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INTRODUCTION

L’hémoglobine humaine est constituée de quatrenelsgdolypeptidiques identiques deux
a deux, constituants la globine. Chacune de caseharotéiques dites de typetp est
pelotonnée sur elle-méme et forme 8 segments fid¢ioe notés de A a H; elles
ménagent entre les hélices E et F, une poche desdimecevoir un pigment appelé héme
[1]. La synthése des chaines constituant la globinprésoce dans la vie et obéit a une
cinétique particulierg2] commandée par des génes de typpour les chaines de type
(G1, G2, a1, ap) et typeP pour les chaines de tyfe(e, G, A, 6, B). Les genes qui codent
pour les chaines sont au nombre de quatre ; ceux qui codent pesucHainey sont au
nombre de deux (zet Ay). Ainsi la période embryonnaire est caractérisgenis types
d’hémoglobines : les hémoglobines Gowers | et IFFgimoglobine Portland. Durant la
période fcetale, on observe une synthése plus iamerd’hémoglobine feetale Hbe2(
12). C’est a partir de ce moment que commence la égatlles hemoglobines Ad2(
B2) hémoglobine adulte majeure et &2 62) ou hémoglobine adulte mineure. Aprés la
naissance on trouve les hémoglobings A%, F, et glyquée. La formule hémoglobinique
de l'adulte est atteinte 6 mois aprés la naissanee les proportions suivantes définies
par les techniques densitométriques : Hb A6- 97%, Hb A= 2- 3,5%, Hb K 1%, Hb
glyquée = tracep3, 4].

Des mutations ou délétions au niveau de ces gemegept conduire a des syndromes
thalassémiques associées ou non a des manifestatiniques|[5]. Les o thalassémies
sont plus souvent secondaires a des délétions dsammiques ; elles sont incompatibles
avec la vie lorsque la délétion concerne les 4 geneelles entrainent une anémie
modérée lorsque deux ou trois genes sont touchés Igpadélétion et restent
asymptomatiques lorsque seulement un géne estédelés B thalassémies sont la
conséquence de mutations ou plus rarement de a@étthromosomique$s, 7].

En l'absence de données de biologie moléculaige,signdromes thalassémiques sont
caractérisés en pratique, a partir de parametreldmues essentiels a savoir les
fractions hémoglobiniques F,A&t A, le statut martial, les constantes érythrocytagtes
le taux d’hémoglobine de l'individu. Lep thalassémies sont caractérisées par une
augmentation du taux des fractions F etda 'hémoglobine alors que leghalassémies
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se caractérisent par une baisse du taux d’hémogloBi. Le taux d’hémoglobine F
comme celui de I'hémoglobine ;Apeuvent toutefois étre modifiés au cours de
pathologies diverses ou d’états physiologiques cerfantarence matrtiale, I'hémolyse, la
drépanocytose, les hémoglobinopathies par I'héntaggo instable, I'érythropoiése
accrue, la grossesse, les sorties d’'aplasies ta#da| les suites de greffe de moelle
osseuse, les récupérations d'érythroblastopéngesitoires, les hémopathies malignes,
linsuffisance médullaire globale, la Leucémie noyde chronique, la maladie de
Fanconi ou de Backfan-Damond, le syndrome myélomytaoe de l'enfant, les
syndromes préleucemiques , les hémorragies aidaépgrsistance héréditaire de la
synthése de I'hémoglobine feetale s’accompagne tdwx d’hémoglobine F élevé variant
entre 1 et 35% selon les mutations  [8,9].
Apres migration en pH alcalin, technique utiliséespcouramment jusqu’a une période
récente, le taux d’hémoglobine A’'est pas évaluable chez le sujet ayant I'héotmge

C, a cause de sa co-migration avec cette hémoglolde ce fait les complications
spécifiques a l'association hémoglobine C et tisllase sont peu décrites. Le systeme
Capillarys est un systeme qui permet en routine,ségarer 'hémoglobine Ade
’'hémoglobine C et de les quantifier. Il nous awartéressant de déterminer par cette
technique d’électrophorese utilisée dans plusi@absratoires a Bamako, les valeurs de
référence de I'hémoglobine,Apermettant a long terme de caractériser les symeso
thalassémiques dans notre contexte quelques eofthénotype hémoglobine de
l'individu [10].
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OBJECTIFS

1- Objectif général :

Déterminer les valeurs de référence du taux d’héohate A a Bamako

2- Objectifs spécifiques :
» Mesurer les valeurs d’'Hb2Adans une population de 6 mois a 45 ans

» Calculer les percentiles 2,5 et 97,5 des valeut#b A, déterminéedans la population
étudiée.
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METHODOLOGIE

1- Cadre d'étude :

Des enfants et adolescents volontaires ont ét@tescdans les services de pédiatrie du
Centre Hospitalo-universitaire de Gabriel Touré,Gkntre Hospitalier Mere-Enfant de
Bamako. Les adultes ont été recrutés a la facuténetdecine de pharmacie et
d’Odontostomatologie de Bamako au Point G. Le latoare privé ALGI de
Quinzambougou de Bamako a servi de lieu de traiterdes échantillons préleves. Le
choix de ce laboratoire a été motivé du fait quetait le seul laboratoire capable de

determiner les fractions d’hemoglobines sur Capif°2 Sebia.

2- Description des sites de recrutement
2.1- Description du service de pédiatrie du CHU-Gatel TOURE :
Le service de pédiatrie est situé au sein du CHUgGiTest sur la rive gauche du fleuve
Niger, dans la ville de Bamako la capitale du M&e service est dirigé par deux
Professeurs de pédiatrie assisté par un maitrerdérence chef de service, deux maitres
assistants, cing médecins pédiatres, deux médgéméralistes, vingt huit médecins en
cours de spécialisation, neuf techniciens supériglgr santé, dix neuf techniciens de
santé, douze aides soignants et quatre manceulvigagit d'un service de troisieme
niveau de référence de la pyramide sanitaire au ddiakecoit les enfants des communes
Il et lll essentiellement avec environs 50 000 sudtations annuelles. Ces deux
communes ont respectivement 159 805 et 128 87 2amabienvirons.
Le département de pédiatrie est divisé en deuxegart
- Alétage:
* L'oncologie pédiatrique : comprend 10 salles climatisées dont chacunesksg’un

lit réservé a I'’hospitalisation des enfants canoére
Une salle de consultation
Une salle de soins
La pédiatrie IV : comprend 4 grandes salles dont chacune dispo<klils réserveés a
I'hospitalisation des enfants de 2 ans.

» L’unité de réanimation et de néonatologie comprend 4 salles d’hospitalisations :
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Une salle pour les nouveaux instables ;
Une salle pour les nouveaux prématures instables ;
Une salle pour les nouveaux stables ;
Une salle pour les prématurés stables ;
Une salle de surveillance réguliere ;
Une salle d’observation des nouveaux vus au caaifa germanence et de garde dont
I'état ne nécessite pas une hospitalisation ;
Une salle d’observation des bébés kangourou.
* Une unité kangourou: composée de
2 salles d’hospitalisation ;
Une salle de consultation.
L’unité kangourou a pour but le suivi de I'enfanématuré.
» Six (6) salles d’hospitalisations V.I.P
- Enbas de I'étage :
Le service de pédiatrie | :composée de :
Trois (3) salles d’hospitalisations comportant echrechuit (8) lits ;
Une salle de soins.
* Le service de pédiatrie Il: composée de :
Trois(3) salles d’hospitalisations comportant chrechuit (8) lits,
Une d’observation,
Une boxe de consultation des urgences,
Une occupée par le CVD,
Une occupée par le DEAP.
* Le service des urgences pédiatriguescomposee de
Une salle d’hospitalisation comprend :
Trois (3) salles reparties comme suite :
Une salle pour les grands enfants ;
Deux (2) salles pour les nourrissons ;
Une salle de consultation des urgences ;
Une salle de soins des malades vus aux urgences
Une unité de nutrition ;

Theése de Pharmacie / FMPOS / Université de Bamakb/ Bake;r)? Kossa DEMBELE



Valeurs de référence de I’hémoglobin@Bxarﬁa_kd -

Une unité de P.T.M.E ;

Une salle de consultation de la drépanocytose ;
Une salle de consultation de I'oncologie pédiagigu
Une salle de perfusion et

Une unité V.I.H

2.2- Description du service de pédiatrie du CHME lé.uxembourg :

Il est situé au sein du CHME le Luxembourg danguartier Hamdallaye de Bamako. Il
est dirigé par un médecin pédiasgsisté des étudiants en année de these, desiéngirm
et aides soignants. Ce service est sollicité par depulations de Lafiabougou et
Hamdallaye.ll est composé de cing salles, de la salle 20 aCk&cune de ces salles

comprend deux lits ; en plus des lits la salle @hprend également deux berceaux.

2.3- Description du laboratoire de biologie cliniqe de la FMPOS :

Le laboratoire de biologie clinique est situé au sk la FMPOS. Il assure la formation
pratique des étudiants de la dite faculté. Il apan appui aux structures sanitaires dans
le diagnostic et le suivi des malades du Malifail a ce titre des activités d’hématologie
de routine et de cytologie spécialisée. Le labamatest dirigé par un professeur titulaire
d’hématologie assisté par un Maitre de conféremcdnématologie biologique, un Maitre
assistant en hématologie biologique et un assistahEmatologie clinique.

Le plateau technique est composé de :

Deux microscopes optiques Leica DM 2000,

Un microscope optique Leitz LABORLUX S,

Un bain marie Fisher Scientific,

Un ABX micros 60 18 parmt,

Un Citadel 1008,

Une cyto-centrifugeuse SHANDON,

Une centrifugeuse KOKUSAN,

Deux séchoirs électroniques (memmert et JOUAN GG p

Une balance analytique type Voyager,
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Un agitateur type VORTEX-GENIE,
Un Option 4 plus Biomérieux,

Un Protofluor-Z,

Un réfrigérateur ARISTON,

Un réfrigérateur ARTHUR MARTIN,
Un réfrigérateur Brandt,

Un congélateur Ultima Il (REVCO),
Trois ordinateurs.

Theése de Pharmacie / FMPOS / Université de BamakoO Bake;r)? Kossa DEMBELE



- " Valeurs de référence de I’hémoglobin@Bxarﬁa_kd - -

3- Type d'étude :
Nous avons réalisé une étude d’observation tragalenllant du 17 ao(t au 07 octobre
20009.

4- Population d’étude :

Cette étude a concerné les sujets agés de 6 Mbisuds des deux sexes.

