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Introduction

La bilirubine est un produit issu de la dégradation du pigment porphyrinique de
I’hémoglobine au niveau des cellules du systeme réticulo-endothéliale (foie, rate, moelle

0sseuse ....etc.).

Elle circule dans le sang sous 2 formes, la bilirubine non conjuguée dite libre, lipophile, c’est la
plus prédominante, elle circule dans le sang liée a 1’albumine et sa concentration plasmatique ne

doit pas dépasser 10mg/I.

La bilirubine conjuguée quant a elle circule librement dans le sang, sa concentration sérique est

<3.5mg, elle est soluble et elle est facilement éliminable par le foie et les reins.

La bilirubine libre est une substance potentiellement toxique pour le cerveau en raison de sa
liposolubilité. Au cours de I'ictere hémolytique du nouveau-né ou sa formation est exagérée du
fait d’une destruction excessive pathologique des globules rouges, elle précipite sur les noyaux
gris centraux entrainant une encéphalopathie bilirubinique ou ictére nucléaire, trés grave par les

séquelles neurologiques irréversibles qu’elle entraine.

Le dosage de la bilirubine totale est alors une extréme urgence pédiatrique dont dépend la

conduite thérapeutique comme 1’exsanguino-transfusion.

Il existe différentes méthodes de dosage de la bilirubine, dont la plus utilisée est la méthode

basée sur la diazoréaction.

Le dosage de la bilirubine conjuguée est direct d’ou I’appellation bilirubine directe, par contre
celui de la bilirubine libre est indirect, Une étape de sa libération de I’albumine par des
substances différentes tels que la caféine ou le DMSO précéde son dosage et permet de
diversifier les réactifs de dosage de la bilirubine.

Le choix du théme de ce travail est justifié par les valeurs différentes de la bilirubine totale
retrouvées avec les 2 réactifs lors des dosages de la bilirubine totale chez les nouveaux nés au

niveau du laboratoire de I’unité « Hassiba Benbouali » du CHU de Blida.



PARTIE THEORIQUE



Chapitre | : Rappel anatomo-
physiologique de ’appareil
hepatobiliaire.



L’appareil hépato biliaire comprend :

% Le foie.

& Les voies biliaires : Intra et Extra hépatiques.

Ils sont solidaires et interdépendants dans la sécrétion et I’excrétion de la bile.

I. Lefoie:

Le foie est la plus volumineuse glande annexe du tube digestif. 1l est a la fois exocrine et
endocrine. Le foie excréte la bile dans I’intestin, la bile participe a ’absorption des lipides. Le
foie joue également un rdle fondamental dans le métabolisme du glucose, des lipides et des
protéines. (Delmas. V, et all, 2008)

1.1. Anatomie du foie :
1.1.1. Localisation :

Il est situé dans la partie droite de I’abdomen, le foie est séparé des poumons et du coeur
par le diaphragme. Il est localisé a droite de I’estomac, au dessus du duodénum et de 1’angle

colique droit. (Ciacio.O et Castaing.D ,2015)

Le foie dans le systeme digestif

wsophage

estomac
vésicule biliaire
pancréas
intestin gréle
gros intestin
rectum

Figure 1: le foie dans le systeme digestif (Inca, 2011)



1.1.2. Caractéres physiques :

® Poids et dimension : Il présente une extréme variabilité de volume, dimensions et poids.
Son poids de 1 400 a 1 500 g chez le cadavre (environ 1/50 ° du poids corporel) est en fait

plus élevé, de I’ordre de 2 300 a 2 500 g, chez le vivant chez qui il est gorgé de sang.

® Couleur et consistance : Il s’agit d’un viscére relativement plastique. Il est lisse, de
consistance souple, de coloration brun-rouge, constitué d’un parenchyme friable entouré

d’une mince capsule fibreuse, la capsule de Glisson.
(D. Castaing, L.A Veilhan, 2006)
1.1.3. Lobes:

Le foie se divise en quatre lobes inégaux : Le lobe hépatique droit est le plus
volumineux, Le lobe hépatique gauche est la partie la plus étroite de I’organe, Entre ces deux
lobes majeurs, on distingue « le lobe carré »et « le lobe caudé ». La vésicule biliaire est attachée
au foie a la limite du lobe carré et du lobe hépatique droit.

Le lobe carré et le lobe caudé sont séparés par un sillon appelé le hile du foie. C’est au niveau du
hile que la veine porte et I’artere hépatiques pénetrent dans le foie, et que passent les canaux

biliaires majeurs (Ciacio.O et Castaing.D ,2015).
1.1.4. Vascularisation du foie :

Le foie est vascularisé par la veine porte, large de 15 mm, longue de 8 cm environ,
pouvant étre abordée aisément dans le pédicule hépatiques. Elle se termine dans la partie droite
du hile du foie et se sépare en deux branches, la gauche est destinée au foie gauche, et est plus
longue mais moins large que la branche droite volumineuse, qui semble prolonger le tronc et qui
est destinée au foie droit. Les veines portes accessoires gagnent le foie en dehors du tronc porte
principal (veine du ligament falciforme, veines du ligament rond, veine cystique et veines para-

biliaire).

Le foie est vascularisé également par 1’artére hépatique née habituellement du tronc ceeliaque a
la hauteur de L1, qui est dite artere hépatigue commune dans son premier segment puis qui
donne ensuite I’artére gastroduodénale et I’artére hépatique propre qui chemine a I’avant du

tronc porte et a gauche de la voie biliaire. Elle se divise a distance du hile du foie en deux
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branches, droite et gauche. En fait, il existe de nombreuses variations des arteres hépatiques, ces

variations sont importantes a connaitre dans le cadre de la chirurgie d’exérése du foie.

Le sang apporté au foie par I’artére hépatique et la veine porte est drainé par les veines sus-
hépatiques qui sont au nombre de trois et qui vont se jeter dans la veine cave inférieure au-
dessous de son orifice diaphragmatique. Un réseau de lymphatiques superficiels et profond

assure le drainage de la lymphe. (J.Frexinos ,1991).

Source : Gray's Anatomie pour les étudiants, Richard L. Drake (traduit de Drake, Vogl, Mitchell, Gray’s Anatomy for
Students, 2- ed, 978044306952). Elsevier Masson, 2- édition, 2011. Figure 4.95.

Fond Canaux hépatiques
/ésicule biliaire ~{ Corps
Col

Lobe carre

Sillon du ligament rond

Lobe gauche du foie
Lobe droit
du foie

Hile hépatique

Canal cystique

Canal biliaire

Arriere

Vei t
eine porte Sillon du ligament

Artére hépatique propre Lobe caudé veineux

Figure 2 : Faces viscérales du foie (Richard .L, 2011)

1.1.5. Histologie du foie :
A. Le lobule hépatique :

Le foie se présente comme un ensemble d’unités hexagonales, mesurant environ 1 mm de
diamétre: Les lobules hépatiques. Irrigués par des branches de la veine porte hépatique et des
branches de I’artére hépatique, ces lobules sont constitués de cellules specialisées, les
hépatocytes, disposées en rayons autour d’une veine centrale, la veine centrolobulaire. (Batigne

Stéphane et all, 2008)
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B. Les cellules hépatiques :

Malgré la diversité et la complexité des activités du foie, il est surprenant que la grande
majorité d’entre eux sont assurées par une seule variété de cellules spécialisées dans le foie :

C’est I’hépatocyte. (Sherwood, 2006)
B.1. Cellules parenchymateuses ou hépatocytes :

Les hépatocytes sont des cellules épithéliales polarisées, la membrane plasmique
présente des caractéristiques différentes au pole apical (le pole biliaire) dirigé vers le milieu
extérieur et au pole basolatéral en relation avec le milieu intérieur. Les jonctions serrées qui
entourent les canalicules biliaires limitent deux domaines principaux, les domaines basolatéral et
apical. Toutefois, certains auteurs subdivisent le domaine basolatéral de la membrane plasmique
de I’hépatocyte en un domaine basal, appelé domaine sinusoidal car en regard de la capillaire
sinusoide, et en un domaine latéral faisant face a I’hépatocyte voisin. Le domaine sinusoidal
représente les deux tiers de la membrane plasmique, tandis que les deux autres domaines se
partagent a peu pres également le tiers restant. L'intégrité de la membrane plasmique et le
maintien de trois domaines correctement individualisés sont indispensables pour assurer les
fonctions normales des hépatocytes, leurs échanges avec le milieu environnant, leurs interactions
avec la matrice extracellulaire ou leurs relations avec les autres cellules. (Feldmann Gérard et
al, 1997)

B.2. Cellules endothéliales :

Ces cellules impliquées dans la modulation de la prolifération hépatocytaire bordent les
sinusoides et présentent la particularité d’étre fenétrées et dépourvues de membrane basale, ce
qui favorise les échanges entre les hépatocytes sous-jacents a la barriére endothéliale et les
hépatocytes. (Malik R., Selden C., Hodgson H, 2002)

B.3. Cellules de Kupffer :

Localisées dans la lumiére des sinusoides, ces cellules sont en contact, grace a leurs
prolongements, avec des cellules endothéliales et des hépatocytes. Se sont des cellules littorales
de type macrophage hépatique qui vont intervenir lors des réactions immunitaires et au cours des
processus de sécretion de cytokines, de facteurs de croissance, et d’inhibiteurs de la réplication.
(Malik R., Selden C., Hodgson H, 2002)



B.4. Cellules étoilées ou d’Ito -

Juxtaposées dans 1’espace de Disse entre les hépatocytes et les sinusoides hépatiques,
ces cellules stockent de nombreux globules lipidiques riches en vitamine A. Elles jouent un réle
majeur dans le développement de fibroses hépatiques et sont généralement impliquées dans la
régulation de la croissance hépatique (Remaniement de la matrice extra cellulaire, synthese de

facteurs de croissance, et production de cytokine). (Malik R., Selden C., Hodgson H, 2002)

B.5. Cellules «Natural killer» (ou pit-cell) :

Se sont des lymphocytes intra hépatiques donc résidents, visibles dans la lumiére des
capillaires sinusoidaux. lls interviennent au cours du mécanisme de défense immunitaire. (Malik
R., Selden C., Hodgson H, 2002)

B.6. Les fibroblastes :

Les fibroblastes ne sont pas des cellules spécialisées du foie; ils possedent un réle
structural et architectural tres important avec tous les composants de la matrice extra cellulaire,
intervenant également dans le remodelage et la plasticité du foie en tant qu’organe. (Malik R.,

Selden C., Hodgson H, 2002)

Malgré son apparente homogénéité histologique, le foie est en réalité un organe hétérogéne sur le
plan fonctionnel. La régionalisation de ses activités métaboliques est liée a des différences
d’équipement enzymatique selon la position de I’hépatocyte dans le lobule et du gradient de
concentration d’oxygene et des substances apportées par le sang dans ces cellules polarisées par

rapport au flux sanguin. (M. Maitre, J.-F. Blicklé, 2008)

1.2. Principales fonction du foie :

Le foie occupe de nombreuses fonctions métaboliques. 1l est, entre autres, un
intermédiaire obligé pour presque toutes les substances provenant de l'intestin et est également
capable de détoxifier de nombreuses substances étrangéres ainsi que des produits terminaux du

métabolisme et d'assurer leur élimination. (S.Silbernagl et Florian Lang, 2000).



1.2.1. Métabolismes hépatiques :

Véritable laboratoire biochimique, le foie participe a plus de 500 réactions chimiques
différentes grace a la grande quantité du sang qui lui draine (1,5 litre de sang chaque minute) et

la grande variabilité des enzymes qu’il contient. (Batigne Stéphane et all, 2008)

a) métabolisme des glucides :

Le maintien de ’homéostasie glucidique dépend d’une part de I’aptitude du tissu hépatique a
stocker le glucose sous la forme d’un polymére, le glycogéne, susceptible de redonner du
glucose a distance des apports alimentaires. D’autre part, le foie posséde la capacité de
synthétiser du glucose a partir d’un vaste panel de substances provenant de la digestion ou
d’autres métabolismes (néoglucogenése), permettant de pallier les capacités limitées de stockage

du glycogéne au cours du jeine nocturne ou prolongé. (M. Maitre, J.-F. Blicklé, 2008)
b) métabolisme des acides aminés et des protéines :

Arrivant au foie, Les acides aminés, qui peuvent avoir une origine digestive ou provenir de la
mobilisation des protéines corporelles (Heitmann et Bergman, 1980), subissent soit une
dégradation et perdent leur fonction aminée qui est transformée en urée dans le cycle de Krebs
Heenseleit ( le fois étant le lieu exclusif de détoxication de I’ammoniac et de formation de
I’urée), soit une synthese les transformant en protéines de structures , en protéines plasmatique ,

lipoprotéine , transferrine , céruloplasmine ou en facteurs de la coagulation.(J.Frexinos , 1991).

c) Métabolisme des lipides :

Durant le jelne, le foie utilise la dégradation oxydative des acides gras comme source d’énergie
pour la néoglucogenese. Méme si la majeure partie des besoins en acides gras sont satisfaits par
les apports alimentaires, la synthése de novo des acides gras a partir d’acétyle-CoA (lipogenése)
existe dans Le foie, lorsqu’il y a apport important de carbohydrates et exces energétique, une
néo-synthése d’acides gras se produit avec stockage des triglycérides formés dans le tissu
adipeux. (M. Maitre, J.-F. Blicklé, 2008). Le cholestérol peut étre également synthétisé a partir
de l'acétyle- CoA et cette synthése représente 800 mg/jour. Ce cholestérol sera utilisé pour la
synthese des sels biliaires, incorpore dans les lipoproteines HDL ou VLDL ou éliminé

directement dans la bile. (Audigié Claude et Zonszain Francgois, 1995).
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1.2.2. Traitement des déchets organiques :

Le foie assure la détoxication et I'excrétion de nombreuses substances principalement
lipophiles issues du métabolisme (par ex bilirubine ou hormones stéroides) ou bien absorbées a
partir de 1’intestin (par exemple les médicaments). Ceci nécessite une biotransformation dans un
premier temps : Des groupements réactifs OH, NH2 ou COOH sont rattachés aux substances
hydrophobes par voie enzymatique (notamment mono-oxygenase), ce qui permet, dans une
seconde étape la conjugaison de ces substances.

Ces produits de conjugaison, solubles dans 1’eau sont dégradés ultérieurement dans les reins et
éliminés dans les urine ou bien sont secrétés dans la bile par les hépatocytes, pour étre élimines

par la suite dans les feces. (S.Silbernagl et A.Dispopoulos, 2001)

1.2.3. Stockage :

Les substances mises en réserve dans le foie comprennent, en plus du glycogene et des
substances protéiques et lipidiques, les vitamines liposolubles A, D, E, K ; du fer, du cuivre et
certaines vitamines hydrosolubles, par exemple la vitamine B12. (Waugh Anne et Grant
Allison, 2015)

1.2.4. La formation de la bile et son excrétion :

La bile est la sécrétion exocrine du foie. C’est une substance liquide, visqueuse, jaune-
verdatre, de saveur ameére, a réaction alcaline et de densité variable (de 1,026 a 1,302). (Jacques
Quevauvilliers, 2009). L’organisme synthétise quotidiennement environ 0.7 |/j de bile.
(S.Silbernagl et A.Dispopoulos, 2001).

a) Formation de la bile :

Les hépatocytes possedent dans leur membrane sinusoidale et canaliculaire de nombreux
transporteurs qui, respectivement, absorbent les constituants de la bile a partir du sang et les
transférent dans les canalicules. La bile est sécrétée directement des cellules hépatiques dans les
canalicules biliaires.

La bile est produite de facon continue et elle parvient dans la vésicule biliaire ou elle est
concentrée jusqu'a 1/10 et stockée si le sphincter entre le canal cholédoque et le duodénum est
fermeé. Lorsque I’organisme a besoin de la bile pour la digestion des lipides, la vésicule biliaire

se contracte et elle déverse son contenu dans le duodénum.



b) Composition de la bile :
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Les constituants de la bile sont, outre I'eau et les électrolytes, les sels des acides biliaires,

la bilirubine, du cholesteérol, de la lécithine (phosphatidylcholine), des hormones stéroides, des

médicaments, etc. Les sels biliaires interviennent dans la digestion des lipides, alors que la

plupart des autres constituants de la bile sont éliminés de I'organisme avec les feces.

(S.Silbernagl et A.Dispopoulos, 2001).

Il. Les voies biliaires :

I1.1 .Anatomie des voies biliaires :
La bile sécrétée au pole biliaire de 1’hépatocyte va parcourir un réseau canalaire complexe

comportant :

I1.1.1.Voies biliaires intra-hépatique :

a) Des canalicules biliaires: Qui n’ont pas de paroi propre mais sont formés par

I’opposition des deux poéles biliaires des hépatocytes adjacents. Leur diamétre est de 1

micromeétre. Ces canalicules comportent de trées nombreuses microvillosités et leurs

surface de sécrétion est estimée a environ 7000 cm?2 par 100g de cellules hépatiques ce

qui correspond a 10 m2 pour le foie humain.

b) Les ductules biliaires : relient les réseaux canalaire inter-hépatocytaire au réseau

canalaire portal intra-hépatique

c) Les canaux biliaires des espaces porte ou canaux inter-lobulaire : Possédent une paroi

propre comportant des cellules épithéliales cubique reposant sur une membrane basale.

d) Les canaux biliaires septaux : Sont formés par la réunion de plusieurs canaux inter

lobulaires.

e) La voie biliaire principale : Nait de la fusion dans le hile des canaux hépatique droit et

gauche. Elle descend dans le pédicule hépatique jusqu’au niveau de la téte du pancréas ou

elle s’abouche avec la terminaison du canal de Wirsung pour former ’ampoule de Vater.

(J.Frexinos, 1991).
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Figure 3 : Disposition anatomique et nomenclature des voies biliaires (J.Frexinos, 1991).

11.1.2. Voies biliaires extra -hépatiques (voies biliaires accessoires) :
a. Réservoir (vésicule biliaire) :

Elle se présente comme une poche piriforme dont la capacité varie de 40 a 100 ml
environ, elle est reliée au canal cystique par un col de 2 cm environ de long. Sa paroi propre
est composée d’une couche muqueuse présentant de nombreuses villosités comportant un
épithélium formé de cellules cylindriqgues avec, a leur pole apical, des
microvillosités(J.Frexinos1991).
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b. Des conduits (canaux) :

b.1.Conduit ou canal cholédoque :

C’est un canal qui part du foie et qui descend vers les intestins ou il déverse la bile. Il provient de
la réunion du canal hépatique venu du foie et du canal cystique venu de la vésicule biliaire. 1l est
fermé au niveau de son extrémité inférieure par le sphincter d’oddi qui permet que la bile ne soit

déversée dans le duodénum que de fagon synchrone avec les repas. (Lebau.J, 2010)

b.2.Canal cystique :
Dans le canal cystique, la membrane muqueuse bourdante présente des plis circulaires
irréguliers, jouant le role de valve spirale. Elle s’attache par son extrémité supérieure a la
vésicule biliaire et par son extrémité inférieure au canal cholédoque pour former le conduit
hépatique commun. La bile traverse le canal cystique dans deux sens, une fois vers la vésicule
biliaire puis a nouveau, quand elle est expulsée, de la vésicule biliaire vers le conduit hépatique
commun et de la dans le duodénum. . (Waugh Anne et Grant Allison, 2015)

11.2 : Les fonctions des voies biliaires :

Le role des voies biliaires est important dans 1’¢laboration de la bile. Des phénomenes de
réabsorption ont lieu dans la vésicule biliaire ou le volume de la bile hépatique diminue
d’environ 90% .Cette réabsorption se fait par un mécanisme actif pour I’eau et les électrolytes,
mais elle ne modifie pas ’osmolarité de la bile vésiculaire qui reste isotonique au plasma. Des
phénomeénes de sécrétion au niveau des voies biliaires ont été mis en évidence en étudiant le role
de la sécrétine qui augmente le débit biliaire de I’eau et des bicarbonates sans augmentation des

débits des sels biliaires. Son lieu se situe au niveau des cellules canaliculaires. (J.Frexinos1991).



Chapitre 1l : La
Bilirubine
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I. Définition :

La bilirubine est un Pigment biliaire rouge présent sous forme de bilirubinate sodique
dans la bile et sous forme de bilirubinate calcique dans la vésicule biliaire. On peut le trouver
dans I’urine et dans les tissus en cas d’ictére. Il se forme par dégradation de I’hémoglobine des
globules rouges dans les cellules réticulo-endothéliales. La bilirubine est transportée dans le sang
sous forme insoluble dans I’eau, liée a I’albumine : c¢’est la bilirubine libre ou indirecte. Dans le
foie, elle est conjuguée a I’acide glycuronique : c’est la bilirubine conjuguée ou directe, pouvant

étre excrétée par la bile (Jacques Quevauvilliers, 2009).
Il. Les différentes formes de la bilirubine :

La bilirubine existe sous deux formes principales, une conjuguée a I’acide glucuronique
et une forme non-conjuguée, qui est liée a ’albumine dans le plasma. Toutes ces formes
peuvent augmenter dans diverses pathologies, conjointement ou non, Les bilirubines sont
généralement dosées par la méthode colorimétrique dont la plus commune est celle de
Jendrassik-Groft dont il existe de nombreuses adaptations. La bilirubine conjuguée réagit
directement avec le réactif de diazotation pour donner I’azobilirubines : On [’appelle ainsi
« Bilirubine directe », tandis que la Bilirubine totale est dosée aprés action d’un réactif
tensioactif, du méthanol ou du DMSO (Diméthylsulfoxyde), qui libere la bilirubine et permet de

doser la bilirubine totale (Bruno Baudin, 2017) ,on a alors :

Bilirubine totale = Bilirubine directe (conjuguée) + Bilirubine indirecte (libre)

Bilirubine Delta (biliprotéine) : Il peut également exister dans le plasma une fraction
de bilirubine qu’on appelle la Bilirubine delta ou « biliprotéine ». Elle est unie a I’albumine par
des liens covalents, avec qui elle partage la méme demi-vie d’environ 19 jours. La réaction avec

I’albumine, de nature non enzymatique, a lieu uniquement avec la bilirubine conjuguée.

La bilirubine delta réagit dans les méthodes colorimétriques comme la bilirubine conjuguée et
son taux est paralléle a celui de la bilirubine conjuguée. En raison de sa liaison avec 1’albumine,

la bilirubine delta n’apparait pas dans les urines. (Denis D, 1994).
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I11. Structure et propriétés physico-chimique :
I11.1. Structure :

La bilirubine a été identifiée par Stadeler en 1864. Fischer établit en 1942 :

e LaFormule brute : C33H36N406

e Le Poids moléculaire : 584.7 g /mol

e La dénomination chimique internationale est : I’acide-dioxo-1, 3, 6,7-
tétraméthyl 1-2-8, divinylbiladiéne-a.c dipropionique.

e La Solubilité : La bilirubine Z-Z cristallisés trés soluble dans le chloroforme, le

pyrrole, la pyridine, le Diméthylsulfoxyde.

Les carbones du squelette sont numérotés de 1 a 19, les azotes de 21 a 24. Les pyrroles sont
identifiés par des lettres de A a D .le carbone 1 et I’azote 21 appartiennent au pyrrole A. Le
carbone 20 qui a disparu de la numérotation des bilans a été éliminé sous formes de monoxyde
de carbone lors de la dégradation oxydative de 1’héeme. Les ponts inter-pyrroliques sont souvent

désignés par les lettres a, b, c. lls correspondent aux carbones 5.10.et 15.

(Trivin. F, 1998).

Bilirubine IXa Z.Z

Figure4 : structure de la bilirubine (Trivin F, 1998)
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111.2. Propriétés physico-chimiques :

Libre(indirecte) Conjugué(directe)

Non hydrosoluble Hydrosoluble

(Soluble dans les graisses \ / \

-Ne peut etre filtré par le glomérule

rénal (n'est pa eliminée dans les

urines )

-Taux physiologique 5mg/I -Eiltrée par I,e glomérule

-Chez le nouveau-né peut traverser la renal(eliminée dans les urines )

barriere hémoto-méningee et en -Taux physiologique Omg/I

raison de son caractere liposoluble se . \

fixer sur les noyaux riches en lipides -Chez I'adulte un exces de

(noyaux gris centraux ):danger bilirubine conjuguée donne un

d'ictére nucléaire = encéphalopathie ictere CHOLURIQUE

bilirubinique

-Chez I'adulte un exces de bilirubine

libre donne un ictere

\ACHOLURIQUE / \ /

Figure 5 : Les caractéres physico-chimiques et les propriétés physiologiques des 2 formes de

Bilirubine (J.Frexinos ,1991).

IV. Origine de la bilirubine :

La bilirubine est un pigment tétra —pyrrolique qui provient pour 80 & 85% du catabolisme
de I’hémoglobine des hématies sénescentes, ces hématies étant détruites par le systeme des
macrophages mononuclées. La destruction quotidienne de 1 /100 des hématies totales circulants
dans I’organisme aboutit a la libération de 6.25g d’hémoglobine et a la production de 300 a 325
mg de bilirubine non conjugué (B.N.C).cette bilirubine tardive est donc produite 120 jours apres
marques par la glycine 15N. La bilirubine précoce représente 15 a 20 % de la bilirubine totale.

Elle est produite dans les 5 premiers jours qui surviennent 1’injection de la glycine 15 N. Elle
provient de 2 sources différentes :
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1. .L’érythropoiése non efficace: Qui représente 15 a 20% de cette bilirubine
(destructions dans les moelles osseuses d’érythroblastes ou synthése médullaire de
I’hémoglobine trop €levée par rapport a I’incorporation dans les hématies).

2. Les sources extra-érythropoiétiques (5%) représentées essentiellement par le
parenchyme hépatiques qui peut synthétiser de la bilirubine & partir des porphyrines non
hémoglobiniques (cytochromes, catalases, myoglobine).

(J.Frexinos.1991).

A pourcentage de
radioactivite
de la bilirubine marquee

4= jour 120 jour jours

Figure 6: Bilirubine précoce et bilirubine tardive.

L’injection intra-veineuse d’un précursseur de I’héme (glycine marquée) permet de suivre son
incorporation dans les pigments biliaires et la radioactivité de la bilirubine sérique. Dans ces
conditions , on obtient chez les sujets normaux un pic précoce representant environ 15 a 20 % de
la bilirubine formée et dont le maximum se situe vers le 4° & 5° jour. Il correspond a la bilirubine
syntheétisée dans le foie a partir de divers précursseurs héminiques et surtout a la bilirubine
produite dans la moelle osseuse par destruction des érythroblastes.

Le deuxiéme pic le plus important correspond a la destruction des hématies ayant incorporé la
glycine marquée dans leur hémoglobine aprés 1’injection. Il se situe environ 120 jours,il
correspond a la durée de vie des hématies et a leur destruction par le systéme réticulo-
endothélial.

(J.Frexinos.1991).
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V. Formation de la bilirubine :

Le catabolisme de I’héme de toutes les hémoprotéine s’effectuerait dans les fractions

microsomale des cellules par un systéme enzymatique complexe appelé héme oxygénase. Il

passe par plusieurs étapes pour donner finalement la bilirubine :

G

L’héme des hémoprotéines atteint I’héme oxygénase sous forme de ferrine dont le fer est

déja oxydé sous forme ferrique.

L’hémine est réduite en héme par I’intermédiaire du NADPH.

Grace a une autre molécule de NADPH, I’oxygéne est rajouté au pont a-méthényle entre

les noyaux pyrroles | e 1l de la porphyrine et le fer ferreux est re-oxydé en fer ferrique.

L’addition d’oxygéne supplémentaire libére I’ion ferrique (Fe**) et produit du monoxyde
de carbone (CO)

La libération de 1’ion ferrique provoque 1’ouverture du noyau tétra pyrrolique ce qui

conduit & la formation de biliverdine par une quantité équimolaire que 1’héme.
Chez les mammiferes, une enzyme soluble appelée Biliverdine réductase réduit le pont
méthényle entre les noyaux pyrroles 3 et 4 en un groupement méthényle pour produire un

pigment jaune : « BILIRUBINE ».

(Robert k.Murray, 2008).
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Figure 7 : Schéma représentant les differentes étapes de la formation de la bilirubine .
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V1. Transport plasmatique :

L’albumine représente le transporteur essentiel de la bilirubine non conjugué qui est
insoluble dans 1’eau. Une molécule d’albumine fixe 2 molécules de B.N.C, mais ce pouvoir de
liaison peut étre altéré par divers facteurs exogenes ou endogénes. Parmi les facteurs exogenes, il
faut citer I’acide acétylsalicylique, la caféine, le diazépam, la digoxine, le furosémide, la
diphénylhydantoine, I’oxacilline et des sulfamides antibactériens. Les facteurs endogenes sont
essentiellement 1’acidose respiratoire et métaboliques, les acides gras non estérifiés et certaine

hormones.

La rupture de la liaison albumine-B.N.C aboutit a la libération de la B.N.C et a sa diffusion dans

les tissus avec, en particulier, risque d’ictére nucléaire. (J.Frexinos, 1991).

VIl. Métabolisme physiologique de la bilirubine :

Le métabolisme ultérieur de la bilirubine se déroule principalement dans le foie. Il peut étre

divisé en 4 étapes :

T Captation par ’hépatocyte . entrée de la bilirubine dans les cellules parenchymateuses
hépatiques

KN Conjugaison de la bilirubine : conjugaison de la bilirubine au glucuronides dans le
réticulum endoplasmique.

T Transport hépatocytaire et excrétion : Sécrétion le la bilirubine conjuguée dans la bile

Q> Elimination intestinale et urinaire.

(J.Frexinos.1991).

VI1.1. Captation par les hépatocytes

Dans le foie, la bilirubine est détachée de 1’albumine et elle est absorbée au niveau
sinusoidal des hépatocytes par un systéme de transport saturable. Ce systéme de transport facilité
a une tres grande capacité, de sorte que, méme dans les conditions pathologiques, il ne semble

pas constituer 1’étape militante du métabolisme de la bilirubine.
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Comme ce systéme de transport facilité permet de maintenir 1’équilibre de la bilirubine a travers
la membrane sinusoidale des hépatocytes, I’importation nette de bilirubine va dépendre de son

élimination par des voies meétaboliques ultérieures.

Aprés son entrée dans les hépatocytes, la bilirubine peut se fixer a certaines protéines
cytoplasmiques, qui aident a son maintien en solution avant sa conjugaison. Les protéines
impliquées sont: La ligandine (un membre de la famille des glutathion S-transférase) et la
protéine Y .Elles peuvent aussi servir a éviter I’efflux réverse de la bilirubine vers la circulation

sanguine. (Robert k.Murray, 2008).

N.B : La ligandine est faiblement synthétisée au cours de la vie feetale, sa synthese augmente au
cours des premiers jours de vie, elle est inductible par le phénobarbital. (Taeush WH, Ballard
RA, Avery ME, 1991).

VI1.2. Conjugaison de la bilirubine :

Le but de cette étape est de transformer la B.N.C non hydrosoluble en B.C soluble dans
I’eau et pouvant étre excrétée par la bile. Cette étape se situe au niveau du réticulum
endoplasmique des hépatocytes essentiellement, mais aussi accessoirement au niveau des

parenchymes rénal et de I’intestin. (J.Frexinos, 1991).

Les hépatocytes convertissent la bilirubine en une molécule polaire, qui est facilement excrétée
dans la bile par ’addition de molécule d’acide glucuronique. Ce processus est appelé
conjugaison (85% de la bilirubine est glucuroconjuguée) et il peut utiliser d’autres molécules
polaires que 1’acide glucuronique par exemple: Le sulfate (15% de la bilirubine est
sulfoconjuguée). De méme, un nombre d’hormones stéroides et médicaments sont transformés

par conjugaison en dérivés hydrosoluble afin d’étre excrétés. (Robert k.Murray ,2008).

La conjugaison de la bilirubine est catalysée par une glucuronyltransférase spécifique. Cette
enzyme est principalement localisée dans le réticulum endoplasmique lisse, elle utilise I’acide
UDP-glycuronique comme donneur de groupements glucuronosyles et est appelée bilirubine-
UGT. Le monoglucuronide de bilirubine est intermédiaire qui ensuite converti en diglucuronide
.Chez les mammiferes, la plus grande partie de la bilirubine est excrétée dans la bile sous forme
de diglucuronide de bilirubine. (Robert k.Murray, 2008).
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Figure 8: structure du diglucuronide de la bilirubine (Denis doré, 1994)

ESPACE = HEPATOCYTE » CAPILICULE
DE DISSE
UDPGT UDP -
BR BR | |
Protéifiefde transport . \ / -
[Glycuronyl transférase
BR BR -
+ -+ I
Albumine Ligandine
Hémoprotéines
Réticulum endoplasmique
Plasma
Membrane Membrane
plasmique canaliculaire

Figure 9: Métabolisme hépatique de la bilirubine (Schmid, 1978)
7 Chez le nouveau-né :

Pendant la période feetale, entre 17 et 30 SA, l'activité de 'UDPGT au niveau du foie est
seulement a 0,1% des valeurs de I'adulte et cette activité augmente a 1% entre 30 et 40 SA. D'ou
l'utilisation du passage transplacentaire comme voie prédominante de I'élimination de la
bilirubine. A la naissance, l'activité de ’'UDPGT s'accroit au cours des premiéres semaines de vie
pour atteindre une activité identique a celle de I'adulte entre 6 et 14 semaines d'age post-natal.
(MacDonald MG, Seshia MMK, Mullet MD: 2005).
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Figure 10 : Mécanisme de la conjugaison intra-hépatique de la bilirubine

VI11.3. Transport hépatocytaire et excrétion :
Apres avoir été conjugué, la bilirubine gagne le pole biliaire de 1’hépatocyte et va étre

excrété dans la bile.

La sécrétion de la bilirubine conjuguée dans la bile s’effectue par un mécanisme de transport
actif qui est probablement 1’étape limitant de tout le métabolisme hépatique de la bilirubine. La
protéine impliquée est le transporteur MRP2 « multidrug resistance like protein 2 », aussi appelé
transporteur d’anions organiques multispécifique (MOAT). Il se situe dans la membrane

plasmatique de la membrane des canalicules biliaires ou il assure le transport de différents anions
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organiques, il appartient a la classe des transporteurs a cassette de fixation a ’ATP(ABC). Le
transport hépatique de la bilirubine est inductible par les médicaments qui sont capables
d’induire la conjugaison de la bilirubine. Ainsi, les systémes de conjugaison et d’excrétion de la
bilirubine agissent comme une unité fonctionnelle coordonnée. (Robert k .Murray, 2008).

VI1l.4. Elimination intestinale et urinaire :

Quand la bilirubine conjuguée atteint 1’iléon terminale et le colon, les glucuronides sont
dégradés par les enzymes bactériennes spécifiques « B-glucuronidase » et le pigment est ensuite
réduit par la flore fécale en un groupe de composes tétra-pyrroliques incolores, les
urobilinogénes. (Robert k .Murray, 2008).

Normalement la plus grande partie de I’urobilinogéne est excrétés par les selles sous la forme
stercobilines. Les 10 a 15%( soit 60 a 75 mg par jour) sont absorbé par la circulation porte et
excrétés dans la bile (cycle entéro-hépatique). Une petite quantité d’urobilinogéne absorbée peut
étre également véhiculée par la circulation systémique et excrétée dans les urines sous la forme
d’urobiline en trés petite quantité (0.5 a 33 mg/24h). Les selles contenant 4 a 250 mg de

stercobilines par jour. (J.Frexinos, 199).

VIIIl. Effets de la bilirubine dans I’organisme :

VI11.1. Effet antioxydant de la bilirubine :

Malgré sa potentielle de toxicite, la bilirubine peut avoir un réle physiologique important
et bénéfique: en effet, au cours d'un stress oxydatif dans un contexte d'infection, d'hypoxie ou
d'ischémie, I'environnement cellulaire est exposé a une importante concentration de radicaux
libres qui sont captés par la bilirubine, celle-ci s'oxyde et se transforme en biliverdine. (Hasan
Ozkan et al, 2008)( McDonagh AF,1990).

Chez le nouveau-né, il semble qu'il existe une relation positive entre le taux de bilirubinemie et
I'activité antioxydante (Jahrig D et al ,1989) ( Widness JA et al ,1981).

La bilirubinémie de nouveau-nés malades atteints d'insuffisance cardiaque ou de sepsis est plus
basse que celle des enfants sains. (Hasan Ozkan et al ,2008), suggérant qu’une partie de la
bilirubine est consommée pour faire face au stress oxydatif. (Berk MA et al, 1989). .
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V111.2.Effet neurotoxique de la bilirubine « ’ictére nucléaire » :

La toxicité neurologique de la bilirubine, substance potentiellement mortelle, est décrite
depuis la fin du XIXeme siécle.
En situation physiologique, il existe un taux de bilirubine intracellulaire bas, mais en cas
d'augmentation de sa biodisponibilité, la bilirubine exerce sa toxicité en altérant certaines
fonctions vitales de la cellule aboutissant a une apoptose ou une nécrose cellulaire.
Elle est a l'origine d’une altération de la régulation des flux calciques qui provoquent un cedéme
cellulaire et une accumulation intracellulaire de calcium, mais aussi de sodium et de chlore ce
qui peut déclencher les mécanismes d'apoptose ou provoquer une nécrose cellulaire. (Hascoét
JM, 2005)

a. Mécanismes d'entrée de la bilirubine dans le cerveau :

Lors d'une HB, la bilirubine diffuse dans le cerveau mais sa concentration dans le LCR
et au niveau des cellules cérébrales sont limitée par un retour actif de la bilirubine vers le plasma
grace a des protéines spécifiques de transport. Ces mécanismes en situation physiologique
protégent le cerveau de I'HB, cependant dans certaines situations, ils sont dépassés. . (Ostrow JD
et al ,2003)

Une analyse génétique des protéines de transport a été menée par Huang et col (Huang et col
,2004) qui ont mis en évidence différents variants géniques de ces protéines, cela peut expliquer
en partie la susceptibilité interindividuelle & la bilirubine. L'inhibition de ces protéines par des
médicaments est aussi possible. En effet, la ceftriaxone, I'érytromycine, la rifampicine, le
vérapamil et le propanolol ont été identifiés comme inhibant I'action des glycoprotéines-P
provoquant une augmentation des concentrations intracérébrales de bilirubine. (Hascoét JM,
2003) (Hanko E et al, 2003).

b. Symptdmes et pronestic de ’ictére nucléaire -

Le nouveau-né atteint, de couleur jaune-vif, a un cri lent, aigu, monocorde. Il présente
des troubles du tonus et se met volontiers en opisthotonos : le corps et la téte se renversent en
arriere tandis que les membres s'étirent en extension. Ses yeux sont animés de mouvements
anormaux. Des troubles neurovégétatifs sont constants.

Le pronostic est mauvais car si I'enfant ne meurt pas, il risque fort de garder des séquelles
neurologiques majeures (surdité profonde, mouvements anormaux, troubles du tonus

etc.)(Jacqueline Rossant-Lumbroso, Lyonel Rossant, 2016).



Chapitre 111 :
Hyperbilirubinemie
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I. Définitions :

a. L’ Hyperbilirubinémie :

Quand le taux de Dbilirubine dépasse 10mg/L  (17umol/l), on parle
d’” « Hyperbilirubinémie ». Elle peut étre due a une production de bilirubine supérieure a ce que
le foie normal peut excréter comme elle peut résulter d’une atteinte hépatique qui empéche
I’excrétion de la bilirubine produite en quantité¢ normales .En 1’absence d’atteinte hépatique,
I’obstruction des canaux excréteurs du foie ,qui empéche 1’excrétion de la bilirubine ,peut aussi
provoquer une Hyperbilirubinémie. Dans toutes ces situations, la bilirubine s’accumule dans le
sang et, quand elle atteint une certaine concentration (environ 20 a 25 mg/L), elle diffuse dans
les tissus qui deviennent alors jaune. Cette affection porte le nom « Jaunisse » ou ».
(Murray RK, 2008).

b. L’ictére :

L’ictere est un syndrome caractéris€é par une coloration jaune de la peau et des
muqueuses occasionnée par une accumulation de la bilirubine. La coloration devient manifeste
dans les connectives lorsque le taux de bilirubine plasmatique atteint environ 50 pmol/L (3
mg/dL). La peau devient jaune a un taux de bilirubine d’environ 100 pmol/L (6 mg/dL). (Denis
D, 1994).

Il. Classification des ictéres :

De nombreuses classifications ont été proposées parmi lesquelles nous pouvons citer :

11.1. Classification de Popper et Schaffner (1957) :

Cette classification subdivise les ictéres en deux groupes : Les ictéres sans diminution du
transit de la bile et qui ont pour origine une surproduction de pigment (bilirubine), et les icteres
avec diminution du transit de la bile, regroupant les ictéres qui ont pour origine une
dégenérescence des cellules hépatique (hépatites), et les icteres qui sont dus a la stase biliaire,
qu’elle soit extra hépatique (lithiase, etc.), ou intra hépatique, cette derniere regroupe les stases
mécaniques (aplasie congénitale des conduits biliaires, hépatite fibreuse), et les stases

fonctionnelles (stase biliaire sans obstacle mécanique).(Schaffner et Popper,1957).
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Figurell : Classification des ictéres (Schaffner et Popper, 1957)

11.2. Classification des ictéres selon la nature de la bilirubine :
a) Icteéres a bilirubine libre, non conjuguée ou indirecte :

Il s'agit le plus souvent d'une hyperproduction c¢’est-a-dire d'une hémolyse. Parfois, I'ictere sera

lié a un déficit en glycuronyl-transférase. (P.Valdiguié ,2000)
b) Ictéres a bilirubine directe. Icteres par rétention :

Ils sont tous liés a un syndrome de rétention biliaire, ou cholestase. (P.Valdiguié ,2000)
La cholestase met en cause un défaut de la sécrétion biliaire. Elle est intra-hépatique si le gene a
I’écoulement de la bile siége dans le foie lui-méme, elle est extra-hépatique si I’écoulement de la

bile est entravée dans I’arbre biliaire principal.

® Ictéres obstructifs (cholestase extra hépatique) : la cholestase extra-hépatique survient
lorsqu’un obstacle mécanique entrave I’écoulement de la bile du foie au duodénum. Les
cholestases hépatiques sont causées en majorité par des calculs ou des tumeurs.

® Ictéres non obstructifs (cholestase intra hépatique) : il n’existe pas de mécanisme

unique pour expliquer la cholestase intra-hépatique. Dans certain cas, on évoque un
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défaut dans 1’élaboration de la bile; dans les autres cas: Un défaut des systémes assurant
I’évacuation de la bile dans les canalicules, une 1ésion de la membrane canaliculaire, une
inflammation des petites voies biliaires intra hépatiques. L’administration de
médicaments est la cause la plus fréquente de cholestase intra hépatique. (Denis D,
1994).

c) Icteres a bilirubine mixte :

Par leur fréquence, les hépatites aigus, quelle que soit leur étiologie, et les cirrhoses
d'origine éthylique, post-hépatique, hémochromatosique ou biliaire primitive, constituent un

groupe important ou les deux fractions de la bilirubine sérique sont élevées. (P.Valdiguié ,2000).

I11.  Les étiologies des ictéres :
I11.1. Ictére & bilirubine non conjuguée (Libre) :

A. Ictére par hyperproduction : ictere hémolytique :

Une destruction précoce et exagéré des globules rouges entraine un afflux de bilirubine
au foie. L’ictere hémolytique se produit lorsque 1’afflux de la bilirubine déborde les capacités,
pourtant grandes, de conjugaison et d’excrétion du foie. C’est un ictére pré hepatique ou le foie
fonctionne normalement. (Denis D, 1994).

L'ictere s'associe a une splénomégalie et a une anémie dans le cadre classique des anémies
hémolytiques. L'ictere est généralement discret, sans décoloration des selles (P.Valdiguié,

2000).L’ictere hémolytique peut étre d’origine immunologique ou constitutionnelle :

S Ictere hémolytique de nature immunologique :

Les hémolyses all6 ou iso-immunes s'observent essentiellement a la suite d'une
transfusion sanguine incompatible et lors d'une grossesse compliquée d'une immunisation foeto-
matemelle. Le diagnostic repose sur la mise en évidence d'une agglutinine la plus immunogéne
irréguliere (anti D) chez la mére. Le risque majeur est la maladie hémolytique du nouveau-né
chez lequel le risque d'ictere nucléaire, évité par exsanguino-transfusion, existe des que la

bilirubine sérique atteint 300umol/L.
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Les anémies hémolytiques peuvent aussi étre d'origine toxique (médicaments, Toxiques
industriels, métaux lourds, venins), infectieuse et parasitaire. Ce dernier groupe est dominé par le
paludisme en particulier lors de I'acces pernicieux.

Les hémolyses par fragmentation érythrocytaire répondent a plusieurs causes : Mécanique lors
des prothéses valvulaires, traumatique aprés gros effort  (hémoglobinurie), lors de

microangiopathies chez I'enfant. (P.Valdiguié ,2000).

G Ictere hémolytique de nature constitutionnelle :

a) Déficit en glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) :

Le déficit en I’enzymopathie érythrocytaire la plus fréquemment observée chez
I’homme. Chez le nouveau-né La maladie se manifeste souvent a la naissance (le 2-3 ° jour de
vie) par un ictére et une paleur en rapport avec I’anémie. Il peut étre responsable
d’hyperbilirubinémies sévéres parfois compliquées d’ictéres nucléaires. Chez I’adulte, il peut
causer des crises hémolytiques aigues. La transmission génétique, liée au chromosome X, sous-
tend une expression préférentielle chez le garcon, mais il peut aussi se manifester chez les filles

qu’elles soient homozygotes ou hétérozygotes. (A. Renault et al, 2017).

Tout au long de sa vie, le globule rouge est soumis a des agents oxydants menagant 1’intégrité de
sa membrane et de ’hémoglobine. La lutte contre ces oxydants se fait grace au GSH. La G6PD
permet, au sein de la voie des pentoses, la synthese de la NADPH nécessaire a la régénération
du GSH. Le déficit en G6PD conduit a ’accumulation des agents oxydants ce qui favorise la
rigidité des globules rouges qui traversent alors avec difficulté la pulpe splénique et y sont

rapidement détruits. (B.Mégarbane, 2008)
b) Maladie de Minkowski Chauffard :

Le globule rouge est déformable et élastique et ces propriétés garantissent sa survie dans
la circulation. Dans la sphérocytose héréditaire, les capacités physiques du globule rouge sont
limitées par des anomalies génétiques concernant diverses protéines du squelette membranaire,
le plus souvent I'ankyrine, la bande 3, la protéine 4.2, la chaine o ou B de la spectrine. (Cynober
Thérése et al, 2008). Cela entraine une augmentation de la perméabilité membranaire conduisant
a un flux accru d’eau et de sodium dans le globule rouge qui acquiert une forme sphérique et elle
va ainsi se lyser au niveau de la rate ce qui peut provoquer une anémie, une jaunisse, et une

augmentation du volume de la rate.
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Les manifestations de la maladie sont extrémement variables d’un malade a ’autre. Certains
enfants sont séverement atteints et ont des symptémes trés marqués des la naissance, alors que
d’autres n’ont aucun symptome pendant des années, mais dans beaucoup de cas (environ 2/3), la
maladie apparait dans la premiere année de vie, voire rapidement apres la naissance.

L’évolution de la maladie dépend de sa sévérité. Généralement, I’anémie évolue par poussées,
avec des ¢épisodes d’aggravation de 1’anémie qui sont favorisées ou déclenchées par des

infections ou un traumatisme. (Brigitte Bader-Meunier et al, 2007).

c) Les maladies génétiques de I'hémoglobine : comme
e P-thalassémie homozygote,

e Drépanocytose homozygote

B. Ictére par déficit de conjugaison :
B.1. Ictere néo-natal du nouveau-né :

a) L’ictere physiologique -

Le développement morphologique du foie est pratiguement complété au troisiéme mois
de gestation. En revanche, son développement fonctionnel tarde. Ainsi le systéme de conjugaison
par le glucuronyl transférase vient a compléter sa maturité uniquement vers la deuxieme semaine

apres la naissance.

L’immaturité du systéme ne pose pas de probléme au feetus car la bilirubine non conjuguée
franchit librement la barriére placentaire et peut étre évacuée dans le sang maternel. Elle en pose
d’avantage au nouveau-né, handicapé par ’incapacit¢ momentanée d’¢liminer la bilirubine, et

qui, par surcroit, est confronté a la destruction accélérée de son surplus de globule rouges.

Il n’est donc pas étonnant qu’une hyperbilirubinémie non conjuguée se développe durant les
premiers jours de la vie .chez le nouveau-né a terme, I’hyperbilirubinémie atteint un sommet
entre le deuxieme et le cinquiéme jour et devrait étre résorbée au bout de 7 a 10 jours. Comme le
nouveau-né a terme produit un peu de glucuronyl transférase, le taux maximum de bilirubine ne
dépasse pas 170 pmol/L (10mg/dL).

Chez le prématuré, le systeme glucuronyl transférase est encore plus immature :
I’hyperbilirubinémie prend plus de temps a s’installer, devient plus prononcée et prend plus de
temps a se résorber. Le taux maximal survient entre le 6° et le 8° jour et peut atteindre 256
pmol/L (15mg/dL) (Denis D, 1994).
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b) Ictere au lait maternel :

L’allaitement maternel peut intensifier I’hyperbilirubinémie. Le lait maternel contient
une substance qui retarde de deux a trois semaine la maturation de systeme glucuronyl
transférase. Le phénoméne a été a 1’origine imputé au 3a-20B-prégnandiol, plus récemment

’attention s’est portée sur 1’effet inhibiteur des acides gras.

L’hyperbilirubinémie apparait vers le 4° jour pour atteindre un sommet de 256 a 342 pmol/L
apres 2 a 3 semaines. La situation se retablit rapidement apres arrét de 1’allaitement (Denis D,
1994).

C) L’ictére nucléaire -

L’ictére néonatal est en soi un état bénin, mais la situation peut devenir dramatique si la
capacité « physiologique » d’éliminer la bilirubine s’ajoute a une autre cause d’ictére .une fois
que tous les sites de fixation de I’albumine sont occupés, la bilirubine en surplus devient libre de
traverser la barriere hémato-encéphalique. La disposition de la bilirubine dans les noyaux gris
centraux cause un état qu’on appelle ictére nucléaire ou Kernictere. S’ils ne meurent pas dans la
premiére ou deuxieme semaine de la vie, les nouveau —nés atteints d’ictére nucléaire présentent

des séquelles neurologiques permanentes sur les plans moteurs, sensoriels et intellectuels.

Chez le nouveau-né a terme, I’ictére nucléaire apparait a un taux de bilirubine supérieure a 340
pumol/L (20 mg/dL).chez le prématuré, un taux aussi bas que 170 pumol/L (10 mg/dL) peut étre
dommageable. (Denis D, 1994).

B.2.La maladie de Crigler-Najjar :
Le syndrome de Crigler-Najjar est un déficit profond en enzyme de conjugaison (P.Valdiguié,
2000)

7¥ Le syndrome de Crigler-Najjar type |: est une maladie rare transmise sur le mode
autosomique récessif et caractérisée par 1’absence compléte de glucuronyl transférase. Il

est habituellement fatal dans les premiers mois de vie (Denis D, 1994).

/¥ Le syndrome de Crigler-Najjar type 1l : est caractérisé par un déficit partiel en glucuronyl
transférase. Il est relativement bénin. La bilirubine conjuguée est en grande partie

monoglucuronide. (Denis D, 1994).
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B.3. La maladie de Gilbert :

La maladie de Gilbert, déficit partiel en glycuronyl-transférase hépatique, est une
affection fréquente a transmission autosomique dominante. Elle est souvent découverte a
I'occasion d'un subictere conjonctival associé a une bilirubine indirecte élevée. (P.Valdiguie,
2000), L’augmentation de la bilirubinémie aprés un jelne prolongé est une caractéristique du

syndrome de Gilbert, la prévalence de la maladie de 3% a 5%.(Denis D, 1994).

I11.2. Ictere a bilirubine conjuguée :

® Ictéres cholestatique:

Cliniguement, l'ictére est trés sombre, parfois « vert bouteille », les urines sont tres foncées,
presque noires, les selles sont blanchétres, graisseuses, « mastic».

Il y a une bradycardie et surtout un prurit, parfois féroce, avec lésions cutanées de grattage, dd a
I'élévation concomitante des sels biliaires dans le sang. 1l y a un gros foie de cholestase.
Biologiquement, I'hyperbilirubinémie porte presque exclusivement sur la fraction conjuguée ou
directe qui peut atteindre des valeurs supérieures a 500pmol/L. Les enzymes de cholestase, y-
GT, phosphatases alcalines, 5'nucléotidase, sont bien évidemment tres augmentées. Il n'y a pas
au début de réaction parenchymateuse d'insuffisance hépatique ni de cytolyse mais rapidement,
de fait de la cholestase, les transaminases vont s'élever discretement.

Les étiologies sont dominées par deux causes :

» La lithiase biliaire (ictére douloureux, fébrile, variable) ;
» Le cancer de la téte du pancréas ou des voies biliaires (ictére classiquement indolore,
apyrétique, constamment progressif) ;
Les hépatites et les cirrhoses ont aussi dans leur tableau biologique une élévation de la bilirubine
conjuguée, liée a la cholestase intra-hépatique, au niveau des canalicules biliaires, par 1'cedéme et
I'inflammation. Cependant, il y a aussi parallelement une élévation de la bilirubine libre.
(P.Valdiguié, 2000).
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111.3. Ictéere a bilirubine mixte :

a) Syndrome de Dubin-Johnson:

Il est de transmission autosomique récessive, lié a des mutations homozygotes du géne
codant pour un transporteur membranaire apical ATP-dépendant qui relaye l'efflux des
glucuronides de la bilirubine et autres anions organiques conjugués de I'hépatocyte vers la bile.
(V. Barbu, C.Corpechot, 2010)

Elle se traduit par I’existence d’un ictére en général modéré qui débute rarement avant la
puberté et peut s’accentuer lors d’infections intercurrents .
La bilirubinémie se situe entre 30et 70 pmol/L mais peut s’élever jusqu’a 350 umol/L :

plus de la moitié de la bilirubinémie est représenté par la forme conjuguée. (M.Odiévre ,1997)
b) Syndrome de Rotor :

Le syndrome de rotor s’apparente au syndrome de Dubin-Johnson sauf que les
hépatocytes ne contiennent pas de pigments et que I’élimination des opacifiants biliaire est
normale. (Denis D, 1994). 11 s’agit d’une hyperbilirubinémie modérée entre 30-70 pumol/L avec
des fluctuations qui peuvent s’accompagner de taux atteignant 280 umol/L. cette
hyperbilirubinémie est a prédominance conjuguée et reste isolée, sans symptdémes
d’accompagnement, sans signe de cholestase ni clinique ni biologique . Quelques nuances
semblent séparer cette entité de ce qui est observé au cours de la maladie de Dubin-Johnson : la
cholécystographie par voie orale permet d’opacifier la vésicule biliaire et la fréquence de cette
situation semble beaucoup plus rare que celle de la maladie de Dubin-Johnson.
(M.Odiévre ,1997).

IV.  La prise en charge de I’hyperbilirubinémie :

IV.1. La photothérapie :

C’est actuellement le traitement de référence de I’ictére du nouveau-né. La
photothérapie permet la transformation au niveau de la peau de la bilirubine non conjuguée

plasmatique en métabolites solubles éliminés dans les urines. (Claire Boithias et all ,2005).
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Plusieurs facteurs interviennent dans 1’efficacité d’un

| 36

appareil de photothérapie :

U La longueur d’onde de la lumiére utilisées (lumiére bleue ou blanche : 430-490 nm)

U La surface cutanée exposée.

U L’énergie dispensée par la source lumineuse. (irradiance)

& la distance entre I’enfant et la source de lumié

U La durée d’exposition.
Il existe trois niveaux de photothérapie selon 1’irradia

e Les dispositifs en berceau ou maternisés
e La photothérapie classique

e La photothérapie intensive

re. (& 50 cm idéalement a moins de 20 a 30)

nce : (Claire Boithias et all ,2005)
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Bile
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transférase conjuguée
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Figure 12 : Mécanisme d’action de la

photothérapie (B. Branger, 2006).
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IV.2. Exsanguino-transfusion (EST) :

Il s’agit d’une technique lourde tant sur le plan transfusionnel qu’organisationnel,
nécessitant des équipes entrainées. Les indications ont été considérablement réduites compte
tenu des performances de la photothérapie intensive bien conduite, de la précocité du dépistage

et de la qualité de I’évaluation et de la prise en charge des facteurs de risque

1. Principe :

L’EST est la méthode la plus rapide pour diminuer une bilirubinémie menagante. Elle
consiste a remplacer la masse sanguine du nouveau-né avec du sang frais compatible avec les
groupes sanguins de la mére et de I'enfant. Elle permet d'éliminer la bilirubine, de remplacer les
hématies du nouveau-né par des hématies compatibles avec le groupe sanguin maternel et

d'extraire la fraction circulante des anticorps immuns (Jean-Christophe Rozé et all ,2006)
2. Indications et complications

Les indications sont posées comme pour la photothérapie selon les courbes de références.
Elles peuvent étre affinées en utilisant la mesure du rapport bilirubine totale
(mg/dl)/albuminémie (g/l). . (Labrune P, 1998).
L'EST est recommandé en cas d'HB sévere au cours des premieres 24 heures ou en cas
d'inefficacité de la photothérapie intensive. Les complications de I'EST sont multiples, les plus
fréquemment décrites sont I'embolie gazeuse, les troubles du rythme cardiaque, les apnées, le
vasospasme, la thrombose, la thrombopénie, I'entérocolite ulcéro-nécrosante, les désordres

hydro-électrolytiques et les complications infectieuses post transfusionnelle.
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Figure 14: indication de I’exsanguino-transfusion (American Academy of Pediatrics, 2004).
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1V.3. Autres traitements:

e Perfusion d’albumine :

Plusieurs auteurs francais, contrairement aux recommandations ameéricaines, conseillent
I'administration de perfusion d'albumine en association & la photothérapie intensive dans le
traitement de l'ictere sévére. On utilise de l'albumine a 20% diluée de moitié dans du sérum
glucosé a 5% a la dose de 1 a 1,5g/kg. (Labrune P, 1998).

e Phénaobarbital :

Le phénobarbital augmente la conjugaison et I'excrétion de la bilirubine. Mais étant donné ces
effets secondaires, il semble ne plus avoir sa place dans le traitement de l'ictére en maternité.

American Academy of Pediatrics, 2004).

¢ Inhibiteurs de la synthese de la bilirubine :

Les méso-porphyrines sont des inhibiteurs de I'neme-oxygénase, elles diminuent la bilirubinémie
du nouveau-né et les indications de photothérapie ou d'hospitalisation pour ictére. Cependant leur
utilisation en pratique courante n'est pas encore recommandée (Suresh GK, Martin CL, Soll
RF, 2003)

e Immunoglobulines intraveineuses :

L'utilisation de gamma globulines intraveineuses est recommandeée par I'AAP en association a la
photothérapie intensive en cas d'HB sévere due a une IFM du systeme rhésus ou ABO .La dose
recommandée est de 0,5 a 1 g/kg a administrer sur 2 heures et elle peut étre répétée apres un

délai de 12 heures. (American Academy of Pediatrics, 2004).
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Chapitre 1V : Exploration
biochimique de la bilirubine
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La mesure de la bilirubinémie permet d'une part de confirmer I'ictere clinique, qui peut
étre plus ou moins intense, et d'autre part, en différenciant les formes conjuguées (dites directes)

et non conjuguées (dites indirectes) (Myara et Trivin, 1994).

Il existe actuellement trois grands principes de dosage de la bilirubine :

4 Par diazoréaction
4 Par spectrométrie directe

4 Par oxydation

I. Les méthodes par diazoréaction :

Sont les plus employées, la réaction produit les azobilirubines qui sont des di- pyrroles diazoté.

Une molécule de bilirubine génére deux azobilirubines (Van den Berg et Muller, 1916).

Il existe de trés nombreuses modifications de la technique initiale de Van den Berg.Les

variations peuvent concerner :

® L’agent de diazotation
® La nature de I'accélérateur
®» Le pH de la diazoréaction

®» Le pH du milieu de lecture

1.1 .L’agent de diazoréaction :

L'agent de diazotation choisi est trés fréquemment l'acide sulfanilique diazoté par le
nitrite de sodium. Différentes concentrations ont été proposées, n'apportent pas de solution
définitive a l'instabilité dans le temps de ce sel de diazonium. C'est d'ailleurs I'inconvénient
majeur de ce réactif, car son renouvellement quotidien est une source de variation dans la

reproductibilité et une contrainte a laquelle il ne faut pas échapper.

Un certain nombre de molécules altérent la qualité de I'acide sulfanilique diazoté : la vitamine C,
les groupements thiols, I'némoglobine, les sels de potassium. Elles entrainent des erreurs par
défaut (Myara et Trivin, 1994).

D'autres agents de diazotation ont été proposés sans grand succés. C'est le cas du 2.4
dichloranilate dans la méthode de Rand et di Pasqua (Rand et Di Pasqua, 1962).
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1.2.La nature de ’accélérateur :

Différents types d'accélérateurs sont utilisés pour activer la vitesse de la réaction de
diazotation de la bilirubine non conjuguée. Certains sont des compétiteurs comme la caféine et la
diphylline. D'autres, agissent en dénaturant la protéine, ce qui modifie la liaison albumine-
bilirubine tout en augmentant la solubilité du pigment dans le milieu de diazoréaction. C'est le
cas du méthanol ou de I'éthanol. Le Diméthylsulfoxyde occupe une place a part, il agit en
augmentant la solubilité de la bilirubine dans le milieu de réaction et permet une diazoréaction
rapide. Enfin il faut signaler que la bilirubine peut former des paires d'ions avec des ammoniums
quaternaires. Le complexe est alors tres rapidement diazoté. Malgré la grande diversité des
accélérateurs proposés, la majorité des praticiens utilisent le mélange caféine benzoate de sodium

associé a l'acide sulfanilique diazoté (Doumas et Wu, 1991).

L'emploi d'accélérateur avait permis trés tot de différentier la forme non conjuguée de la
forme conjuguée. Cette derniére forme, qui réagit directement avec le diazoréactif, peut étre
mesurée en l'absence d'accélérateur dans le milieu de réaction. Nous savons maintenant qu'en
plus des glucuronides, d'autres formes de bilirubine réagissent directement avec l'agent de
diazotation. D'autres dérivés conjugués, certes rares, comme les glutathion conjugués, les
glucosyl- et xylosyl-conjugués peuvent étre présents, notamment en cas de déficit de la
glucurono-conjugaison. De méme, au cours des traitements par photothérapie, I'apparition de
photo-dérivés de la bilirubine (isomeres 4Z 15E, 4E 15Z et lumirubine) peut poser des
difficultés pour l'interprétation des résultats des dosages de bilirubine totale et conjuguée. La
lumirubine est diazo-négative tandis que les autres photos dérivées sont directement plus ou
moins intensément diazo-positifs. Ces données n'étant pas actuellement quantifiables, leur
incidence sur le taux de bilirubine totale et conjuguée ne peut étre évaluée précisément.
Actuellement il n'existe pas de protocole facilement accessible pour différencier les photos 57
dérivées, seules des techniques de chromatographie liquide haute performance sont disponibles
(Myara et Trivin, 1994).

1.3.Le PH de diazoréaction :

Le pH de la réaction de diazotation est different pour déterminer la bilirubine totale et
conjuguée. Dans le premier cas, ce pH est compris entre 5 et 6, alors que dans le second il doit
étre impérativement inférieur a 2. L'absence d'accélérateur peut étre compensée par un volume
équivalent de NaCl 0,15 mol/l (Myara et Trivin, 1994).
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Il est toutefois recommandé d'ajouter un volume d' HCI (50 mmol/l) et d'attendre quelques
minutes avant la diazotation. Ceci réduit de maniére importante la contribution de la bilirubine
non conjuguée. Si la pré-incubation ne peut étre pratiquée, notamment sur les analyseurs
automatiques, un pH de 1,5 doit étre respecté pour tout dosage de bilirubine conjuguée (Lott et
Doumas, 1993).

1.4.Le PH de milieu de lecture :

Les techniques manuelles se terminent le plus souvent par une alcalinisation du milieu
par un tartrate alcalin. Le milieu réactionnel passe de la couleur rouge a bleu vert. Cette
alcalinisation arréte la diazoréaction, stabilise les azobilirubines formeées et accroit la sensibilité
de la lecture (Myara et Trivin, 1994).

L'utilisation de plusieurs réactifs par dosage est difficile sur un grand nombre d'analyseurs
automatiques. lls permettent de standardiser a la fois les temps de réaction et les conditions de
lecture. C'est pourquoi I'impossibilité d'alcaliniser le milieu ne se traduit pas par une dégradation
des performances (Myara et Trivin, 1994). Parmi toutes les techniques proposées, (Doumas et al
1985), ont décrit une technique de référence qui utilise I'acide sulfanilique diazoté, et le mélange

caféine benzoate comme accélérateur.
Il.  Mesure par spectrométrie directe :

1.1 .Index ictérique :

Cette méthode exploite les propriétés spectrales des solutions de bilirubine, qui
présentent en milieu protéique, un maximum d'absorption voisin de 460 nm. Selon I'origine de
I'albumine, de légeres déviations du spectre peuvent étre observées. Le calibrage doit donc étre
obligatoirement effectué dans une solution d'aloumine humaine tamponnée a pH=7,40 par un
tampon phosphate. Les causes d'interférences sont nombreuses : caroténe, opalescence ou
lactescence de I'échantillon, présence d'hémoglobine (interférence positive).

Pour éliminer ces interactions, une lecture a 2 longueurs d'ondes différentes est
pratiquée. Ainsi, la méthode d’Hertz-Dybkaer, préconise la mesure simultanée de I'absorbance a
469 et 521 nm.

La spectrophotométrie directe n'est pas valable pour des échantillons contenant de la bilirubine
conjuguée ou delta, car leur spectre est différent de celui de la bilirubine non conjuguée.

*NB : L'index ictérique doit donc étre réservé aux échantillons de nouveau-né (Doumas et
Wu, 1991).
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11.2. Mesure par spectrometrie directe en chimie séche

Les plaques "BuBc" permettent la détermination simultanée des bilirubines conjuguees
et non conjuguées, par réflectométrie a deux longueurs d'onde différentes (400 et 460 nm). Pour
augmenter la réflectivité des molécules, elles sont auparavant liées par interactions spécifiques a
un polymere cationique intégré dans la plaque. Ce systéme ne mesure pas la bilirubine delta,
retenue dans les couches supérieures de la plaque. 1l peut étre utilisé pour mesurer la bilirubine
totale du nouveau-né, chez qui la concentration en bilirubine delta est négligeable. Le systeme
est calibré avec des solutions de bilirubine non conjuguée ou de ditaurate de bilirubine (Wu et al,
1984).

11.3. Mesure par spectrométrie directe apres séparation par Chromatographie liquide

Haute performance (CLHP.):

Dans une des techniques, les mono et di conjugués sont convertis rapidement et
quantitativement en mono- et diméthyle esters par méthanolyse alcaline. Les méthyl-esters et la
bilirubine non conjuguée, sont extraits par le chloroforme et séparés par CLHP. La bilirubine
delta, piégée a l'interface chloroforme-eau, n'est pas détectée. Le principal avantage de cette
méthode est de pouvoir mesurer de faibles quantités de dérivés mono et di conjugués, méme a
des taux de bilirubine normaux. Une de ses principales applications en biologie clinique est le

diagnostic de maladie de Gilbert (Muraca et Blanckaert, 1983).
I1l. Méthodes par oxydation :

La bilirubine peut étre oxydée par voie chimique : les différentes techniques se
différencient par leur agent d'oxydation (perchlorure de fer, acide phosphorique ....) et par leur
mode de lecture (spectrophotométrie ou fluorimétrie). Ces méthodes sont trés peu utilisées. En
revanche, l'oxydation enzymatique s'est développée grace a la préparation d'une bilirubine
oxydase (BOX), isolée d'un champignon, Myrothecium verrucaria. Celle-ci catalyse la

réaction :

BOX

BILIRUBINE + %02 —= —__—BILIVERDINE + H20.
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La biliverdine est convertie en dérivés violets ou incolores qui n'interférent pas avec le
spectre de la bilirubine. La diminution de I'absorbance liée a la disparition de la bilirubine est
proportionnelle a la concentration. La réaction a lieu a pH= 8,2 en présence de dodécylsulfate de
sodium (SDS) et de cholate de sodium pour dissocier la bilirubine de I'albumine. Ceci accroit la
vitesse de la réaction (Myara et Trivin, 1994).

Le calibrage s'effectue avec des solutions de bilirubine non conjuguée. Le choix de la longueur
d'onde de mesure se situe entre 420 et 470 nm. Le maximum d'absorbance est 445 nm pour la
bilirubine non conjuguée, 425 nm pour la conjuguée et 440 nm pour la bilirubine delta.

C'est pourquoi il est préférable d'effectuer les mesures a la longueur d'onde de 445 nm. La
reproductibilité, estimée par le coefficient de variation, varie de 2 % pour les fortes valeurs de

bilirubine, a 10 % environ pour les faibles valeurs (Myara et Trivin, 1994).

En résumé, les techniques de diazoréaction permettent le dosage de la bilirubine totale et directe,
d'ou l'on déduit la concentration de bilirubine "indirecte”. En I'absence de toute interférence,
bilirubines directe et indirecte peuvent étre assimilées a bilirubine conjuguée et non conjuguée.
Les techniques par spectrométrie directe sans séparation préalable ne dosent que la bilirubine

totale.

La technique par les plaques «BuBc » a bilirubine non conjuguée, et conjuguée en différenciant
cette derniere de la bilirubine delta qui est calculée. Les quatres formes circulantes (non
conjuguée, mono et di glucuronides et bilirubine delta) ne sont appréhendées que par une
technique de CLHP. Enfin, la technique d’oxydation ne mesure que la bilirubine totale (Myara et
Trivin, 1994).



PARTLE PRATIOUE
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CHAPITRE | : Matériel et méthodes

Notre travail consiste a une étude comparative entre deux méthodes de dosage de la
bilirubine de 114 sérums des nouveau-nés provenant du service de pédiatrie (unité de
prévention) du centre hospitalo-universitaire de Blida « Hassiba Benbouali » de la région du

Blida durant une période qui s’étale de Janvier au Mai 2017.
I. Matériel :

I.1.Matériel biologique :

a) Modalité du prélévement :

® chez le nouveau-né, il pourra étre fait au niveau de la veine jugulaire.

b) L’échantillon :

® L’analyse se fait sur le sérum recueilli sur tube sec ou le plasma recueilli sur héparine ou

® |l est conseillé d'éviter de traiter les échantillons hémolysés ou ayant subi plus d'une
décongélation.

® || faut séparer le plus rapidement possible le sérum ou le plasma du culot globulaire (dans
les 2 heures qui suivent le prélévement).

®» Le prélévement doit étre protégé de la lumiére, la bilirubine est photosensible.

® || faut s'assurer avant emploi que les réactifs et les échantillons sont a la température

ambiante pendant 10 a 20 minutes

¢) Transportet conservation :

Le prélevement doit étre protége de la lumiére. 1l peut étre conservé 8 heures a I'abri de la

lumiere a température ambiante comme il peut étre congelés a -20°C pendant 3 mois
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1.2. Matériel non biologique :

a) Equipements :
®» Centrifugeuse :

Principe :

La centrifugation est une technique qui utilise le principe de la force centrifuge pour
séparer les composants du sang en vue d’une analyse ultérieure. Le sang est récolté dans des
tubes a centrifugation qui sont ensuite placés dans la centrifugeuse. Pendant la centrifugation
certains composants du sang vont sedimenter et se déposer au fond du tube, ils sont ainsi séparés

du surnageant. La centrifugation se fait a 3000 tours /min pendant 5-10 min.
® Spectrophotométre :
Principe de I’appareil :

Un faisceau lumineux émis par une source lumineuse, traverse la cuve remplie par la
solution préparée (serum + reactif). Une partie de cette lumiere incidente est absorbée par les

molécules colorées (bilirubine), et est mesuree.

Soit une lumiere monochromatique traversant une solution absorbante de concentration connue

dans une cuve d’épaisseur 1.

Solution absorbante
Concentration C

[t
LUMIERE Incidente |5 Intensitd |
MATIQUE [ — = — —-
MONOCHRO TlQUE 1 FAISCEAL TRANSMIS

Trajet optique (1)
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Une partie de ce rayonnement sera absorbée par 1’échantillon et une partie sera transmise.

Bouguer, Lambert et Beer ont étudié les relations qui existent entre 10 et | : l'intensité d'une

lumiere Monochromatique traversant un milieu ou elle est absorbée décroit de facon

exponentielle, On obtient alors la relation connue sous le nom de loi de Beer-Lambert :

A=-logT=¢€IC

Eléments de base de [’appareil :

1.

2.

3.

Une source d’énergie (¢électricité).
Source lumineuse : son role est de fournir la radiation lumineuse.
Monochromateur destiné a éliminer les longueurs d’ondes non désirés.

La cuve ou récipient a échantillon, dans lequel la solution colorée est placée pour la

photométrie, il est d’épaisseur de 1 cm.

Détecteur : Cellule photoélectrique pour transformer 1’énergie lumineuse transmise en
énergie électrique pouvant étre mesurée. Le détecteur est relié a un enregistreur qui

permet de tracer un spectre d’absorption de I’échantillon analysé.

b) Matériel de laboratoire :

® Portoir en plastique : 90 trous.
® Des micropipettes : 50, 100, 500,1000 pml.

c¢) Consommable :

B Réactifs.
® Tubes secs de 5 ml.

®» Embouts jaunes et bleus.
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1. Méthodes :

11.1. Méthode JENDRASSIK-GROFT :
a) Principe :

C’est une méthode colorimétrique a point finale. La détermination de la bilirubine totale est
obtenue par la réaction avec 1’acide sulfanilique diazoté, en présence de caféine, qui conduit a la
formation d’un pigment azoique. La bilirubine directe est obtenue par la réaction précédente en
I’absence de cafeine.

b) Les réactions mise en jeu :

* Bilirubine totale :

HCI
Acide sulfanilique + Nitrite de sodium =i Acide sulfanilique diazoté
Caféine
Acide sulfanilique diazoté + BT i Azobilirubines
»* Bilirubine directe :
HCI

Acide sulfanilique + Nitrite de sodium E——— Acide sulfanilique diazoté
Acide sulfanilique diazoté + BD e Azobilirubines

c) Réactifs utilisés :

Réactifs Composition Concentration
Réactif 1 Acide sulfanilique 29 mmol/L
Acide chlorhydrique HCI 0.17 N
Reéactif 2 Nitrite de sodium 25 mmol/L
Réactif 3 Caféine 0.26 mol/L
Benzoate de sodium 0.52 mol/L
Réactif 4 Tartrate double de potassium et de sodium 930 mmol/L (175g/L)

NaOH 1.9N
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d) Conservation et Stabilité du réactif :

Conserver a température ambiante (<25 °C). Les composants du kit sont stable jusqu’a la date de
péremption indiqué sur I’étiquette. Les réactifs seront altérés si : Il existe une présence de
particules ou de turbidité.

e) Préparation des réactifs :

Tous les réactifs sont prés a 1’emploi.
f) Mode opératoire :
°Bilirubine totale :

1-Introduire dans les tubes a essai :

Tubes Témoin-essai Essali

Réactif 1 : Acide sulfanilique 100 pl 100 pl
Réactif 2 : Nitrite de sodium _ 50 pl
Réactif 3 : Caféine 500 pl 500 pl
Echantillon 100 pl 100 pl

2-Mélanger et incuber 10 a 15 min a température ambiante.(20-25 °C).

Réactif 4 : Tartrate double 500 pl 500 pl
3-Mélanger et incuber exactement 5 min.

4-Lecture :

v Longueur d’onde : 578 nm.
v Température : 37°C.
v’ Zéro de I’appareil : Blanc réactif.

v" Stabilité de la coloration : 1 heure minimum.

°Bilirubine directe :(BD)

1-Introduire dans les tubes a essai

Tubes Témoin-essai Essai
Réactif 1 100 pl 100 pl
Réactif 2 _ 50 pl
Eau physiologique 9% 1000 pl 1000 pl
Echantillon 100 pl 100 pl

2-Mélanger et incuber 5-10 min a température ambiante. (20-25°C).



3-Lecture :

v Longueur d’onde : 546 nm.
v" Température : 37°C.
v’ Zéro de I’appareil : blanc réactif.

g) Calculs:

o Bilirubine totale :
F 8T =108
Alors:

BT :(absorbance du blanc essai - absorbance de I’essai) x 108 = mg /L
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o Bilirubine directe :

On a calculé la concentration de la BD on utilisant I’étalon :

[BD] = Abs (A) échantillon —Abs(A) blanc échantillon * [Conc.étalon]
Abs(A) étalon —Abs(A) blanc étalon

*Si on veut exprimer le résultat en unité internationale :

mg/Lx1.71=pmol/ L

h) Performances caractéristiques de fonctionnement :

% Sensibilité comme limite de détection : 0.01mg/L.

7

% Linéarité : I’essai est linéaire jusqu’a 2.5mg/L.
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11.2. Méthode de DMSO :

a) Principe :

C’est une méthode colorimétrique a point finale. L’acide sulfanilique réagit avec le nitrite
de sodium pour donner de I’acide sulfanilique diazoté. En présence de diméthyle
sulfoxyde(DMSO), la bilirubine totale se couple avec 1’acide sulfanique diazoté pour donner

1’ Azobilirubines .le dosage de bilirubine directe se fait en 1’absence de DMSO.

b) Les réactions mise en jeu :

¥ Bilirubine totale :

HCI
Acide sulfanilique + Nitrite de sodium 2 Acide sulfanilique diazoté
Diméthylsulfoxyde (DMSO)

Acide sulfanilique diazoté + BT =0 Azobilirubines

¥ Bilirubine directe :

HCI

Acide sulfanilique + Nitrite de sodium == == Acide sulfanilique diazoté
Acide sulfanilique diazoté + BD === Azobilirubines

c) Réactifs utiliseés :

Réactifs Composition Concentration
Reéactif 1 : Acide sulfanilique 30 mmol/L
Bilirubine totale Acide chlorhydrique 150 mmol/L
Diméthylsulfoxyde 7 mmol /L
Réactif 2 : Acide sulfanilique 30_.mmol/l
Bilirubine directe Acide chlorhydrique 150 mmol/L
Réactif 3 Nitrite de sodium 20 mmol/L

Réactif 4 Etalon : BT /BD (62 pmol /L) (25 umol/L)
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d) Préparation des réactifs :
1-Préparation de solution de travail :
Mélanger :

e 20 vol de R1 avec 1vol de R3 (pour le dosage de BT)
e 20 vol de R2 avec 1vol de R3 (pour le dosage de BD).
e Lasolution est stable 6 heures a 20-25 °C ou 2 jours a 2-8 °C.

2-préparation de I’étalon :
o Reconstituer de lyophilisat R4 avec exactement 3 ml d’eau distillée.
o Attendre 15 min
o Compléter la dissolution du lyophilisat par retournement successive du flacon
o Les concentrations exactes sont indiquées sur chaque flacon
o La stabilité a I’obscurité apres reconstitution est de :
v' 2 joursa20-25 °C
v’ 4joursa2-8°C
v 6 semaines a -20°C

I1 est indispensable d’établir un facteur de calibration dans les conditions du laboratoire dés la
reconstitution de 1’étalon R4.

e) Mode opératoire :

°Bilirubine totale :

1. Introduire dans les tubes a essai :

Etalon Echantillon

Blanc Dosage Blanc Dosage
Etalon R4 50 pl 50 pl
Echantillon 50 pl 50 pl
Réactif R1 1ml 1ml
Solution de travail 1mi 1ml

(BT)

2. Meélanger et incuber exactement 5 min a4 37 C°

3. Lire a I’absorbance (A) de 1’étalon a 555 nm contre son blanc étalon.
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4. Lire a I’absorbance (A) de I’échantillon a 555 nm contre son blanc échantillon.

°Bilirubine directe :

1. Introduire dans les tubes a essai :

Etalon Echantillon
Blanc Dosage Blanc Dosage
Etalon R4 50 pl 50 pl
Echantillon 50 pl 50 pl
Réactif R2 1ml 1 mi
Solution de travail(BD) 1ml 1mi

2. Meélanger et incuber exactement 5 min a 37°C
3. Lire a I’absorbance (A) de I’étalon a 555 nm contre son blanc étalon

4. Lire a I’absorbance (A) de I’échantillon a 555 nm contre son blanc échantillon

f) Lecture:

v" Longueur d’onde : 555 nm.

v' Température : 37°C

v’ Zéro de I’appareil : blanc étalon ou blanc échantillon
g) Calculs:

[Bil. Tot .ou Di]= abs(A) échantillon * [Conc.étalon]

Abs(A) étalon

F = (Conc. Bilirubine Totale ou directe) étalon

Abs (étalon)- Abs (blanc étalon)
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Remarque :

e Diluer les échantillons de nouveau-nés ou tres ictériques au 1/5 dans une solution de
NaCl a9 g/L
e Sion veut exprimer le résultat en unité internationale SI :

mg/Lx1.71=pmol/ L

h) Performances analytiques :

% La limite de détection (bilirubine totale):2 mg /L -200 mg/L
% La limite de détection (bilirubine directe) :1 mg /-100 mg/L.

I11. Interférences analytiques:
1. Situation physiologique-habitude du patient :
Grossesse: diminution lors des 2 premiers trimestres

Traitements intercurrents : De nombreux médicaments ou leurs métabolites peuvent induire une

interférence analytique :

®» Les médicaments augmentant le taux de bilirubine :
v Rifampicine (qui colore aussi les urines),

v Diurétiques

B |es médicaments diminuant le taux de bilirubine :
v Aspirine
v" Phénobarbital

2. Facteurs liés a ’environnement :

Exposition a la lumiére et la température: la bilirubine se caractérise par sa tres grande sensibilité
a la photo oxydation par la lumiére (oxydation température dépendante) ce qui aboutit a sa

dégradation.
3. Facteurs liés a la manipulation :

L’hémolyse : I’éclatement des globules rouges et la libération de leur contenu dans le plasma
augmente la concentration des métabolites d’origine intra-érythrocytaire dont I’hémoglobine qui

a une interférence optique avec la bilirubine
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4. Les patients d’age extréme :

Les nouveau-nés : les valeurs de référence sont différentes de celles des adultes du fait de
I’immaturité enzymatique et de I’hémolyse physiologique aux premiers jours de la vie. Donc le
taux de bilirubine augmente 24 & 48 heures aprés la naissance, avec un pic maximal aux 3e-4e

jours suivi d'une diminution rapide et d'une disparition vers le 10e jour

IVV. Valeurs de références :

Chez I’adulte :
Taux Physiologique
BILIRUBINE TOTALE 10 mg/L 17.1umol/L
BILIRUBINE DIRECTE 3.5 mg/L 6umol/L
(Bruno Baudin, 2017)
Les variations chez le nouveau-né : (bilirubine totale)
mg/L pmol/L mg/L umol/L
Jourl 20-60 34-103 10-80 17-136
Jour2 60-100 103-171 60-120 103-205
Jour3-jour5 40-80 68-136 100-140 171-239

Variations pathologiques :

Coloration des conjonctivites a 30 50
partir de :
Coloration de la peau 60 100
A partir de :
Ictere nucléaire 200 340
A partir de :

(Denis D ,1994)




| 59

V. Logiciel et Tests statistiques utilisés :

A. Les tests statistiques :

A.1.Test de student T :

Le test de student T s'applique lorsque 1'objectif de 1’étude est de comparer deux moyennes
entre elles

® Condition d’application :
Les distributions des populations d’ou sont issus les échantillons doivent étre normaux.

Les variances des deux populations d’ou sont issus les échantillons doivent étre supposées égales
(réaliser le test de Fischer — snedecor pour le prouver)

®» Hypothése :

L’hypothése nulle HO s’écrit { pl = p 2 } tandis que I’hypothése alternative H1 prend la forme {
pl # u2 } pour un test bilatéral et { pl <pu 2 } ou { pl > p2 } en fonction des renseignements
préalables dont on dispose dans le cas d’un test unilatéral (Jean Agneray,2000)

= Estimation :
e ul de la population 1 est estimé par m1 de 1’échantillon 1.
e 12 de la population 2 est estimé par m2 de 1’échantillon 2.

Une fois prouvé 1’égalité des variances, on peut calculer la variance commune :

S2=(n1-1) S21 + (n2-1) S22
nl+n2-2

® Paramétre T du test : il est détermine & partir de la formule suivante

T = ml-m2

\ (s?*/n1+ s?/n2)
A.2.Test de Fisher Snedecor F:

Test de I'hnomogéneité des variances dans le cas ou le test concerne des variances d'échantillons
calculées sur des nombres différents d'individus. .

® Conditions d’application :

Les distributions doivent étre normales dans les deux populations d’ou proviennent les deux
échantillons.


https://www.amazon.fr/Jean-Agneray/e/B00DPT58W8/ref=dp_byline_cont_book_1
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®» Hypothése :
L’hypothése nulle HO s’écrit {61 = 2} tandis que I’hypothese alternative H1 prend la forme

{ 01 # 062 } pour un test bilatéral et { 61 > 02 } en fonction des renseignements préalables dont
on dispose dans le cas d’un test unilatéral (Jean Agneray,2000)

® Estimation :

o1 de la population 1 est estimé par S1 de 1’échantillon 1.
02 de la population 2 est estimé par S2 de I’échantillon 2.

® Paramétre du test : F= S21/S22 Ou F=S522/8521

(La plut grande variance sur la plus petite)
E===> Pour que le test F soit vérifié, la valeur du paramétre ne doit pas dépasser 3.02

A.3. Test de corrélation :

& Le coefficient r de corrélation linéaire :

L’intensité de la liaison entre les deux variables X et Y dans I’échantillon est évaluée au moyen
d’un indice, appelé coefficient r de corrélation linéaire de Pearson

Ce coefficient posséde des propriétés intéressantes :

- Savaleur est indépendantes des unités dans lesquelles s’expriment X et Y

- Il prend ses valeurs dans I’intervalle [-1 ; +1]

- r_+ 1 correspond a un cas extréme: les n points expérimentaux sont parfaitement
alignés.la liaison linéaire entre X et Y est parfaite : elle est dite fonctionnelle.

- Plus r est proche de +1, plus les variables sont corrélées positivement ce qui signifie qu’a
des valeurs élevées de X (ou Y) correspondent, en moyenne, des valeurs élevées de Y (ou
X) et vice versa pour des valeurs faibles .plus r est proche de -1, plus les variables sont
corrélés négativement ce qui signifie qu’a des valeurs élevées de X (ou Y) correspondent,
e n moyenne, des valeurs faibles pour Y (ou X).

- Plus rest proche de 0, plus la liaison entre X et Y (si elle existe) est faible

B. