grande. Le Dr LAVERGNE insiste sur la nécessité de faire apparaître les franges colorées de Newton. Difficiles à maintenir à sec si l’on n'utilise pas de compresseur il suffit de les provoquer avec une trace de liquide interposé ce qui a l’avantage de faire adhérer fortement la lamelle. Cette opération est beaucoup plus facile à obtenir avec les cellules à cuve linéaire de fabrication récente. Si elle n’est pas correctement effectuée, elle peut être la source d’une nouvelle erreur de l’ordre de
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10/100° par excès. Nous croyons que cette faute grave est souvent faite en pratique.
La planeité des lamelles a moins d'importance si cette dernière opération est correcte, les lamelles livrées dans le commerce étant alors parfaitement redressées. Mais elles peuvent donner une nouvelle erreur de l’ordre de 10/100° si la lamelle est mal appliquée.
Nous admettrons que l'erreur opératoire probable avec une cellule de Thoma est de 9/100: et nous pensons être au-dessous de la réalité.
DEUXIÈME GROUPE
Les cellules type Malassez dont la lamelle repose sur trois pointes donnent parfois également de grandes erreurs. Il y a lieu de tenir compte de l’usure des pointes, ce qui entraine pour les cellules anciennes une erreur par défaut parfois très grande, de l’ordre de 20. %. Cependant ces grands écarts semblent beaucoup moins fréquents que pour les cellules de Thoma du type courant. La moitié des hématimètres type Malassez contrôlés par le Docteur LAVERGNE n'avaient pas une erreur supérieure à 2 %, 18 sur 22 avaient une erreur inférieure à 4 %. Ces erreurs étaient par défaut aussi bien que par excès. Si nous admettons que le contrôle des cellules chez le constructeur soit fait au palmer, au centième de millimètre près, l’erreur maxima possible sera de 5/100°, l'erreur probable de 4,5/100°.
L’usure des pointes pourra modifier cet écart dans des proportions extrêmement variables. Le Docteur LAVERGNE, pour remédier à cet inconvénient, propose de ne jamais essuyer les pointes et de faire vérifier à intervalles réguliers les hématimètres type Malassez.
L'erreur opératoire due à la mauvaise application de la lamelle n'existe pas avec les hématimètres type Malassez, celle-ci reposant sur les trois pointes et fortement appliquée.
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La lamelle utilisée n’est pas toujours rigoureusement plane, elle expose à une erreur qui peut atteindre 5/100°, l'anneau métallique sur lequel on la colle la redressera en partie mais il peut également la déformer ou l’empêcher de reposer sur les pointes s’il n’est pas rigoureusement plan. Nous prendrons comme erreur opératoire probable les 9/10° de la valeur trouvée, soit 4,5/100°.
Nous voyons d’après ce qui précède que les hématimètres type Thoma auront tendance à donner une erreur par excès et les hématimètres type Maiassez usagés une erreur par défaut, mais d’une facon beaucoup moins constante. Notre enquête nous ayant conduit dans le laboratoire d’une grande organisation administrative où l’on pratiquait avec les deux types de cellules (cellules de Thoma taillées dans la masse, de fabrication récente) des numérations sur des sujets sensiblement normaux, nous avons pensé à .comparer les résultats obtenus. Nous croyons que la différence ainsi trouvée portant sur environ 70 numérations pour chaque type de cellule élimine à peu près complètement le rôle du hasard.
Quant aux erreurs de lecture pour les dilutions utilisées (le 1/400° avec les celiules de Malassez, le 1/200° avec les cellules de Thoma, ce qui correspond à une répartition identique sur le fond de chaque type de cellule) nous verrons plus loin qu’elles sont généralement par défaut. La somme algébrique de ces erreurs n’est sans doute pas nulle, mais aboutit à une valeur par défaut pour chaque type de cellule et n'intervient pas dans l'écart trouvé entre les résultats moyens.
Avec les cellules de Malassez nous avons trouvé sur 73 numérations un chiffre moyen de 4.100.000 hématies.
Aec les cellules de Thoma sur 68 numérations, 4.600.000.
Il existait donc 500.000, soit 12 % d’écart provoqué par les erreurs instrumentales et opératoires.
Sans pouvoir déterminer d'une facon absolue la part qui revenait aux erreurs sur les pipettes ou sur les cellules, nous pensons que la plus grande partie de cet écart provient de l’usure des pointes d’une part pour les cellules de Malassez, de la mauvaise application de la lamelle, d'autre part, pour les cellules de Thoma qui / étaient du type de celles ne donnant pas plus de 1 d'erreurs dans la statistique du Dr LAVERGNE.
Il serait peut-être intéressant d'envisager la cons" truction de cellules taillées dans la masse sur le modèle \des plus récentes cellules du type Thoma mais de pro- _ fondeur double, ce qui aurait l'avantage à la fois de diminuer l'erreur opératoire et d'éliminer l'erreur provoquée par l’usure des pointes sur la cellule de Malassez.
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ERREURS STATISTIQUES
Au cours d’une même numération tous les hématologistes ont été frappés par les différences qui peuvent exister entre.le nombre des globules rouges répartis sur différentes unités de surface d’une même cellule. Ces variations ne sont pas toujours évidentes au premier abord puisque, en règle générale, on se contente de faire le dénombrement sur un nombre restreint d'unités de surface. Elles étaient souvent attribuées à des fautes de technique survenues au cours des diverses manipulations ou aux erreurs de lectures. Les traaux du Docteur BocAGE et la thèse d'AUBERT, en 1934, ont montré qu'il n’en était rien.
PRINCIPES DE L’EXPÉRIMENTATION D’AUBERT
Pour mettre cette inégalité de répartitioin en évidence, il fallait opérer sur un grand nombre de dénombrements dans une même portion d’un mélange de dilution donnée, après avoir pris toutes les précautions nécessaires pour éviter d'introduire des causes d’erreurs supplémentaires. Nous rappellerons brièvement le principe de l’expérimentation d’AUBERT. |
Celui-ci a mis au point un appareil de microphotographie permettant d'enregistrer dans un temps très court les images d’une centaine de champs microscopiques distincts pris sur une même cellule hématimétrique. Chaque champ représentait un rectangle de la
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cellule de Malassez, soit 1/100° de mm3 d’un sang dilué à 1/200°. Il était donc facile de connaître le nombre exact des globules contenus sur chacun de ces rectangles le compte se faisant à tête reposée et en cochant chaque globule au crayon sur la photographie. On évitait ainsi d’une façon certaine l'erreur de lecture.
Quant aux erreurs instrumentales elles n’intervenaient en aucune facon puisque toutes ces lectures étaient faites sur une même cellule et si l’on admet, comme nous l’avons dit plus haut, que les erreurs sur le quadrillage sont pratiquement négligeables.
Résultats obtenus :
On est immédiatement saisi par les différences existant d’un rectangle à l’autre : C’est ainsi que pour une dilution contenant en moyenne 298 hématies par . champ, les chiffres extrêmes ont été respectivement 256 et 391. Nous n’entrerons pas dans le détail des calculs qui ont permis à AUBERT et au Dr BOCAGE de démontrer que la répartition des globules suit très exactement les lois du hasard. L'étude du calcul des probabilités leur a montré en effet la concordance remarquable entre les résultats théoriques calculés et ceux établis expérimentalement. Il était permis dès lors de considérer une dilution de sang comme une suspension de globules rouges, c’est-à-dire de corps solides, répartis dans un milieu liquide, ces corps étant (dans les conditions normales) indépendants les uns des autres, soumis à une seule force dans le sens de la pesanteur et se déposant au fond de l’hématimètre selon des lois bien déterminées. Grâce au calcul des probabilités il était possible d'introduire des chiffres et de calculer les erreurs statistiques suivant les conditions de la numération.
Nous n’insisterons pas sur la mesure de l'écart probable (égal à 4,5 % dans le cas de l’expérience d'AUBERT pour une seule mesure) car il intéresse peu l’hémato-
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logiste. Il lui faut en effet connaître la valeur supérieure de l'erreur pour au moins 90 % des cas, ce qui équivaut dans la pratique à une quasi certitude.
La thèse d’AUBERT nous apprend que pour un sang normal et une probabilité de 90 % l'erreur statistique ne dépasse pas 12 % en comptant sur un seul rectangle de la cellule de Malassez, c’est-à-dire environ 200 globules pour un sang contenant 400.000 hématies per millimètre cube.
Nous allons voir l'intérêt qu’il y a de compter un
plus grand nombre de champs.
Les Américains Ross et STOT ont établi un tableau du nombre minimum de globules à compter pour avoir une erreur statistique donnée avec une probabilité donnée. Nous croyons que ces chiffres ont été obtenus en partant de données purement théoriques. Ils se trouvent entièrement vérifiés par les résultats expérimentaux de BOCAGE et AUBERT. Nous reproduisons ici le tableau de Ross et STOT :
Probabilité
Erreur statistique
Nombre de
globules qu'il
est nécessaire
de compter.
Les mathématiciens nous apprennent que :
L'erreur probable est inversement proportionnelle à la racine carrée du nombre des globules comptés. C’està-dire que pour une dilution contenant en moyenne 200 hématies par rectangle, l'erreur probable sera deux fois plus petite si l’on dénombre quatre rectangles au lieu d’un seul, soit 6 % au lieu de 12 %.
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On voit immédiatement le grand avantage que l’on aurait à dénombrer plus de rectangles.
Cette loi a l'avantage également de montrer l’importance de la dilution puisque pour une cellule donnée le nombre des globules répartis sur l’unité de surface est proportionnel au taux de la dilution. L'erreur probable sera donc inversement proportionnelle à la racine carrée du taux de cette dilution. Si, comme on le fait souvent en pratique, on compte dans tous les cas le même nombre de champs, l'erreur est d'autant plus forte que le sang est plus dilué. Ainsi pour quatre rectangles dénombrés avec des dilutions à 1/200° et 1/400° d’un sang contenant 4.000.000 d’hématies les erreurs probables seront respectivement 6 % et 8,5 %.
Un autre facteur intervient sur la concentration des globules au fond de l’hématimètre, c’est la profondeur de ce dernier. Le nombre des globules comptés est proportionnel à la profondeur des cellules; l'erreur est inversement proportionnelle à la racine carrée de cette profondeur.
ERREURS DE LECTURE
Les erreurs de lecture se produisent les unes au moment de la dilution du sang, les autres au cours du dénombrement des globules au microscope.
Nous avons déterminé plus haut la part qui revient aux erreurs de lecture sur la pipette, nous avons montré que ces erreurs étaient faibles, ne dépasant pas 1/200° pour un opérateur consciencieux avec une dilution convenablement choisie.
Plus importante nous a paru l’erreur de dénombrement des globules au microscope. Les travaux du Docteur BOCAGE avaient conduit à admettre les chiffres suivants .
Erreur moyenne : 4,13 %.
Erreur maxima : 8,5 %.
Une fois sur 30 numérations.
Ces résultats étaient obtenus par sept hématologues au laboratoire en faisant trente dénombrements sur quatre microphotographies de deux rectangles de la cellule de Malassez.
Les résultats permirent également de montrer que l'erreur relative augmente rapidement avec la concentration en globules rouges.
Ainsi pour des champs contenant :
111 et 128 globules, l'erreur moyenne etait 2,9 %, 274 et 277 — — 5,2 %.
dilution à 1/400° et.1/200°.
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Les erreurs étaient en règle générale des erreurs par défaut, si bien que la moyenne obtenue pour chacun de ces champs était toujours inférieure au nombre réel.
L'ensemble de ces résultats étant obtenu sur un nombre restreint d’expérimentations, on ne pouvait établir avec certitude une loi donnant la valeur des erreurs moyennes en fonction du nombre des globules rouges répartis sur une surface donnée. C’est pourquoi le Docteur BOCAGE nous a confié un travail de psycho-physique analogue au sien, mais portant sur un plus grand nombre de dilutions et de lectures.
II. — CONDITIONS DE L’EXPÉRIMENTATION
Nous avons reproduit sur du papier à dessin les images de quatorze rectangles de Malassez. Sur chacun dé ces rectangles nous avons réparti un certain nombre de cercles représentant des globules rouges.
Les côtés de ces rectangles étaient respectivement 10 et 8 centimètres.
Le diamètre des cercles était de 3 mm. environ. C'est-à-dire que ies dimensions de nos reproductions étaient le double de celles d’une image normale vue au microscope avec un grossissement de 400 sous lequel on examine habituellement les dilutions de sang.
Pour voir ces rectangles sous le même angle qu’au microscope il suffisait de se tenir à 30 cm. environ.
Nous avons admis pour éviter toute différence d'interprétation que chaque expérimentateur devait lire tous les giobules représentés sur chacun de nos tests. Dans la pratique, la plupart des laboratoires en effet comptent les globules qui touchent deux côtés contigus d’un même rectangle et ne comptent pas ceux qui touchent les deux autres côtés, l’erreur ainsi provoquée entre dans le cadre des erreurs de répartition et n’a aucun rapport avec les erreurs de lecture.
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Le nombre des globules respectivement figurés sur chacun de nos rectangles et vérifié à plusieurs reprises était
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d'a os \ correspondant à une dilution de 1/600 environ Cr—=7102
D — 103 correspondant à une dilution de 1/400° environ E — 98
G == 154 correspondant à une dilution de 1/300° environ H — 149 |
J — 253 } correspondant à une dilution de 1/200° environ K — 246 \
Lu==S538 ; À M — 509 correspondant à une dilution de 1/150° environ IN "747 4 correspondant à une dilution de 1/100e environ
Nous avons ainsi obtenu un plus grand nombre de lectures pour les dilutions employées couramment avec la cellule de Malassez.
III. —— COMPARAISON AVEC LES RÉSULTATS PRÉCÉDEMMENT DONNÉS
Les lectures ont été faites par 20 laborantines ou hématologues. :
Nous avons obtenu ainsi
36 lectures pour la dilution à 1/600°;
une cinquantaine pour les dilutions à 1/200°, 1/300° et 1/400°; à
DE au:
32 lectures pour la dilution à 1/150° et 20 lectures pour la dilution à 1/100°.
Nous avons été frappé par la différence entre nos résultats et ceux du Docteur BOCAGE, les erreurs moyennes obtenues étant respectivement 1,5 et 4,13 %, nos chiffres étant constamment très inférieurs.
L'erreur ne commence à croître avec le nombre des globules dans notre expérimentation qu’à partir de concentrations en globules correspondant à la dilution 1/200°. |
En comparant les microphotographies à nos tests, nous avons constaté que la lecture de ces derniers était beaucoup plus facile pour plusieurs raisons :
1°) Les microphotos sont des négatifs, les images des globules se détachent en ciair sur fond sombre. Nous croyons qu’il est plus facile de faire une lecture dans le cas inverse.
2°) La netteté des images de globules est beaucoup ‘plus grande sur nos tests que sur les photographies. Sur ces dernières, de nombreux globules sont très flous et n’apparaissent pas au premier abord dans une lecture rapide. Ce qui expliquerait (en partie seulement) le nombre des erreurs par défaut.
IV. — COMPARAISON AVEC LA RÉALITÉ. — CRITIQUE DES MÉTHODES EMPLOYÉES
Nous avons cherché à comparer les deux méthodes avec la réalité; nous avons constaté que les hématies examinées au microscope sont très nettes, se détachant bien sur le fond des préparations et se rapprochant davantage au premier abord de leur représentation sur nos tests.
Notre expérimentation ne nous paraît pourtant pas parfaite et exempte de critiques:
La lecture au microscope fait intervenir l'éclairage artificiel, certainement cause d’ure plus grande fatigue pour l’opérateur. Nous avons, pour essayer de parer à ce défaut, estompé nos tests en les enduisant de crayon.
La répartition des hématies est beaucoup trop homogène sur nos représentations; les amas de globules tels qu’ils se produisent fréquemment sur les préparations sont plus difficiles à dénombrer que les globules espacés.
L’attention des opérateurs se sachant testés est cer-tainement plus grande que dans la pratique et de ce fait doit diminuer l'erreur.
Pour avoir une idée plus précise de la valeur des erreurs de lectures, ii serait nécessaire de comparer successivement les résultats obtenus, l’un par numération directe au microscope, l’autre par pointage sur une photographie ou sur une projection de la même cellule hématimétrique. Les conditions actuelles ne nous ont pas permis de pratiquer une telle expérience.
De grandes variations peuvent d’ailleurs exister d’un microscope à l’autre suivant la qualité des instruments employés. L'utilisation de microscopes mono ou binoculaires, l’éclairage plus ou moins intense de la préparation, les qualités optiques de l'objectif interviennent certainement sur la grandeur de l'erreur. Des laborantines habituées à travailler toujours dans les mêmes conditions, avec un microscope et un éclairage déterminés, se trouvent parfois désorientées lorsqu'elles changent d’instrument.
En résumé, il semble que les résultats fournis par notre expérimentation donnent des erreurs inférieures à celles obtenues dans la pratique des numérations par des laborantines expérimentées. Il est très difficile de déterminer avec précision l'erreur de dénombrement. Celle-ci varie non seulement avec les qualités optiques des appareils utilisés, mais aussi d'un opérateur à l’autre (nous verrons plus loin que ces différences sont
souvent importantes). Nous en donnons un ordre de grandeur que nous croyons assez proche de la réalité sans pouvoir l’affirmer.
Résultats obtenus. — Erreur de lecture probable.
La valeur des erreurs moyennés correspondant à chaque dilution sur nos tests a été :
# | dilution à 1/600°, erreur : 1,2 %; KG | D dilution à 1/400°, CRE VA E su G dilution à 1/300°, — 1,24 %; H | | J dilution à 1/200°, AE 5 AE k | = dilutioi à 1/10 0e 140.
dilution à 1/100°, —. 2,2 %.
Nous voyons, comme l'avait montré le Docteur BOCAGE, que l'erreur de dénombrement croît avec la concentration en hématies sur la surface de l’hématimètre. Cette erreur nous semble assez faible pour les dilutions utilisées couramment. Nous pensons que dans la pratique elle augmente dans des proportions plus grandes que ne semble le prouver nos résultats sur tests.
ue.
RM eS
Nous avons constaté qu’il existait des différences notables entre les divers expérimentateurs, les uns faisant des erreurs très faibles au-dessous de-1 %, d’autres, des erreurs beaucoup plus importantes, jusqu’à 3,8 % sur l’ensemble de nos tests c’est-à-dire près de quatre fois plus grandes. Mais un même sujet n'ayant pas forcément un grand coefficient d’erreur atteint parfois d’une facon accidentelle des erreurs beaucoup plus importantes, de l’ordre de 10 %. Cette inégalité des résultats nous a particulièrement frappé. Nous pensons que ces remarques ont leur importance, nous y reviendrons plus loin.
Nous avons recherché le nombre des résultats exacts trouvés pour chacun de nos tests et nous avons établi le pourcentage correspondant à chaque dilution. Nous avons constaté que cette valeur décroît très rapidement lorsque la dilution devient plus concentrée.
En relevant le nombre des erreurs par excès et par défaut, nous avons été surpris de constater qu’il existait pour les dilutions envisagées un pourcentage à peu près constant, 1/3 environ, de résultats par excès et que les erreurs par défaut varient en raison inverse des résultats exacts. Autrement dit, dans une numération globulaire faite avec un hématimèêtre de Malassez
pour une dilution à 1/600° on a plus de chances d'obtenir un résultat par excès,
pour une dilution à 1/400° les chances sont sensiblement égales.
Ensuite les chances sont d’autant plus grandes d’avoir une erreur par défaut que la dilution est plus
faible. Pour les dilutions au 1/200° et au 1/300°, fré-.
quemment utilisées en pratique, les résultats obtenus comportent le plus souvent (dans 60 % des cas environ) une erreur par défaut.
Nous avons établi ensuite l'erreur sur les résultats
* inexacts relative à chaque dilution, nous avons cons-
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taté que lorsque le nombre des globules comptés sur une surface donnée augmentait, l'erreur allait d’abord en décroissant puis augmentait de nouveau, l'erreur minima étant obtenue pour une dilution à 1/200° avec la
à cellule de Malassez. Ces résultats paradoxaux en apparence s'expliquent aisément puisque l'erreur est beaucoup plus importante si l’on se trompe de 2 ou 3 unités sur un total de 70 ou 80, que de 5 à 9 sur un total de 250.
Pour une dilution à 1/600° nous avons autant de chances de compter le nombre exact de globules que d’avoir une erreur immédiatement assez importante, la probabilité d’obtenir une erreur nulle est donc trop faible. Nous ne comptons pas dans la pratique un nombre suffisamment grand d'unités de surface etnous pouvons très bien tomber sur une mauvaise série. Avec une dilution assez concentrée nous avons la quasi certitude d'obtenir des résultats inexats, mais de ne ‘pas dépasser une erreur trop importante. Si l’on augmentait la dilution au delà de 1/600° nous pourrions obtenir une probabilité de 90 % ou même plus pour les résultats exacts, mais nous pensons qu’on se heurterait alors à des difficultés d’ordre technique.
Nous avons alors pensé à déterminer la valeur supérieure de l'erreur pour une probabilité voisine de 90 % et pour cela nous avons déterminé la probabilité de chacune des erreurs pour chaque dilution. Nous reproduisons ici à titre d'exemple les résultats trouvés pour la dilution à 1/200° :
Probabilités |
Erreurs | 0 | 0,4 | 0,8 142 1,6 | 2 2,8 | 3,2 86 |10%
Nous voyons d’après nos tests que pour la probabilité la plus proche de 90 % l’erreur de lecture ne dépasse
pas 2 % avec la dilution au 1/200° avec une cellule de Malassez.
Nous n'avons pas un nombre suffisant d'expériences pour déterminer d’une facon précise l’erreur probable en fonction des dilutions, mais les chiffres que nous avons obtenu nous en donnent l’ordre de grandeur. Nous avons de cette manière établi l’erreur de lecture correspondant à une probabilité de 90 % au moins et voisine de 90 % pour chacune des dilutions. Nous reproduisons ici les résultats obtenus :
Tee ; Limite supérieure Dilution Probabilité de l'erreur 1/600° 94,4 % 28 1/400° 92,6 % 3 % | 1/300° 90 2,6 | 1/200° 90,3 % 2 1/150° 90,6 % 24 % 1/100° 90 % 44 %
Les dilutions couramment utilisées sont comprises dans le cadre de celles qui donnent les erreurs probables les plus faibles: La dilution à 1/400° toutefois semble donner une erreur plus forte, la dilution à 1/200° le meilleure résultat. Nous voyons une fois de plus le peu d'avantage que l’on aurait à diluer trop les sangs normaux.
Nous admettrons que ces chiffres sont un peu faibles et qu’ils doivent être majorés pour les raisons exposées plus haut. Nous adopterons comme valeur approxi-
_mative de l'erreur de lecture probable un chiffre légèrement supérieur, soit 2,5 % pour le 1/200°, 3 % pour le 1/300° et 3,5 % pour le 1/400° avec les cellules de Malassez.
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L'erreur probable que nous avons ainsi déterminée correspond à la lecture d’un seul rectangle. Elle est évi- : demment plus faible si on en dénombre plusieurs, mais nous ne savons pas la calculer.
Nos résultats ne sont valable que pour un type déterminé d’hématimètres. Ce qui importe en réalité, c’est le nombre des. globules répartis sur l’unité de surface. Il est peu différent pour une cellule de FIESSINGER qui a une profondeur voisine. Pour les cellules type Thoma qui sont deux fois moins profondes, nous aurions les mêmes erreurs probables pour des dilutions deux fois plus faibles.
SOMME DES ERREURS. ECART SIGNIFICATIF
L'erreur maxima possible au cours d’une numération est la somme de toutes les erreurs élémentaires maxima. Cette erreur est très forte, elle intéresse peu l’hématologiste car elle n’est pratiquement jamais atteinte.
Une probabilité de 90 % nous a paru suffisante, c'est-à-dire que la valeur trouvée représente la limite supérieure de l’erreur dans 90 % des cas.
Les mathématiciens nous apprennent que l'erreur probable résultant de l'accumulation de plusieurs erreurs probables successives est la racine carrée de la somme des carrés de chaque erreur probable \/ Se2.
Lorsque deux numérations du sang d’un même individidu ont été faites avec une même erreur probable (avec la même probabilité) l'écart entre les deux résultats obtenus ne signifiera qu’il y a une variation réelle des globules (avec la même probabilité) que si la variation atteint ou dépasse l'erreur probable sur chacune multipliée par ,/ ) . Ce nombre est ce qe l’on peut appeler avec Monsieur BoCAGE l'écart significatif
E = Va xse
Nous ne pouvons le calculer pour toutes les techniques possibles qui peuvent varier à l'infini. Nous l’envisagerons pour des numérations faites dans les conditions de technique habituelle avec des hématimètres type Malassez et Thoma de fabrication ancienne qui
nous ont paru les plus fréquemment employés. Les dilutions utilisées le plus souvent pour les premiers sont le 1/200°, le 1/300° et le 1/400° chez le sujets normaux, le 1/200° pour les sangs pauvres en hématies, en comp-
tant en général trois ou quatre rectangles.
Avec les hématimètres type Thoma on utilise généralement la dilution 1/200°.
Nous allons calculer l'écart significatif pour un sang normal qui contiendrait 4.000.000 de globules par mm° et pour un sang n’en contenant que 2.000.000. Nous reproduisons les résultats sur le tableau ci-dessous.
Nombre de globules
Malassez
Thoma
Thoma
| Malassez
Erreur
par mm Type de cellule Dilution 1/200° Nombre de globules 800 600 comptés statistiquel 6 % 6,9 Erreur instrum.
1,8 % Vo sur la pipette Erreur opératoire sur la pipette 0,5 % % Erreur instrum.
sur la cellule 45 % 7 Erreur opératoire 45 1% Vo sur la cellule Erreur 7. oE de dénombrement | ta A7e Ecart significatif | 13,1 % 118,9 D
3,9 % | 35 % | 16 % nu
0,5 To
Lo %
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Pour un sang normal il ne faudrait donc tenir compte sur deux numérations successives que des variations dépassant 420.000 globules avec la dilution 1/200° en comptant 4 rectangles de la cellule de Malassez. 590.000 en comptant trois champs.
Avec une dilution à 1/400° :
en comptant 4 champs ........ 640.000 en comptant 3 champs ........ 700.000
Pour un sang contenant 2.000.000 d’hématies avec une dilution à 1/200° en comptant 4 champs ..... #21 920.000" en comptant 3 champs ........ 300.000
Avec une cellule type Thoma et un sang dilué à 1/200°
pour un sang qui contiendrait 4.000.000 de globules : il ne faut tenir compte que ses variations dépassant 800.000.
pour un sang de 2.000.000, il ne faudrait au moins 430.000 d'écart pour traduire une différence.
NOTATION DES RÉSULTATS
La connaissance des limites de la précision que peuvent atteindre en pratique courante les numérations globulaires doit se traduire dans la notation des résultats.
On devrait toujours à côté de chaque résultat indiquer à la fois sa précision et sa probabilité, c’est-à-dire le nombre de chances qu’à l'erreur de ne pas dépasser la précision indiquée.
La rédaction qui, nous paraît la plus correcte est du type suivant :
Le sang de Monsieur X.. contient 3.900.000 héma-
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ties par mm, résultats donnés avec une erreur probable inférieure à 7 % dans 90 % des cas.
Cette manière de rédiger ferait en même temps comprendre à un lecteur instruit que, avec la technique indiquée, l'écart significatif sera de 7 X y à — 10 %, c'est-à-dire que si une deuxième numération est faite
plus tard au même malade, la différence entre les deux
résultats a 90 % de chances de révêler une variation réelle du nombre des hématies si l’écart entre les deux résultats dépasse 10 %.
Il est un autre point sur lequel il importe d'attirer particulièrement l'attention, c'est qu'aucun résultat de numération ne devrait comporter plus de deux chiffres exacts à la gauche du nombre des globules. En l’état actuel de la technique si l’on trouve qu’un malade a 2.900.000 globules rouges, le chiffre 9 a une chance sur deux d’être exact et ce résultat signifie, non pas que le malade a réellement 2.900.000 hématies, mais qu’il a 90 chances sur 100 d’en avoir plus de 2.700.000 et moins de 3.100.000.
« Donner plus de deux chiffres exacts à la gauche du nombre des globules n’est donc pas seulement un geste inutile, c’est une faute lourde qui pour un esprit averti révèle de la, part de son auteur soit un manque complet de probité scientifique, soit une incompréhen- Sion totale ou une ignorance complète des possibilités de l’hématologie. »
Telle est l’opinion formelle de Monsieur BOCAGE qui pour la mettre en évidence compare la numération globuläire à la détermination de la taille moyenne des 20.000 hommes d’une division d'infanterie obtenue en ne toisant que quatre soldats chacun à 4 ou 5 centimètres près. En effet. chaque champ du microscope contient les globules de 1/20.000 de mm de sang, c’est-à-
dire représente un soldat de la division. Les erreurs sur.
la pipette et sur la cellule dépassent 2 %, c'est comme
sacoractilsaft its
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si la toise pouvait varier de 4 centimètres au moins. Il est bien évident que quatre mesures avec un tel instrument ne permettent pas de donner une précision plus grande que celle de l’ordre du centimètre.
Sur les 100 champs photographiés par AUBERT, 99 donnent des nombres compris entre 256 et 334 pour une valeur moyenne de 298. Rapportée à une taille moyenne de soldats de 1 m. 70, ces chiffres signifieraient que dans une demi-compagnie de 100 hommes on en trouverait un de 1 m. 45 et un de 1 m. 90. La comparaison est donc valable.
MOYENS A UTILISER POUR DIMINUER L'ÉCART SIGNIFICATIF
Nous avons vu qu'il était donné par la formule V2 3e2, Nous allons envisager successivement chacune de ces erreurs élémentaires.
Soit e erreur instrumentale sur la pipette e: erreur opératoire sur la pipette æ erreur instrumentale sur la cellule, inversement proportionnelle à la profondeur des hématimè-
tres & — K X —, nous pouvons espérer la réduire éga-
lement en utilisant pour leur contrôle des appareils de très grande précision.
e. erreur opératoire sur la cellule également inversement proportionnelle à la profondeur : & —
K'X —, P e: erreur de lecture.
e erreur statistique. Cette dernière est inverse-
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ment proportionnelle à la racine carrée du taux de la dilution d, du nombre de champs comptés n et de la #4 profondeur p :e; = K” X nd VaxXnxXPp
Les erreurs instrumentales et opératoires sur les pipettes de bonne qualité sont relativement faibles.
Pour diminuer les autres erreurs il semblerait qu’il suffit d'augmenter à la fois la profondeur, le taux de la dilution et le nombre de champs comptés. En réalité nous sommes limités par l'erreur de dénombrement. Nous avons montré que cette erreur croît rapidement à partir d’une certaine concentration en hématies sur le fond de la cellule. Le produit d *X p ne doit pas dépasser certaines limites. Les deux termes de ce produit sont liés entre eux. En raison de l'importance des erreurs instrumentales et opératoires sur l’hématimètre, il semble utile d'adopter des celluies profondes. La dilution à 1/200° pour les cellules de Malassez et de Fiessinger nous a semblé la plus intéressante. Pour obtenir une erreur statistique plus faible il est donc nécessaire de lire un plus grand nombre de champs. Or, nous avons constaté au cours de notre enquête que Île nombre de rectangles de la cellule de Malassez comptés par différentes laborantines est très variable. Certains dénombrent jusqu’à 6 rectangles lorsque les chiffres trouvés sont assez éloignés d’autres au contraire après avoir donné une vue d'ensemble sur la préparation, lorsque celle-ci leur paraît suffisamment homogène et lorsque les résultats trouvés sont voisins, se contentent de deux rectangles. Nous pensons que cette méthode n’est pas à conseiller, l’erreur probable sur la répartition des hématies étant plus grande 8,5 % ou lieu de 6 %.
Il est nécessaire de compter au moins 800 globules et cela quelle que soit la dilution utilisée ou la concentration du sang en hématies pour ne pas avoir une erreur Statistique probable supérieure à 6 %. Or nous
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avons constaté que, en général, les laboratoires dénombrent toujours le même nombre de champs sans tenir compte, ni de la dilution, ni de la richesse du sang en globules.
Il est possible de diminuer l'écart significatif en dénombrant les hématies sur des microphotographies comme je conseillait le Docteur BocaGe. Plus récemment le Docteur LAVERGNE a mis au point un système de projection permettant d'éliminer l’erreur de lecture en pointant l’image des globules sur un écran.
Nous pourrions également atteindre dans la lecture des préparations une précision sans doute très grande en diluant beaucoup plus, lorsque le pourcentage des résultats exacts atteint 90 %, mais il serait alors nécessaire de dénombrer un très grand nombre de champs et de faire construire des pipettes spéciales de dimensions considérables pour éviter une trop grande erreur opératoire dans la mesure de la dilution.
Nous avons constaté des différences notables entre les résultats fournis par divers expérimentateurs également entraînés. Il nous semblerait utile de connaître le coefficient d’erreur de lecture propre à chaque laboratoire en les testant au préalable. Il ne faudrait pourtant pas se contenter d’un trop petit nombre de numérations sur tests, car les erreurs faites par un même sujet sont parfois considérables sans que l'erreur sur l’ensemble atteigne un chiffre suffisant pour les faire déclarer inaptes.
Nous avons été frappé de ces inégalités, l’erreur de lecture atteignant parfois 10 %. Ces chiffres ne sont pas exceptionnels. Il y aurait peut-être intérêt à dénombrer à plusieurs reprises la même unité de surface. Il ne faudrait surtout pas croire qu'il est nécessaire d’éliminer d’une facon systématique les opérateurs trouvant dans leurs numérations des différences apparemment trop grandes entre le nombre des hématies réparties sur
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différentes unités de surface d’une même cellule, car ces variations sont dûes en règle générale à l'inégalité de répartition et non à une faute de leur part déterminée par une coefficient d'erreur de lecture trop important. Nous avons constaté que souvent les opérateurs avaient une tendance, inconsciente sans doute, à rapprocher les résultats trouvés, ce qui serait plutôt une manière d'augmenter l'erreur de lecture et par conséquent l'écart significatif.
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CONCLUSION
En raison de l'importance que peuvent prendre les défauts de construction des appareils, il conviendrait d'exiger des fabricants une garantie établissant l’erreur maxima possible aussi bien pour les pipettes que pour les cellules.
Il faudrait demander dans le contrôle des hématimètres l’utilisation d'appareils plus précis que le palmer au 1/100° de millimètre pour la mesure de la profondeur. Une précision de l’ordre du micron permettrait d'obtenir des cellules n’ayant pas plus de 1/100° d’erreur.
Les hématimètres collés du type Thoma et les hématimètres taillés dans la masse, mais de fabrication ancienne devront être proscrits.
Les opérateurs utilisant ces cellules devront nécessairement faire apparaître les franges colorées de Newton de peur d'obtenir de grosses erreurs opératoires par excès. |
Les hématimètres du type Malassez étant exposés à l'usure des pointes devront être contrôlés périodiquement (Docteur LAVERGNE).
Pour diminuer les erreurs d'ordre statistique, il faut compter au moins 800 globules, ce qui limite l'erreur à 6 % dans 90 % des cas.
Il faudrait en compter encore plus avec les sangs pauvres en hématies, car il serait alors très utile d’ob-
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tenir une plus grande précision ce qui permettrait de tenir compte de variations plus faibles sur deux numérations successives.
L'erreur de lecture est relativement faible. Elle varie assez peu dans le cadre des dilutions utilisées couramment. Ii nous semble préférable d'adopter le _1/200° pour les hématimètres types Malassez ou Fiessinger, le 1/100° pour les hématimètres du type Thoma.
La projection sur écran (Docteur LAVERGNE) nécessite un matériel peu important et permet de réduire à peu près complètement cette dernière source d’erreur.
En raison de leur imprécision les résultats en hématologie ne devraient honnêtement comporter plus de deux chiffres à la gauche du nombre trouvé, le deuxième chiffre étant douteux donne simplement un ordre de grandeur. Il serait utile dans la notation des résultats de donner la précision (c’est-à-dire la limite supérieure de l’erreur) pour une probabilité de 90 %).
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