5- Variables indépendantes de I'étude :

» Age compris entre 6 mois a 45 ans ;

» Ferritinémie, Volume globulaire moyen, taux d’hénatine F ;

» Fractions d’hémoglobines déterminées par électn@deo en capillaire de zone
(technique Capillaryy.

6- Taille de I'échantillon et prélevements :

La taille de I'échantillon de cette étude a étéeddinée conformément aux directives
publiées par la NCCLS (National Consensus Committed_aboratory Standards) du
comité national américain sur les standards desrdéhires[11]. Selon la NCCLS, le
nombre minimum de valeurs observées requises gaupércentiles 2,5 et 97,5 d’'une
distribution est de 39 et recommande en conséquiimmdure au moins 120 sujets, c’est
ainsi que dans cette étude nous avons inclus 1Bnhtaires pour le sous groupe des
enfants et adolescents et 123 pour le sous groepeadultes. Du fait de la nature des
examens biologiques, deux types de prélevementsétinteffectués ; un sur tube
contenant un anticoagulant (EDTA) et un sur tule ka quantité totale de sang prélevé
était de 4 ml pour les enfants et 10 ml chez lesdtesl Tous les prélevements ont été des
prélevements veineux. Le tube EDTA Ktait destiné a 'hémogramme, le taux des
réticulocytes et I'électrophorese de I'hémoglobetele tube sans anticoagulant était

destiné a la détermination du taux de ferritinégsér pour tous les volontaires.
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6.1- Critéres d’inclusion :

Tout sujet &gé de 6 mois a 45 ans ayant donné@mentement éclairé ou pour qui
un assentiment signé d’un parent ou d’un tuteuallagté obtenu,
Tout sujet n‘ayant pas de pathologie hématologigieye notamment une anémie

sévere.

6.2- Critéres de non inclusion :

Tout sujet pour qui un consentement ou un assentigigné n'a pas été obtenu.
Les femmes enceintes,

Les malades souffrant d’'une pathologie cancéreuse,

Les sujets sous supplémentation martiale,

Les sujets chez qui une hémolyse ou une hémorragmente, ou une
hémoglobinopathie a été documentée.

7.1- Parametres sociodémographiques :

Ces parametres ont concerné I'age et le sexe.

7.2- Parametres cliniques :

Antécédents medicaux,

Etat de la peau et des muqueuses (paleur, ictere)

Etat de la rate (splénomégalie), du foie (hépata@ingdy des aires ganglionnaires
(adénopathies) et des amygdales (hypertrophie aatiggde).

7.3- Parametres hématologiques :

These -de_Phar'maEie / FMISOS / U-niversité-de BamalQil

Constantes érythrocytaires
Taux d’hémoglobine
Taux des réticulocytes

Taux d’hémoglobines AA; et F
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7.4- Parametre biochimique :
Le parametre biochimique mesuré a été le tauxrdiéirie sérique.

7.5- Méthodes de détermination des paramétres biaaues :

» L’hémogramme et la formule leucocytaire ont étéedéinés a I'aide d’un compteur
automatique de type Diana 5 Evolution XENIA 27parmt

» Le taux des réticulocytes a été déeterminé sur attidrcoloré par le bleu de crésyl
brillant apres comptage au microscope optique.

> L'électrophorése de 'hémoglobine a été réaliséd’automate Capillaryd 2 Sebia.

7.5.1 Numération cellulaire sur I'automate DIANA 5/ Xénia

* Principe

DIANA 5/ Xénia compte par impédance le nombre des leucocytesjtidiécytes et de

thrombocytes.

» Calibrateur et Contrdles

Calibrateur HYCEL-CAL Réf. R2C7020A (2 tubes)

Contréle DIANATROL N Réf. R2A7040A (4 N)

Contréle DIANATROL AQ Réf. R2A7141A (1B+4N+1H)

Contréle DIANATROL AQ Plus Réf. R2A7242A (2B+4N+2H)

* Réactifs

HEMALYSE 5

HEMATON 5

HEMACORE

» Mesures de sécurités sur le prélevement, consenati des échantillons et réactifs

L’échantillon de sang veineux a été préleve sucaagulant EDTA K2 (le calibrage du

VGM varie de 2-3 % selon l'anti-coagulant). Le ragpd’EDTA K2 au sang total était

de 1 a 2 mg par ml de sang. Les échantillons @nt@nservés a température ambiante

(20 = 2 °c) et les analyses effectuées dans lesedbeures suivant le prélevement. Les

échantillons ont été transportés, et conserv2s- & °c.

Les réactifs ont été stockés entre 8°c et 30°aijadg date de péremption, controles et

calibrants entre 2°c et 8°c jusqu'a la date denmgtien.
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* Mode opératoire

L’analyseur compte par impédance le nombre desugstblancs, des globules rouges et
des plaquettes.

Les cellules en suspension dans un milieu isotentcaversent un orifice ou un champ
électrique est établi. En passant a travers lumifiles cellules provoquent une
augmentation d'impédance proportionnelle a leururd. L'instrument compte le
nombre de cellules et les trie en fonction de taille, permettant ainsi I'analyse de leur
distribution. Le grand nombre de cellules comptéegliore beaucoup I'exactitude de
'appareil en réduisant considérablement le risdjeereurs statistiques.

L’amélioration des instruments et des réactifs émdtologie a permis de déterminer en
routine le nombre des globules rouges, des plagpiettdes globules blancs.
L’introduction de technigues complémentaires commeentrage hydrodynamique et
'analyse combinée de I'impédance et de la lumdifiisée par les cellules (illuminées
par un rayon laser focalis€) permettent I'analyse 5 populations de leucocytes
(lymphocytes, monocytes, polynucléaires neutroghlbasophiles et éosinophiles).

Pour étre utilisés sur I'analyseur, les réactifs @@ présentés avec des caractéristiques
bien particuliéres.

Le diluant a permis une bonne dispersion des é&l&rfigurés du sang afin de réduire le
risque causé par le passage simultané de plus delhde dans l'orifice. Lorsque la
concentration s’éléve, les passages en coincidéagennent inévitables. Le procédeé de
focalisation hydrodynamique qui centre et étirefllex de dilution cellulaire réduit
considérablement ce risque sans I'éliminer totafgmeanalyseur dispose d’algorithmes
pour corriger automatiquement les résultats.

L’analyseur controle aussi la fréquence d’acquisitiles signaux. Au dela de certaines
fréquences, la vitesse d'injection de la prépanaticellulaire est réduite
automatiquement. Ce procédé breveté étend la ii@éardes niveaux trés élevés. La
linéarité théorique du comptage de particules estép a 20 Téra/L et 1,5 Téra/L
respectivement pour le canal des GR et celui des Tatefois, compte tenu de la
difficulté a se procurer de tels échantillons,liréarités revendiquées pour le comptage
des particules ont été déterminées avec des létsadisés disponibles dans le commerce
8,5 Téra/L pour le canal GR et 450 giga/L pourdeat GB.
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Le diluant a un effet important sur la mesure dlu¥ee Globulaire Moyen.

De stricts contrOles ont été effectués en prodogiimur maintenir constants I'osmolarité
et le pH d’'un lot a l'autre. La production des itfaca été effectuée dans des conditions
de contrbles stricts du niveau de poussiére en sthaoe filtrée dans des locaux en
surpression. La filtration stérilisante 0,3#2n des produits permet d’assurer leur
protection contre des contaminations significatives micro-organismes et en
poussieres. Des agents conservateurs freinenvédappement de germes qui pourraient
contaminer les réactifs lors de leur utilisation.

Le comptage des GB nécessite une destruction raesléSR. L’'agent de lyse détruit la
membrane des GR, réduisant la plupart du tempsdma cellulaire a I'état de débris de
trés petites tailles qui ne sont plus détectablaslgp méthode de mesure. Cette action
lysante a été ralentie pour préserver au mieuttdiatsire nucléaire des globules blancs.
D’autres facteurs ont leur importance pour asslareualité des résultats, par exemple
une agitation suffisante des échantillons de sahgefournements complets doux
successifs pour un tube de moins de 5 ml de 75 etradt rempli & 75% au plus). Dans
le cas ou le sang a été sédimenté plus de 4 ditateon a été prolongée.

- Comptage des GB, GR et PIt

L’analyseur compte les globules blancs, les glabuteiges comme les plaquettes par
mesure de I'impédance électrique. Le sang est dWa& une solution saline isotonique
gui maintient la forme des globules et qui contiiitourant électrique. Un volume précis
de sang dilué est injecté a travers un orifice idendtre 75um dans un cymomeétre de
flux quantitatif (pour les GR/ PIt comme pour leB)&lors qu’un courant constant est
appliqué de part et d’autre de ['orifice.

Lorsqu’une cellule passe a travers un orifice, ééplace son propre volume de diluant,
augmentant ainsi momentanément la résistance aagmslu courant électrique. Cette
variation temporaire de I'impédance est proportal@enau volume de diluant déplacé,
c’est a-dire au volume de la cellule. L'instrumeamtplifie les impulsions électriques et
les compte pour déterminer le nombre des GB, GRtet

Sur I'histogramme de distribution en taille desqplettes, on constate parfois que les
bases des histogrammes des GR et PIt se recouu@sgue ce recouvrement est

important, il n’est pas possible de déterminer gament le seuil approprié entre les deux
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populations et des algorithmes plus sophistiqués sécessaires pour distinguer les
plaguettes des globules rouges. L'analyseur corlegeésultat des plaquettes. La
distribution non corrigée reste représentée endanis I'’histogramme des plaquettes.
Comme les GR sont généralement 500 a 1000 foismmusbreux que les GB, il faut
détruire les premiers pour pouvoir compter les sdsoC’est pourquoi ces cellules sont
analysées sur des préparations différentes :

Les GB sont mesurés sur une dilution hémolyséd2alfil. Les GR et Plt sont mesurés
sur une dilution au 1/ 6000 réalisée en cascadeisieme prédilution au 1/ 72. Les GB
n’interferent généralement plus de facon signifieasur le comptage des GR a ce taux
de dilution.

Lorsque la dilution des GR/PIt est terminée, I'dgam lyse est ajouté a une partie de la
prédilution afin de détruire la membrane des GRlil@rer ainsi leur contenu en
hémoglobine.

- Formule leucocytaire

Les sous-populations leucocytaires ont été digieg les unes des autres par l'analyse
du cytogramme que I'on obtient en combinant lesrinftions électriques et optiques
appariées cellule par cellule.

Certaines conditions de test (tels que I'échamtiibge, dilution, température de la
réaction, meélange réactionnel et durée de la @gcgont contrdlées par I'analyseur.
D’autres conditions, telles que la température amtlei, comme celles des réactifs et des
échantillons, la méthode de prélévement, 'emples déactifs appropriés comme une
agitation correcte des échantillons juste avamedaure sont contrdlés par le laboratoire .
Il ne faut pas sous-estimer I'importance des fast@ué-analytiques et d’environnement
dans la qualité globale de I'analyse.

La lyse permet I'analyse de 5 populations leucomsgaavec la mesure de quatre sous-
populations leucocytaires : lymphocytes, monocyteganulocytes neutrophiles,
eosinophiles et granulocytes basophiles.

Les différentes sous-populations ont été extraitesytogramme grace a des techniques

d’analyse d’'images et a leur interprétation palagiciel breveté.
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- Détermination du taux d’hémoglobine

La détermination du taux d’Hb sur analyseur est adaptation de la méthode de
référence basée sur la transformation de 'Hb emmethémoglobine. Cette méthode a
été acceptée en 1966 lors d’'un congres Internatibhématologie (publiée en 1967) a la
suite des recommandations faites par un comitépéx constitué (1964) par le <<
international Committee for Standardisation in Hattogy, ICSH >>

La NCCLS (National Committee for Clinical LaboratorStandard) aux Etats-Unis a
publié en février 1984 un premier document << SaatidApproved >> intitulé <<
Reference Procedure for the Quantitative Déternanabf Hemoglobin in Blood >>
[11]. La derniére édition de ce standard approuvée (HAB) a été publié le 12/01/2000.
L’agent de lyse ajouté dans la dilution des GB iemttun sel de cyanure a 0,03% qui
réagit avec 'hémoglobine libérée des érythrocytesr étre convertie en un compose
cyanmethémoglobinique. Son absorbance est lue ara@travers la chambre des GR.
La mesure de la cyanmethémoglobine testée est céempacelle d’'une référence (un
blanc réactif) alors que la chambre des GB est lierdp diluant isotonique propre.

Une fonction du rapport de ces deux mesures détertaiconcentration en hémoglobine.
L'instrument affiche et imprime le résultat avecsigstéme d’unités sélectionné dans le
laboratoire (en g/dl ou g/l).

- Détermination du VGM et du VMP

Pour diverses raisons, les impulsions des cellylépassent pres des bords de I'orifice
sont déformées. Leurs amplitudes peuvent étre simé&es (jusqu’a 30%), ce qui
conduit sur la plupart des analyseurs a des hetoges de répartition en taille
artificiellement déformés sur la droite.

Pour compenser ce phénomene qui perturbe gravelmemesure de I'IDR (Indice
Distribution GR), la plupart des analyseurs, mémédute gamme, ne disposant pas de
la focalisation hydrodynamique des GR/PIt, tentelet trier les impulsions pour
déterminer I'IDR, par exemple en comparant la hautke I'impression par rapport a sa
surface ou sa durée.

Cet analyseur est équipé d’'un dispositif de foeéiti;mn hydrodynamique en amont qui
aligne et centre les cellules dans l'orifice. Daes conditions idéales, les déformations

des signaux en fonction de la zone de passagel'ddfise sont €liminées par principe.
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La focalisation hydrodynamique ne permettant pagvitér complétement les
phénomeénes de coincidence, un algorithme réalisEmatiquement I'élimination des
signaux déformés par le phénoméne de coincidenge qomstruire I'histogramme de
distribution selon la taille des cellules. L’histagime relatif donne une image encore
plus exacte de la distribution en volume des ceslul

Les autres parametres, a savoir : Hématocrite (Hteheur Corpusculaire Moyen en
Hémoglobine (TCMH) et Concentration Corpusculaioyen en Hémoglobine
(CCMH) sont calculés par des formules suivantes.

Hte = VGMx Nbre GR

tomy - Hb (grd)
NbreGF /mm 3
- Hb (g/dl)
Ht (%)

- Valeurs de référence et limites patient

L’analyseur compare les résultats mesurés pouruehgugtient avec les Références
Patients sélectionnés et les valeurs Limites.

Si un résultat excéde la Référence Patient cornelgde, il apparait en bleu a I'écran et
a l'impression ; un signe (+) ou un signe (-) gsu@ selon qu’il est supérieur ou
inferieur a l'intervalle de référence.

S'’il est en dehors des Valeurs Limites, le résulfgbarait en rouge a I'écran comme a
'impression ; le paramétre est souligné a I'imgies pleine page et demi-page. Un point
(1) accompagne le signe (+) ou (-) affiché.

Les valeurs de référence proposées par défauntesealement a titre indicatif. Chaque
laboratoire doit établir lui-méme les valeurs dééRence Patient et ses Valeurs Limites,
et indiquer dans son Manuel d’Assurance Qualité H&BGuide de Bonne Exécution
des Analyses) la source de telles valeurs.

Lorsqu’un résultat est signalé en Valeur Limitéchantillon de sang est reanalysé pour

contrdler sa reproductivité. Il est aussi comgauh résultat antécédent, le cas échéant.
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7.5.2 Numération manuelle des réticulocytes

Principe

Il consiste & compter les globules rouges jeunes.

Matériel et réactifs

* Un bain marie a 37°C

* Un tube a hémolyse sec

* Une lame porte objet

* Huile d'immersion

* Vortex-Geénie

» Portoirs pour lames

» Le colorant: le bleu de crésyl brillant qui estu dans le laboratoire de biologie
clinique de la FMPOS sous forme de poudre conseatags des flacons teintés (25g).

* Gants

» Blouses

Mode opératoire

1. Préparation du Colorant:

A l'aide de la poudre on prépare la solution deuldle crésyl brillant a 1% dans de I'eau

physiologique que I'on filtre.

2. Reéalisation des frottis

On fait un mélange a partie égale de sang et deicolde bleu de crésyl brillant a 1%.

On agite ce mélange au Vortex-Geénie et on incubdsmaumarie & 37°C pendant 30 mn.

Aprés l'incubation on effectue le frottis mince dimn séche a I'air libre.

3. Lecture des frottis :

On observe a I'immersion a I'objectif x100.

La substance réticulo-filamenteuse apparait colendégleu sombre.

Le pourcentage des réticulocytes est obtenu lorgdécompte atteint 1000 hématies au

minimum.

Il se calcule a partir de la formule suivante :

Nombre total de réticulocytes parmi 1000GRX100/Nomie total de GR comptés
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Le nombre absolu des réticulocytes est obtenu eltiptrant le hombre des globules
rouges donné par la numération par le pourcentegedticulocytes.

Dispositions particulieres

» Le frottis a été fait sur des lames dégraiss€ése grl’'emploi.

* Apres la confection les frottis ont été séchés éaiatement a I'air pour éviter la

réaction cellulaire.

7.5.3 Détermination des types d’hémoglobines par @dlarys 2 (Sebia)

Principe

Il consiste a séparer les différents types d’héolaiges dans un champ électrique selon
leur charge et leur mobilité et a les quantifier.

Matériels et réactifs

« EDTA

* Tampon alcalin

* Solution hémolysante

* Solution de lavage

» Centrifugeuse

* Vortex

* Imprimante ou ordinateur

* Gants

« Coton ou compresse

* Blouses

* Feuille A4 (Rame)

Mode opération

Le systeme Capillarys utilise le principe de I'étephorése capillaire en solution libre.
Avec cette technique, les molécules chargées sparées dans un champ électrique
(haute tension) selon leur mobilité dans un tammdoalin et selon le flux
électroosmotique.

Le systeme Capillarys possede des capillaires raoaté parallele permettant sept
analyses simultanées. L'échantillon est dilué dansolution hémolysante puis injecté
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par I'aspiration a I'extrémité anodique du capikaiLes hémoglobines sont séparées par
application d’'une haute tension puis détectéescidineent a 415 nm coté cathodique.
Avant chaque test, les capillaires sont lavés avecsolution de lavage puis remplis de
tampon pour l'analyse suivante. En tampon alcdi@s, hémoglobines normales et
anormales (ou variants) sont détectées dans I'auirant, de la cathode vers I'anode :
0A’2 (variant A2 ), C, A2/O-Arab , E, S, D, Giitadelphia , F , A, Hope , Bart, J,
N-Baltimore et H. A 415nm l'anhydrase carboniquesh’pas visualisée sur le profil
électrophorétique, ce qui permet d’'identifier l@siants de ’hémoglobine Aqui migrent
dans cette zone.

Préparation de I'échantillon

Laisser sédimenter les globules rouges pendarsiepits heures (jusqu'a ce que les
globules rouges se séparent du plasma et que #&nalalevienne limpide (temps
optimum : 1 nuit a 2 - 8°C) ou centrifuger I'échiloh de sang a 5 000 tours/min
pendant 5 min. Eliminer délicatement le maximum @elume de plasma.
Vortexer pendant cing secondes.

Limites

Les échantillons de sang ont été prélevés exclomme sur tubeEDTA K2.

Ne pas utiliser d’échantillon de sang contenantis gle plasma résiduel au dessus du
culot de globules rouges car I'analyse en seréctfe. Enlever I'exces de plasma avant
'analyse.

Ne pas utiliser d’échantillon de sang non sédime8#tils les globules rouges ont été
analysés.

Eviter les échantillons vieillis (plus de 7 jours) stockés improprement ; la présence
d'agrégats visqueux ainsi générés pourrait affedieémolyse automatique des
échantillons. Les produits de dégradation pouvasmteffet interférer sur le profil
électrophorétique.

Ne pas utiliser d’échantillons hémolysés.

7.5.4 Détermination de la Ferriine sérique par VIDAS® Ferritin
Principe :

Le principe du dosage associe la méthode immunoesiiyue par sandwich en une
étape de détection finale en fluorescence (ELFA).

Theése de Pharmacie / FMPOS / Université de Bamalid0 Bake;r)? Kossa DEMBELE



Valeurs de référence de I’hémoglobin@Bxarﬁa_kd -

Matériel

Pipette a embout jetable permettant la distributier100ul ;

Gants non talqués a usage unique ;

Lunettes ;

Blouse ;

Immunoglobulines monoclonales de souris anti- Eeerimarquées a la phosphatase
alcaline + azoture de sodium ;

Tampon de lavage 1 (phosphate de sodium) ;

Tampon de lavage 2 (diéthanolamine) ;

Cuvette de lecture avec substrat.

Précautions d’utilisation

Theése de Pharmacie / FMP=OS / Université de Bamalail

Le coffret contient des composants d’origine anenala maitrise de l'origine et/ou
de I'état sanitaire des animaux ne pouvant gardetiiacon absolue que ces produits
ne contiennent aucun agent pathogéne transmissibkst recommandé de les
manipuler avec les précautions d'usage relatives paaduits potentiellement
infectieux (ne pas ingérer ; ne pas inhaler).

Ne pas utiliser les cones dont le sachet est percé

Ne pas utiliser de cartouches visiblement altéfémsille aluminium ou plastique
endommageé) ;

Ne pas utiliser les réactifs apres la date de pgtiemindiquée sur I'étiquette étui ;

Ne pas mélanger les réactifs (ou consommablesjtg@ifférents ;

Ne pas utiliser de gants talqués, le talc pouvatitamer de faux résultats pour
certains tests immunoenzymatiques ;

Les réactifs du coffret contiennent un conservatamoture de sodium), susceptible
de réagir avec les tuyauteries en plomb ou en eudtrde former des azotures
métalliques explosifs. Il est recommandé de ridgckeau tout rejet.

Le tampon de lavage 2 contient un agent nocif ljdi@dlamine 11,5%), prendre
connaissances des risques et des conseils de peuden

Le substrat contient un agent irritant, prendrenesssance du risque et des conseils

de prudence.
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Conditions de stockage

* Conserver le coffret VIDAS FER a 2- 8 °c.

* Ne pas congeler les réactifs.

» Laisser a 2- 8 °c les réactifs non utilisés.

* Alouverture du coffret, vérifier I'intégrité ealbonne fermeture du (des) sachet(s) de
cbnes ; dans le cas contraire, ne pas utiliserdess.

* Apres chaque utilisation, bien refermer le sachetcason déshydratant pour
maintenir la stabilité des cones et replacer lalitétdu coffret a 2- 8 °c.

 Tous les composants sont stables jusqu'a la dat@édemption indiquée sur
I'étiquette étui, lorsqu’ils sont conservés darssdenditions préconisées.

Echantillons

1. Nature et prélevement des échantillons

Sérum ou plasma (héparine de lithium ou EDTAK2).

Il est préconisé a chaque laboratoire de valideyde de tube de prélevement utilisé.

L'utilisation de sérums inactivés par la chalewa pas été validée. Il n'a pas été observé

pour ce dosage d’influence significative :

» de I'hémolyse (aprés surcharge d’échantillons endgtobine de 0 a 30@ml/l) ;

> de la lipémie (aprés surcharge d’échantillons piddis de 0 a 2 g/l d’équivalents
triglycérides) ;

» de la bilirubinémie (aprés surcharge d’échantillensilirubine de 0 a 513mol/l).

Il est néanmoins conseillé de ne pas utiliser didthons visiblement hémolysés,

lipémiques ou ictériques et d’effectuer si possibienouveau prélévement.

2. Stabilité des échantillons

Les échantillons peuvent étre stockés 7 jours a & % au maximum ; au-dela, les

congeler a — 25° £ 6 c. Ce delai n'a pas été dépgass nos cas.

Mode opératoire

1. Saisie des données de la carte MLE

A l'ouverture d’un nouveau lot, les spécifications @nnées usine) ont été entrées dans

l'instrument (VIDAS ou mini VIDAS) a l'aide de laacte MLE (fiche de spécifications)
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incluse dans chaque coffret. Si cette opératiotait’pas effectuée avant de commencer

les tests, I'instrument ne pourrait pas éditeré&iitat. Ces spécifications ne sont entrées

gu’'une seule fois pour chaque lot.

Il est possible de saisir les spécifications mdeoent ou de fagcon automatique grace a

la carte MLE.

2. Calibration

La calibration, a l'aide d’'un Calibrateur fournirdale coffret, doit étre effectuée a

'ouverture de chaque nouveau lot aprés entréespésifications du lot puis tous les 14

jours. Cette opération permet d’ajuster la calibrag chaque instrument et a I'évolution

eventuelle du réactif dans le temps.

Le Calibrateur a été analysé en double (voir mlanlgtilisation). La valeur du

Calibrateur était comprise dans les limites de RFRelative Fluorescence Value”)

fixées. Si ce n'est pas le cas : on allait fame oalibration.

3. Contréle de qualité

Un contréle est inclus dans chaque coffret VIDARRFE

Ce nouveau doit étre utilisé a I'ouverture de nauveoffret afin de vérifier 'absence

d’altération des réactifs. Chaque calibration a également vérifiée a l'aide de ce

contréle. Pour que l'instrument puisse veérifievédeur du contrdle, il faut I'identifier par

“C1".

Si la valeur du contréle s’écarte des valeurs dtieg, les résultats ne peuvent étre

validés.

4. Réalisation du test

e Sortir uniquement les réactifs nécessaires, lessdai30 minutes a la température
ambiante avant utilisation.

» Utiliser une cartouche “FER” et un céne “FER” patiaque échantillon, contréle ou
Calibrateur a tester. Vérifier que le sachet deestm bien été refermé aprés chaque
utilisation.

e Taper ou sélectionner “FER "sur linstrument pourtrer le code du test. Le
Calibrateur identifié obligatoirement par “S”, déire utilisé en double. Si le contréle
doit étre testé, il sera identifié par “C1".
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 Homogénéiser a l'aide d’un agitateur de type voleealibrateur, le contrble et les
échantillons.

» Distribuer 100ul de Calibrateur, d’échantillon owe controle dans le puits
échantillon.

» Placer dans l'instrument les cones et les cartaidBien vérifier la concordance des
codes (couleurs et lettres) entre le cone et lawelne.

» Démarrer I'analyse (voir Manuel d'utilisation). Ties les étapes sont alors gérées
automatiquement par l'instrument. Les résultats sbtenus en 30 minutes environ.

* Alafin de I'analyse, retirer les cones et lesmaches de I'instrument.

» Eliminer les cOnes et cartouches utilisés dangaipient approprié.

5. Interprétation des résultats

Des le test terminé, les résultats sont analysésmatiquement par le systeme

informatique. L’instrument effectue deux mesuresflderescence dans la cuvette de

lecture pour chacun des tests. La premiere legitged en compte le bruit de fond did a

la cuvette substrat avant mise en contact du silmstec le cone. La seconde lecture est

effectuée aprés incubation du substrat avec I'eezgrésente dans le cone. Le calcul de

la RFV (Relative Fluorescence Value) est le résdkala différence des deux mesures. ||

apparait sur la feuille de résultats.

Les résultats sont calculés automatiquement pastiliment par rapport a une couche de

calibration mémorisée (modele mathématique : <<@atetbgistique a 4 parameétres>>)

et sont exprimés en ng/ml (préparation NIBSC 80)578

Les échantillons qui présentaient des conceniraitien ferritine supérieures a 1200

ng/ml ont été redoseés apres dilution au 1/ 10evair 1/100 dans le tampon de dilution

FER(R1).

Si le facteur de dilution n’a pas été saisi lorslaleréation de la liste de travail (voir

Manuel d’utilisation), on multiplie le résultat pée facteur de dilution pour avoir la

concentration de I'échantillon.

L’interprétation des résultats du test a été fartdenant compte du contexte clinique et

éventuellement des résultats d’autres tests.
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6. Limite du test

Une interférence peut étre rencontrée pour sérumtenant des anticorps dirigés contre
des composants du réactif, c’est pourquoi les ta&sutiu test doivent étre interprétés en

tenant compte du contexte clinique et éventuellémes résultats d’autres tests.
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8- Criteres d'éligibilité pour la détermination des valeurs de référence de

I’'hémoglobine A, et tests statistiques utilisés.

Les criteres d’éligibilité pour la déterminationsdealeurs de référence de I’hémoglobine

A; ont éte :

» Un volume globulaire moyen (VGM) normal c'estieeccompris entre 75 et 85 fl
pour les volontaires agés de 6 mois a 12 ans, 85 #tpour les volontaires agés de
13 a 45 ans.

» Un taux d’hémoglobine F normal c'est-a-ditel %.

» Un taux de ferritine sérique normal autrementdihpris entre 20 et 180 ng/L.

Ces criteres ont conduit a retenir 41 volontapesr calculer les valeurs de référence de

’hémoglobine A. Les données relatives a ces 41 volontaires antegtegistrées et

analysées sur le logiciel SPSS 12.0. L’age moyenvdéontaires a été calculé avec le

logiciel Excel 2003. Pour la comparaison des mogsruaes différents parametres étudiés

selon le sexe des volontaires, nous avons eu recaurtest dANOVA, pour la

comparaison de nos valeurs a celles rapportéeseptains auteurs a travers le monde

nous avons utilisés le test de student. Les valeomsprises entre les percentiles 2,5 et

97,5 ont été considérées comme les valeurs deené&fér Le seuil de signification des

différences observées a été fixé a ug 0,05.

9- Considérations éthiques :

Les volontaires inclus dans I'étude ont recu ui@ermation orale et écrite détaillée sur le
but et le déroulement de I'étude. Un formulairecdasentement écrit pour les adultes et
d’assentiment pour les enfants a été soumis en eeemplaires par le clinicien chargé
de faire le recrutement a chaque volontaire oudeenqt (tuteur) qui y a apposé son
empreinte digitale ou sa signature. L'étude a eéttorssée par le comité d'éthique
institutionnel de la faculté de médecine de pharenat d’odontostomatologie de

Bamako.
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RESULTATS

1- LES PARAMETRES SOCIO-DEMOGRAPHIQUES

Tableau | : distribution des volontaires selon le sexe.

Sexe Fréquence Pourcentage
Masculin 23 56,1
Féminin 18 43,9

Total 41 100

Le sexe masculin était le plus représenté ave®b@d la population étudiée.
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Tableau Il : distribution des volontaires selon I'age et le sexe

Classe d’Age
Sexe 6 mois a 15 ans 16 ans a 45 ans
Masculin 9 14
Féminin 11 7
Total 20 (48,8) 21 (51,2)

La classe d’age 16 ans a 45 ans était la plugseptée avec 51,2% de notre échantillon.

Il y avait presque autant d’enfants que d’adult94 contre 51%).
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2- LES PARAMETRES ETUDIES

Tableau IIl : moyenne (+ 1DS), médiane et valeurs de référent@émoglobine Ade
nos 41 volontaires.

Hémoglobine Moyenne + 1DS Médiane Percentile Percentile
2,5 97,5
Az (%) 2,98 + 0,23 3,00 2,50 3,68

Les 95% des valeurs de I'hémoglobing ¢ghez nos volontaires se situent entre 2,50 et
3,68%. La valeur moyenne est de 2,98 + 0,23.
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Tableau IV : valeursmoyennes (+ 1DS) et médianes des autres paranédticigs.

Effectif = 41
Parametres Moyenne +1DS Médiane
FS (ng/L) 72,49 + 43 A7 57,00
GR  (Térall) 4,65 + 0,36 4,70
Hb (g/dl) 12,57 + 1,22 12,50
VGM (fl) 84,05 + 5,15 85,60
TCHM (pg/cell) 27,01 + 2,03 27,30
CCMH (g/dI) 32,11 + 0,80 32,00
Rétic  (/mm) 33,13.10 + 13,04 29,20

1DS : une déviation standard
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Tableau V: moyenne (x 1DS) des parametres étudiés seloarlatte d’age.

Effectif = 41
Paramétres
6 mois a 15 ans 16 ans a 45 ans e
(20) 21) Signification

Moyenne + 1DS Moyenne + 1DS P
Hb A, (%) 2,98 £ 0,24 2,98 £ 0,22 0,95
FS (ng/L) 71,07 +£48,04 73,84 + 39,80 0,84
GR (Téra/L) 4,63+0,34 4,68 £ 0,38 0,63
Hb (g/dl) 11,74 + 0,87 13,35+ 0,97 0,01
VGM (fy  79,85+3,82 88,08 £ 2,19 0,01
TCMH (pg/cell) 25,38 +1,34 28,56 £+ 1,17 0,01
CCMH  (g/dl) 31,78 £ 0,54 32,43 +0,88 0,01
Rétic  (/mm) 27,75.16+9,70  38,26.16+ 13,94 0,01

FS : Ferritine Sérique
() : Effectif selon la tranche d’age

1DS : une déviation standard
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La comparaison de ces parametres selon I'age né&renupes de différence entre I'enfant
et 'adulte pour taux d’hémoglobine,Ale ferritine sérique ou du nombre de globules
rouges.Les valeurs des autres paramétres (Hb, VGM, TCMBM#H, Rétic) sont en
revanche significativement plus hautes chez I'adglte I'enfant (< 0,05).
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Tableau VI : moyenne (x 1DS) des parametres étudiés selon ée sex

Effectif = 41
Parametres - — ———
Masculin (23) Féminin (18) Signification
Moyenne £ 1DS Moyenne + 1DS p
Hb A, (%) 2,97 +£0,22 2,99 £ 0,25 0.78
FS (ng/L) 82,39 + 47,30 59,85 + 35,36 0,10
GR (Téra/L) 4,72 + 0,33 4,56 +£ 0,38 0,16
Hb (g/dl) 12,83 +1,47 12,23 £0,71 0.12
VGM (f1) 84,22 £ 5,54 83,83 +£4,76 0,81
TCMH (pg/cell) 27,10 £ 2,09 26,89 + 2,00 0,74
CCMH  (g/dl) 32,17 £ 0,85 32,04 £0,74 0,61
Rétic.16( /mnT) 33,71.+14,79 32,39. + 10,79 0,75

FS : Ferritine Sérique
() : Effectif selon le genre

1DS : une déviation standard

Aucune différence significative n’a été observéargdes parametres étudiés en fonction

du sexe.

Theése de Pharmacie / FMPOS / Université de Bamald3 Bakary Kossa DEMBELE



~ Valeurs de référence de I’hémoglobin@B&arﬁaEc;

Tableau VII : comparaison des valeurs moyennes d’hémoglobjndefotre population

a celles rapportés par d’autres études.

Auteurs
Hémoglobine  Notre Etude LUSINA D. et TAN G.B. et al. FREDERIC C.
Bamako, Mali p* al. p** Singapour p*** et al .Belgique,
France Bruxelles
N =41 N =114 [12] N = 104 [13] N = 107 [14]
A, (%) 2,98 (2,50 -3,68) 10* 2,75(2,18-3,32) 10* 2,40(1,90-3,00) 10* 2,90 (2,70 — 3,80)

p* - p** _ p*** - 10—4

N : taille de I’échantillon
[]: Référence bibliographique
() : Moyenne, valeurs de référence de Hb A

p*: comparaison des moyennes de notre étude a ceuxrtégp par LUSINA D. et a?
p** : comparaison des moyennes de notre étude a ceuxtégppar TAN G.B. et &f!

p***: comparaison des moyennes de notre étude a ceuxrrépp par FREDERIC C. et

Le taux de I'hémoglobine Atrouvé chez nos 41 volontaires est significativeimmus

élevé que ceux rapportés par certains aufé@rsl 3,14]
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COMMENTAIRES ET DISCUSSION

1- QUESTIONS LIEES A LA METHODOLOGIE

L’effectif sur le quel a porté notre étude étaé 41 volontaires a4gés de 6 mois a 45 ans.
Cette taille d’échantillon est dans lintervalle t#lle minimum recommandé dans le
guide du NCCLY[11]. Le recrutement a été fait dans deux servicesé&ikapies de
Bamako et au laboratoire de biologie clinique dEN&POS. Le choix des deux services
de pédiatries a été motivé par leur activité desatiation plus importante qui pouvait
nous permettre d’atteindre la taille souhaitée dendélai imparti.

De méme le choix du laboratoire privé a été mopat du fait que c’était le seul
laboratoire capable de déterminer les fractionsmglobines sur Capillarys.

L’exclusion de pathologies diverses ou d’états mlggiques comme la carence
martiale, I'hémolyse, les hémoglobinopathies, l¢atsé d’érythropoiése accrue, la
grossesse, les sorties d’aplasies médullairessuigss de greffe de moelle osseuse, les
récupérations d’érythroblastopénies transitoires,Hémopathies malignes, I'insuffisance
médullaire globale, la LMC, la maladie de Fancanide Backfan- Damond, le syndrome
myeélomonocytaire de I'enfant, les syndromes préeiques et les hémorragies aigués,
a permis d’éliminer les biais d'interprétation pe#les des paramétres biologiques
essentiellement 'hémoglobine, &t les constantes érythrocytaires. Les résultatsnos
au terme de cette étude peuvent ainsi étre cogsidgymme représentatifs pour la

population de Bamako.

2 - LES VALEURS DE REFERENCE DE L'HB A»

Les 95% des valeurs de I'hnémoglobing étaient comprises entre 2,50 et 3,68%. La
moyenne est de 2,98 + 0,28letaxotou et al. ont rapporté des valeurs moyennes de
2,5% chez l'enfant de 6 mois, 2,7% a 1 an, 2,9%8ambis et 2,8% a 2 arn80].
Wajman. a rapporté une valeur moyenne de I'hémoglobinsidilaire a la n6tr¢31].

Le taux moyen d’hémoglobine,Ade notre étude était en revanche significativement
supérieur a ceux rapportés par certains aufd;s13,14] Ces différences observées
entre les différents pays pourraient trouver lewplieation dans des différences

méthodologiques : les caractéristiques des popukgtiles techniques d’analyses et la
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taille des échantillons. Ceci justifie I'établissemh des normes locales pour chaque
parametre biologique et par chaque laboratoire.

Dans notre étude, la valeur moyenne comme les ngakxtrémes du taux d’HbAne
different pas selon le genre et I'age.

3- LES PARAMETRES ERYTHROCYTAIRES

3.1- Le nombre des globules rouges et le taux d’hé@globine :

Le nombre de GR comme le taux d’hémoglobine étag plevé chez ’'homme que chez
la femme. Mais cette différence n’est pas signifiea Ce résultat a été confirmé par
l'institut régional d’hématologi¢l6] et par une étude américaine NHANES Il (Second
National Health and Nutrition Examination) portant 1454 enfants sains dgés de 1 a 11
ans[18]. Ce méme constat a été rapporté par linstitstdRa de Madagascar en 2000
portant sur 35 hommes et 32 femmes d’age comprie €lB8 et 45 ang19,24]
Les valeurs moyennes d’hémoglobine de méme quescadls globules rouges observées
dans notre population, sont inferieures a cellppoeées par certairfd9, 22,23] Ces
différences observées entre notre étude et d'aypas pourraient trouver leur
explication dans des différences méthodologiques caractéristiques des populations
étudiées en particulier, les études de concordasmtes les appareils de mesure ne sont
pas disponibles.

Keita [24] a fait le méme constat a propos d'une étude ddqges parametres
hématologiques et biochimiques a Donéguébougouwjillage de la commune de Kati
situé a une soixantaine de km de Bamako, chez aRbhtaires agés de 6 mois a 45 ans
en 2003.

3.2- Les constantes érythrocytaires :

Les valeurs moyennes du VGM étaient plus bassescelles rapportées par d’'autres

auteurs[19, 23]. Arnal C. et Girot R, ont rapporté des valeurs moyennes de VGM
similaires a celles observées dans notre populdtos la tranche d’age 16 a 45 ans, qui
est par contre significativement inferieure dansenpopulation dans la tranche d’age 6
mois a 15 ans. Les valeurs moyennes de la CCMI¢ & @CMH de notre étude étaient

plus basses que celles rapportées par certaingraut@ Afrique et dans certaines

populations non africaing$9, 25, 26].
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Comme chez la population étudiée par Keita a Doglggugou [24], les taux moyens du
TCMH dans notre étude augmentaient significativeragac I'age.

4- LE TAUX DES RETICULOCYTES ET LA FERRITINE SERIQU E:

La valeur moyenne du taux des réticulocytes é®iB8,71.10 + 14,79/mn en valeur
absolue Arnal C. et Girot R. [27] ont trouvés des valeurs moyennes plus élevées que
celles rapportées dans notre population.

Nos valeurs moyennes sont nettement plus bassesetijes observées chez le nouveau-
né, lors de la détermination des valeurs de rééérénythrocytaires et leucocytaires a la
naissance dans le district de Bamako chez 481 eaaunés[28] cela pourrait étre
expliqué par I'état physiologique particulier duwneau-né.

Les valeurs moyennes du taux de la ferritine sérspnt de 82,39 £ 47,30ng/L pour le
sexe masculin, et 59,85 + 35,36ng/L pour le sexeirfih. Cette différence n’est pas
statistiquement significative (p=0,1lorel P. et al.[29], en 1995 a Paris en France,
chez les nouveau-nés, lors de la déterminationveksirs de référence de la ferritine
sérique en pédiatrie a I'aide de I'automate ACS, I8 trouvé que la ferritine variait en
fonction de l'dge mais pas en fonction du sexe ’defdnt, et qu'elle atteignait

progressivement les valeurs de I'age adulte ddrdéde 35 pg/L vers I'age de 10 ans.
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CONCLUSION
Notre étude conduite aupres de 41 volontaires taéstrict de Bamako, a permis de
constater que les valeurs de référence de I'hérbogo®, dans la population étudiée ne
différaient pas selon l'age et le sexe. Les dif€es observées avec les données
obtenues ailleurs par d’autres auteurs, inciterla alétermination systématique des

valeurs de référence biologiques propres a chaqumlgtion dans son contexte

géographique.
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RECOMMANDATIONS

» AU MINISTERE DE LA SANTE
v Appuyer et financer
= Des études sur le typage des différents types digévhines de 6 mois a 45 ans.
= Des études sur les valeurs de référence des tiipEaalylobines.
v’ Diffuser les résultats aux structures de santéays.p
» AU C.R.L.D.
v' Conduire des études sur des parametres qui mddieetaux d’HbA dans
certaines pathologies.
» AU C.N.R.S.T.
Promouvoir la recherche sur les hémoglobinopattees générales et les
thalassémies en particulier.
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RESUME

Du 17 aout au 07 octobre 2009 nous avons condeitttude prospective chez 41 sujets
agés de 6 mois a 45 ans tous sexes et ages cosfdads le district de Bamako. Elle
s’est déroulée au service de pédiatrie de CHU-GHME Luxembourg et a la Faculté
de Médecine, de Pharmacie et d’Odonto-StomatoldgieBamako. Cette étude avait
pour objectif de déterminer les valeurs de réféeahe la fraction Ade I'hnémoglobine
dans cette population.

L’étude a été autorisée par le comité d’éthiquétinsonnel de la faculté de médecine de
pharmacie et d’odontostomatologie de Bamako. Liéatibn des paramétres biologiques
nécessaires I'étude, a porté sur la déterminatemnadnstantes érythrocytaires, du taux
des réticulocytes, de la ferritine sérique et deactions hémoglobiniques. La
détermination des fractions hémoglobiniques a &t fpar le systeme Capillarys. La
saisie et 'analyse des données ont éte faiteSB&S. Le test de d’ANOVA a été utilisé
pour la comparaison des valeurs moyennes, des nesdet les percentiles 2,5 et 97,5
avec un seuil de signification fixé a®,05.

L’analyse de ces données a montré que les valeurbé&moglobine A sont comprises
entre 2,50 et 3,68%. Nous n’avons pas trouvé dérdiice statistiguement significative
de la fraction A de I'hnémoglobine selon I'dge ou le sexe des valoes soumis a
I'étude.

Ces résultats incitent & déeterminer systématiquedesvaleurs de référence biologiques
propres a chaque population dans son contexte gguigue.

Mots clés valeurs, HbA, Bamako.

Theése de Pharmacie / FMPOS / Université de Bamalod Bake;r)? Kossa DEMBELE



Valeurs de référence de I’hémoglobin@Bxarﬁa_kd -

Fiche Signalitique
Nom et prénoms :DEMBELE Bakary Kossa

Email : bakarykossa dembele@yahoo.fr
Tel : (00223) 79 38 04 00
Année de soutenance2011 - 2012

Nationalité : Malienne
Lieu de dép6t :Bibliotheque de la FMPOS.

Secteur d'intérét : Hématologie, Hémoglobinopathie.

Résumé

Du 17 aout au 07 octobre 2009 nous avons condeitttude prospective chez 41 sujets
ageés de 6 mois a 45 ans tous sexes et ages cosfdads le district de Bamako. Elle
s’est déroulée au service de pédiatrie de  CHU-GHME Luxembourg et a la Faculté
de Médecine, de Pharmacie et d’Odonto-StomatoldgieBamako. Cette étude avait
pour objectif de déterminer les valeurs de réféeahe la fraction Ade I'hnémoglobine
dans cette population.

L’étude a été autorisée par le comité d’éthiquéititgonnel de faculté de médecine de
pharmacie et d’odontostomatologie de Bamako. Liéat@bdn des parameétres biologiques
nécessaires I'étude, a porté sur la déterminatemodnstantes érythrocytaires, du taux
des réticulocytes, de la ferritine sérique et deactions hémoglobiniques. La
détermination des fractions hémoglobiniques a éie fpar le systeme Capillarys. La
saisie et I'analyse des données ont été faite SB@S. Le test ’ANOVA a éte utilisé
pour la comparaison des valeurs moyennes, des nesdet les percentiles 2,5 et 97,5
avec un seuil de signification fixé &9,05.

L’'analyse de ces données a montré que les valeureémoglobine A sont comprises
entre 2,50 et 3,68%. Nous n’avons pas trouvé dérdiice statistiquement significative
de la fraction A de I'hnémoglobine selon I'dge ou le sexe des valoes soumis a
I'étude.

Ces résultats incitent a déterminer systématiquedesnvaleurs de référence biologiques
propres a chaque population dans son contexte gguigue.

Mots clés valeurs, HbA, Bamako.
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ANNEXES

Détermination

Des types d’hémoglobines

Par le Capillarys 2 (Sebia)

Objet : Ce document décrit la procédure d’analyse des é&tlbam de sang par le
Capillarys 2 (Sebia).

Domaine d’application : Biologiste, Pharmacien, ou Médecin, Etudiant en éemule
these ou Interne de Pharmacie ou de Médecinenicdéeh de laboratoire.

Document de référence Manuel de 'operateur.
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Détermination

Des types d’hémoglobines

Par le Capillarys 2 (Sebia)

SOMMAIRE
I- Principe
- Matériels et Réactifs
- Mode opération
IV-  Préparation de I'échantillon

V- Limites et Mesures de sécurités

Principe

Il consiste a déterminer quantitativement et a igégdas différents types d’hémoglobines
dans un champ électrique, en fonction de leur @éatdeur mobilité.
Matériels et réactifs

 EDTA ou Citrate, Héparine

e Tampon alcalin

» Solution hémolysante

* Solution de lavage

* Centrifugeuse

* Vortex

* Imprimante ou ordinateur

* Gants

» Coton ou compresse

* Blouses

* Feuille A4 (Rame)
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Mode opération
Le systeme Capillarys utilise le principe de I'étephorése capillaire en solution libre.
Avec cette technique, les molécules chargées sparées dans un champ électrique

(haute tension) selon leur mobilité dans un tangloalin et selon le flux

Détermination

Des types d’hémoglobines

Par le Capillarys 2 (Sebia)

électroosmotique.

Le systéeme Capillarys possede des capillaires raoaté parallele permettant sept
analyses simultanées. L'échantillon est dilué dansolution hémolysante puis injecté
par I'aspiration a I'extrémité anodique du capikaiLes hémoglobines sont séparées par
application d’'une haute tension puis détectéescidineent a 415 nm coté cathodique.
Avant chaque test, les capillaires sont lavés avecsolution de lavage puis remplis de
tampon pour l'analyse suivante. En tampon alcdi@s, hémoglobines normales et
anormales (ou variants) sont détectées dans I'auirant, de la cathode vers I'anode :
0A’2 (variant A2 ), C, A2/0-Arab , E, S, D, Giiadelphia , F , A, Hope , Bart , J,
N-Baltimore et H. A 415nm l'anhydrase carboniquesh’pas visualisée sur le profil
électrophorétique, ce qui permet d’'identifier l@siants de ’hémoglobine Aqui migrent
dans cette zone.

Préparation de I'échantillon

Laisser sédimenter les globules rouges pendamsiepits heures (jusqu’a ce que les
globules rouges se séparent du plasma et que #&nalalevienne limpide (temps
optimum : 1 nuit a 2 - 8°C) ou centrifuger I'échiloh de sang a 5 000 tours/min
pendant 5 min. Eliminer délicatement le maximum @elume de plasma
Vortexer pendant cing secondes.

Limites et précautions de sécurités

Les échantillons de sang ont été prélevés exclomme sur tubeEDTA K2.

Ne pas utiliser d’échantillon de sang contenantis gle plasma résiduel au dessus du
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culot de globules rouges car I'analyse en seréctfe. Enlever I'exces de plasma avant
'analyse.

Ne pas utiliser d’échantillon de sang non sédime8#tils les globules rouges ont été
analysés.

Eviter les échantillons vieillis (plus de 7 joursy stockés improprement ; la présence

Détermination

Des types d’hémoglobines

Par le Capillarys 2 (Sebia)

d'agrégats visqueux ainsi générés pourrait affedieémolyse automatique des

échantillons. Les produits de dégradation pouvaemteffet interférer sur le profil
électrophorétique.

Ne pas utiliser d’échantillons hémolysés.
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Numération cellulaire

automatique

Sur Diana 5/ Xénia

Objet : Ce document décrit la procédure d’analyse des &tlbas de sang par le
DIANA 5 /Xénia.

Domaine d’application : Biologiste, Pharmacien, ou Médecin, Etudiant en demnle
these ou Interne de Pharmacie ou de Médecine nicéeh de laboratoire.
Document de référence Manuel de 'operateur.
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Numération cellulaire

automatique

Sur Diana 5/ Xénia

SOMMAIRE

I- Principe

Il- Calibrateur, Contréles et Réactifs

- Mesures de sécurités, Conservation sur le prélevente échantillons et
réactifs

IV-  Mode opératoire

V- Valeurs de référence et limites patient

Principe

DIANA 5/ Xénia compte par impédance le nombre des leucocytesjtidiérytes et de

thrombocytes.

Calibrateur et Controles

» Calibrateur HYCEL-CAL Réf. R2C7020A (2 tubes)

» Contréle DIANATROL N Réf. R2ZA7040A (4 N)

» Contréle DIANATROL AQ Réf. R2A7141A (1B+4N+1H)

» Contréle DIANATROL AQ Plus Réf. R2A7242A (2B+4N+2H)

Réactifs

v" HEMALYSE 5

v" HEMATON 5

v" HEMACORE

Mesures de sécurités sur le prélevement, consenati des échantillons et réactifs

L’échantillon de sang veineux a été prélevé suicaagulant EDTA K2 ou Na2 (le

calibrage du VGM varie de 2-3 % selon I'anti-coagu). Le rapport dEDTA K2 au

sang total était de 1 a 2 mg par ml de sang. dadmntillons ont été conservés a

température ambiante (20 * 2 °c) et les analydesteées dans les douze heures suivant

le prélévement. Les échantillons ont été transppete conservés a 2 °- 8 °c.
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Numération cellulaire

automatique

Sur Diana 5/ Xénia

Les réactifs ont été stockés entre 8°c et 30°aijadg date de péremption, controles et
calibrants entre 2°c et 8°c jusqu'a la date denmgtien.

Mode opératoire

L’'analyseur compte par impédance le nombre desugstblancs, des globules rouges et
des plaquettes.

Les cellules en suspension dans un milieu isot@ntcaversent un orifice ou un champ
électrique est établi. En passant a travers lwgijfiles cellules provoquent une
augmentation d'impédance proportionnelle a leurun@. L’instrument compte le
nombre de cellules et les trie en fonction de taille, permettant ainsi I'analyse de leur
distribution. Le grand nombre de cellules comptéegliore beaucoup I'exactitude de
'appareil en réduisant considérablement le risdjeereurs statistiques.

L’amélioration des instruments et des réactifs émdtologie a permis de déterminer en
routine le nombre des globules rouges, des plagpiettdes globules blancs.
L’introduction de techniques complémentaires commeentrage hydrodynamique et
'analyse combinée de I'impédance et de la lumdifiisée par les cellules (illuminées
par un rayon laser focalis€) permettent I'analyge 5 populations de leucocytes
(lymphocytes, monocytes, polynucléaires neutroghibasophiles et éosinophiles).

Pour étre utilisés sur I'analyseur, les réactifs @@ présentés avec des caractéristiques
bien particuliéres.

Le diluant a permis une bonne dispersion des élé&nfigurés du sang afin de réduire le
risque causé par le passage simultané de plus delhde dans l'orifice. Lorsque la
concentration s’éléeve, les passages en coincidémdennent inévitables. Le procédé de
focalisation hydrodynamique qui centre et étirefllex de dilution cellulaire réduit
considérablement ce risque sans I'éliminer totaftemeanalyseur dispose d’algorithmes

pour corriger automatiquement les résultats.
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Numération cellulaire

automatique

Sur Diana 5/ Xénia

L’analyseur controle aussi la fréquence d’acquisitiles signaux. Au dela de certaines
fréquences, la vitesse d'injection de la prépanaticellulaire est réduite
automatiquement. Ce procédé breveté étend la ii@éardes niveaux treés élevés .La
linéarité théorique du comptage de particules estép a 20 Téra/L et 1,5 Téra/L
respectivement pour le canal des GR et celui des Tatefois, compte tenu de la
difficulté a se procurer de tels échantillons, liréarités revendiquées pour le comptage
des particules ont été déterminées avec des lgtsadisés disponibles dans le commerce
8,5 Téra/L pour le canal GR et 450 giga/L pourdeat GB.

Le diluant a un effet important sur la mesure dlu¥e Globulaire Moyen.

De stricts contréles ont été effectués en prodaoghmur maintenir constants I'osmolarité
et le pH d’'un lot a l'autre. La production des itifaca été effectuée dans des conditions
de contrdles stricts du niveau de poussiere en sthaoe filtrée dans des locaux en
surpression. La filtration stérilisante 0,3#2n des produits permet d’assurer leur
protection contre des contaminations significatives micro-organismes et en
poussieres. Des agents conservateurs freinenvédappement de germes qui pourraient
contaminer les réactifs lors de leur utilisation.

Le comptage des GB nécessite une destruction raesléSR. L’'agent de lyse détruit la
membrane des GR, réduisant la plupart du tempsdma cellulaire a I'état de débris de
trés petites tailles qui ne sont plus détectablaslgp méthode de mesure. Cette action
lysante a été ralentie pour préserver au mieuttliatsire nucléaire des globules blancs.
D’autres facteurs ont leur importance pour asslareualité des résultats, par exemple
une agitation suffisante des échantillons de sahgefournements complets doux
successifs pour un tube de moins de 5 ml de 75 etradt rempli & 75% au plus). Dans

le cas ou le sang a été seédimenté plus de 4 gitdteon a été prolongée.
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Numération cellulaire

automatique

Sur Diana 5/ Xénia

- Comptage des BG, GR et PIt

L’analyseur compte les globules blancs, les glabuteiges comme les plaquettes par
mesure de I'impédance électrique. Le sang est dWa& une solution saline isotonique
gui maintient la forme des globules et qui contiiitourant électrique. Un volume précis
de sang dilué est injecté a travers un orifice idendtre 75um dans un cymomeétre de
flux quantitatif (pour les GR/ PIt comme pour leB)&lors qu’un courant constant est
appliqué de part et d’autre de l'orifice.

Lorsqu’une cellule passe a travers un orifice, ééplace son propre volume de diluant,
augmentant ainsi momentanément la résistance aagmslu courant électrique. Cette
variation temporaire de 'impédance est proportalenau volume de diluant déplace,
c’est a-dire au volume de la cellule. L'instrumamplifie les impulsions électriques et
les compte pour déterminer le nombre des GB, GRtet

Sur I'histogramme de distribution en taille desqplettes, on constate parfois que les
bases des histogrammes des GR et Plt se recouu@sigue ce recouvrement est
important, il n’est pas possible de déterminer ggment le seuil approprié entre les deux
populations et des algorithmes plus sophistiquég sécessaires pour distinguer les
plaguettes des globules rouges. L’analyseur corlggeésultat des plaquettes. La
distribution non corrigée reste représentée endauis I'histogramme des plaquettes.
Comme les GR sont généralement 500 a 1000 fois n@usbreux que les GB, il faut
détruire les premiers pour pouvoir compter les sdsoC’est pourquoi ces cellules sont
analysées sur des préparations différentes :

Les GB sont mesurés sur une dilution hémolysédzalfil. Les GR et Plt sont mesurés
sur une dilution au 1/ 6000 réalisée en cascadeisieme prédilution au 1/ 72. Les GB
n'interférent généralement plus de fagon signifi@asur le comptage des GR a ce taux

de dilution.
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automatique

Sur Diana 5/ Xénia

Lorsque la dilution des GR/PIt est terminée, I'dgem lyse est ajouté a une partie de la
prédilution afin de détruire la membrane des GRliledrer ainsi leur contenu en
hémoglobine.

- Formule leucocytaire

Les sous-populations leucocytaires ont été digieg les unes des autres par l'analyse
du cytogramme que I'on obtient en combinant lesrinfations électriques et optiques
appariées cellule par cellule.

Certaines conditions de test (tels que I'échamiibge, dilution, température de la
réaction, mélange réactionnel et durée de la @gcsont contrblées par I'analyseur.
D’autres conditions, telles que la température amtiei, comme celles des réactifs et des
échantillons, la méthode de prélévement, 'emples déactifs appropriés comme une
agitation correcte des échantillons juste avantdaure sont contrélés par le laboratoire.
Il ne faut pas sous-estimer I'importance des fast@ué-analytiques et d’environnement
dans la qualité globale de I'analyse.

La lyse permet I'analyse de 5 populations leucomsgaavec la mesure de quatre sous-
populations leucocytaires : lymphocytes, monocyteganulocytes neutrophiles,
eosinophiles et granulocytes basophiles.

Les différentes sous-populations ont été extraitesytogramme grace a des techniques
d’analyse d’'images et a leur interprétation palagiciel breveté.

- Détermination du taux d’hémoglobine

La détermination du taux d’Hb sur analyseur est adaptation de la méthode de
référence basée sur la transformation de I'Hb emmethémoglobine. Cette méthode a
été acceptée en 1966 lors d’'un congres Internatibhématologie (publiée en 1967) a la
suite des recommandations faites par un comitépéies formé a ce propos (1964) par le
<< international Committee for Standardisation inaekhatology, ICSH >>
La NCCLS (National Committee for Clinical Laborato6tandard) aux Etats-Unis a
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Sur Diana 5/ Xénia

publié en février 1984 un premier document << SaatidApproved >> intitulé <<
Reference Procedure for the Quantitative Déternanabf Hemoglobin in Blood >>
[11]. La derniére édition de ce standard approuvé HABY a été publié le 12/01/2000.
L’'agent de lyse ajouté dans la dilution des GB iemitun sel de cyanure a 0,03% qui
réagit avec 'hémoglobine libérée des érythrocytesr étre convertie en un composeé
cyanmethémoglobinique. Son absorbance est lue arb@travers la chambre des GR.
La mesure de la cyanmethémoglobine testée est cémpacelle d’une référence (un
blanc réactif) alors que la chambre des GB est lierdp diluant isotonique propre.

Une fonction du rapport de ces deux mesures détertaiconcentration en hémoglobine.
L’instrument affiche et imprime le résultat avecsigsteme d’unités sélectionné dans le
laboratoire (en g/dl ou g/l).

- Détermination du VGM et du VMP

Pour diverses raisons, les impulsions des celljleépassent pres des bords de l'orifice
sont déformées. Leurs amplitudes peuvent étre im&es (jusqu'a 30%), ce qui
conduit sur la plupart des analyseurs a des hetogres de répartition en taille
artificiellement déformés sur la droite.

Pour compenser ce phénomene qui perturbe gravelmemesure de I'IDR (Indice
Distribution GR), la plupart des analyseurs, mémédute gamme, ne disposant pas de
la focalisation hydrodynamique des GR/PIt, tentelet trier les impulsions pour
déterminer I'IDR, par exemple en comparant la haute I'impression par rapport a sa
surface ou sa durée.

Cet analyseur est équipé d’un dispositif de foesii;m hydrodynamique en amont qui
aligne et centre les cellules dans l'orifice. Daes conditions idéales, les déformations
des signaux en fonction de la zone de passagel'défise sont éliminées par principe.
La focalisation hydrodynamique ne permettant pagviter completement les

phénomeénes de coincidence, un algorithme réaltsenatiquement I'élimination des
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signaux déformés par le phénoméne de coincidenge qomstruire I'histogramme de
distribution selon la taille des cellules. L’histagime relatif donne une image encore
plus exacte de la distribution en volume des cedlul

Les autres parametres, a savoir : Hématocrite (Hteheur Corpusculaire Moyen en
Hémoglobine (TCMH) et Concentration Corpusculaoyen en Hémoglobine
(CCMH) sont calculés par des formules suivantes.

Hte = VGMx Nbre GR

TCMH = Hb (g/d) :
NbreGF / mmnr
CCMH _ Hb (g/dl)
Ht (%)

Valeurs de référence et limites patient

L’analyseur compare les résultats mesurés pouruehggtient avec les Références
Patients sélectionnés et les valeurs Limites.

Si un résultat excéde la Référence Patient cornelgpe, il apparait en bleu a I'écran et
a l'impression ; un signe (+) ou un signe (-) gsu@ selon qu’il est supérieur ou

inferieur a l'intervalle de référence.

S'’il est en dehors des Valeurs Limites, le résulfgbarait en rouge a I'écran comme a
'impression ; le paramétre est souligné a I'imgies pleine page et demi-page. Un point
(1) accompagne le signe (+) ou (-) affiché.

Les valeurs de référence proposées par défauntessalement a titre indicatif. Chaque
laboratoire doit établir lui-méme les valeurs dééRence Patient et ses Valeurs Limites,
et indiquer dans son Manuel d’Assurance Qualité E&BGuide de Bonne Exécution

des Analyses) la source de telles valeurs.
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Lorsqu’un résultat est signalé en Valeur Limit&chantillon de sang est analysé une

fois de plus pour controler son exactitude. Il estssi comparé a un résultat antécédent,

le cas échéant.

- Numération manuelle des réticulocytes

Principe

Il consiste a compter les globules rouges jeunes.

Matériel et réactifs

* Un bain marie a 37°C

e Un tube a hémolyse sec

* Une lame porte objet

* Huile d'immersion

* Vortex-Geénie

» Portoirs pour lames

e Le colorant: le bleu de crésyl brillant qui estu dans le laboratoire de biologie
clinique de la FMPOS sous forme de poudre conseatage des flacons teintés (25g).

* Gants

» Blouses

Mode opératoire

1. Préparation du Colorant:

A l'aide de la poudre on prépare la solution deslde crésyl brillant & 1% dans de I'eau

physiologique que I'on filtre.

2. Reéalisation des frottis

On fait un mélange a partie égale de sang et deicolde bleu de crésyl brillant a 1%.

On agite ce mélange au Vortex-Geénie et on incubdsmaumarie & 37°C pendant 30 mn.

Apres l'incubation on effectue le frottis mince di@ seche a I'air libre.
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3. Lecture des frottis :

On observe a I'immersion a I'objectif x100.

La substance réticulo-filamenteuse apparait colendégleu sombre.

Le pourcentage des réticulocytes est obtenu lorgdécompte atteint 1000 hématies au
minimum.

Il se calcule a partir de la formule suivante :

Nombre total de réticulocytes parmi 1000GRX100/Nomie total de GR comptés

Le nombre absolu des réticulocytes est obtenu eltiptant le hombre des globules
rouges donné par la numération par le pourcentegedticulocytes.

Dispositions particulieres

» Utiliser pour le frottis une lame dégraissée, péétemploi.

» Apres la confection du frottis sécher immédiatementrottis a I'air pour éviter la

réaction cellulaire.

Theése de Pharmacie / FMPOS / Université de Bamal@d o Bakary Kossa DEMBELE



Valeurs de référence de I’hémoglobingﬁarﬁa_ko

Détermination

De la Ferritine sérique

Par VIDAS® Ferritin

Objet : Ce document décrit la procédure d’analyse des étban de sang pavIDAS®

Ferritin .

Domaine d’application : Biologiste, Pharmacien, ou Médecin, Etudiant en éemule

these ou Interne de Pharmacie ou de Médecine nicéeh de laboratoire.

Document de référence Manuel de 'operateur.

Sommaire

l. PRINCIPE

Il MATERIEL ET REACTIFS

. PRECAUTIONS D'UTILISATION

V. CONDITIONS DE STOCKAGE DES REACTIFS ET ECHANTILLONS

V. MODE OPERATOIRE

VI. INTERPRETATION DES RESULTATS

VIl.  LIMITES DU TEST

Principe

Le principe du dosage associe la méthode immunoesizyue par sandwich en une

étape a une détection finale en fluorescence (ELFA)

Matéeriel et Réactifs

* Pipette & embout jetable permettant la distribudieri00 pl ;

» Gants non talqués a usage unique ;

* Lunettes ;

* Blouse.

* Immunoglobulines monoclonales de souris anti- Eeerimarquées a la phosphatase
alcaline + azoture de sodium ;

* Tampon de lavage 1(phosphate de sodium).

» Tampon de lavage 2 (diéthanolamine).

* Cuvette de lecture avec substrat.
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Précautions d’utilisations

Le coffret contient des composants d’origine anenala maitrise de l'origine et/ou
de I'état sanitaire des animaux ne pouvant gardetiiacon absolue que ces produits
ne contiennent aucun agent pathogéne transmissibkst recommandé de les
manipuler avec les précautions d'usage relatives peaaduits potentiellement
infectieux (ne pas ingérer ; ne pas inhaler).

Ne pas utiliser les cones dont le sachet est perce.

Ne pas utiliser de cartouches visiblement altéfémsille aluminium ou plastique
endommage).

Ne pas utiliser les réactifs apres la date de pgtiemindiquée sur I'étiquette étui.

Ne pas mélanger les réactifs (ou consommablesjtdelifférents.

Ne pas utiliser de gants talqués, le talc pouvatitamer de faux résultats pour
certains tests immunoenzymatiques.

Les réactifs du coffret contiennent un conservatamoture de sodium), susceptible
de réagir avec les tuyauteries en plomb ou en eugirde former des azotures
métalliques explosifs. Il est recommandé de ridgckzau tout rejet.

Le tampon de lavage 2 contient un agent nocif ldigblamine 11,5 %), prendre
connaissance des risques et des conseils de priden

Le substrat contient un agent irritant, prendrenaigsance du risque et des conseils

de prudence.

Conditions de stockage des réactifs

Thése de Pharmacie / FMP_OS / Université de Bamal%l

Conserver le coffret VIDAS FER a 2 - 8 °c.
Ne pas congeler les réactifs.

Laisser a 2 — 8°c les réactifs non utilisés.
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* Alouverture du coffret, vérifier I'intégrité ealbonne fermeture du (des) sachet(s) de
cbnes ; dans le cas contraire, ne pas utilisexdess.

* Apres chaque utilisation, bien refermer le sachetcason déshydratant pour
maintenir la stabilité des cones et replacer lalitétdu coffret a 2 — 8°c.

« Tous les composants sont stables jusqu’'a la datgpélemption indiquée sur
I'étiquette étui, lorsqu’ils sont conservés darssdenditions préconisées.

Echantillons

1. Nature et prélevement des échantillons

Sérum ou plasma (héparinate de lithium ou EDTAK?2).

Il est préconisé a chaque laboratoire de validgyde de tube de prélevement utilisé.

L'utilisation de sérums inactivés par la chalewa pas été validée.

Il n'a pas été observé pour ce dosage d’influergrfcative :

» de I'hémolyse (aprés surcharge d’échantillons endgtobine de 0 a 300 puml/L) ;

> de la lipémie (aprés surcharge d’échantillons piddis de 0 a 2 g/L d’équivalents
triglycérides) ;

» de la bilirubinémie (aprés surcharge d’échantillensilirubine de 0 a 513 pmol/ L) ;

Il est néanmoins conseillé de ne pas utiliser diéthons visiblement hémolysés,

lipémiques ou ictériques et d’effectuer si possibienouveau prélévement.

2. Stabilité des échantillons

Les échantillons peuvent étre stockés 7 jours a& % au maximum ; au dela, les

congeler a -25° £ 6 c. Ce delai n’a pas été dégasagénos cas.

Eviter les congélations et décongélations successiv

Mode opératoire

1. Saisie des données de la carte MLE
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A l'ouverture d’un nouveau lot, les spécificatidiosi données usine) ont été entrées dans
l'instrument (VIDAS ou mini VIDAS) a l'aide de laacte MLE (fiche de spécifications)
incluse dans chaque coffret. Si cette opératiotait’pas effectuée avant de commencer
les tests, I'instrument ne pourrait pas éditer@sltats. Ces spécifications ne sont entrées
gu’une seule fois pour chaque lot.

Il est possible de saisir les spécifications madeoednt ou de fagcon automatique grace a
la carte MLE.

1. Calibration

La calibration, a l'aide d'un calibrateur fournirdale coffret, doit étre effectuée a
I'ouverture de chaque nouveau lot aprés entréespésifications du lot puis tous les 14
jours. Cette opération permet d’ajuster la calibrag chaque instrument et a I'évolution
éeventuelle du réactif dans le temps.

Le calibrateur, a été analysé en double (voir miamisatilisation). La valeur du
calibrateur était comprise dans les limites de RFRelative Fluorescence Value”)
fixées. Si ce n'est pas le cas : faire une caliiomat

2. Contréle de qualité

Un contréle est inclus dans chaque coffret VIDARRFE

Ce nouveau doit étre utilisé a I'ouverture de nauveoffret afin de vérifier 'absence
d’altération des réactifs. Chaque calibration a éfgé@lement vérifiee a l'aide de ce
contrdle. Pour que l'instrument puisse vérifievédeur du contrdle, il faut l'identifier par
“C1".

Si la valeur du contréle s’écarte des valeurs dtieg, les résultats ne peuvent étre

validés.
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4. Réalisation du test

» Sortir uniqguement les réactifs nécessaires, lessdai 30 minutes a température
ambiante avant utilisation.

» Utiliser une cartouche “FER” et un céne “FER” patiaque échantillon, contréle ou
calibrateur a tester. Vérifier que le sachet deesém bien été refermé aprés chaque
utilisation.

e Taper ou sélectionner “FER "sur linstrument pourtrer le code du test. Le
calibrateur identifié obligatoirement par “S”, déifre utilisé en double. Si le contrble
doit étre testé, il sera identifié par “C1".

 Homogéneéiser a l'aide d’'un agitateur de type votéegalibrateur, le controle et les
échantillons.

» Distribuer 100ul de calibrateur, d’échantillon auabntréle dans le puits échantillon.

* Placer dans l'instrument les cones et les cartaidBien vérifier la concordance des
codes (couleurs et lettres) entre le cone et laueaine.

« Démarrer I'analyse (voir Manuel d'utilisation). Ties les étapes sont alors gérées
automatiquement par l'instrument. Les résultats sbtenus en 30 minutes environ.

* Alafin de I'analyse, retirer les cones et ledmaches de l'instrument.

» Eliminer les cbnes et cartouches utilisés dangaipient approprié.

Interprétation

Des le test terminé, les résultats sont analysésmatiquement par le systeme

informatique. L’instrument effectue deux mesuresflderescence dans la cuvette de

lecture pour chacun des tests. La premiere legitaed en compte le bruit de fond did a

la cuvette substrat avant mise en contact du salmsiec le cone. La seconde lecture est

effectuée apres incubation du substrat avec I'eezgrésente dans le cone. Le calcul de
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la RFV (Relative Fluorescence Value) est le résdksala difféerence des deux mesures. I
apparait sur la feuille de résultats.

Les résultats sont calculés automatiquement pastiliment par rapport a une couche de
calibration mémorisée (modele mathématique : <<atetbgistique a 4 parameétres>>)
et sont exprimés en ng/ml (préparation NIBSC 80y578

Les échantillons présentent des concentrationsemitirie supérieures a 1 200 ng/ml
doivent étre redosés aprés dilution au 1/ 10 vairel/100 dans le tampon de dilution
FER(R1).

Si le facteur de dilution n'a pas été saisi lorslaleréation de la liste de travail (voir
Manuel d’utilisation), multiplier le résultat pae Ifacteur de dilution pour avoir la
concentration de I'échantillon.

L’interprétation des résultats du test doit étieefan tenant compte du contexte clinique
et éventuellement des résultats d’autres tests.

Limite du test

Une interférence peut étre rencontrée avec certs@msms contenant des anticorps
dirigés contre des composants du réactif, c’estqumi les résultats de ce test doivent
étre interprétés en tenant compte du contexteqcléiet éventuellement des résultats

d’'autres tests.
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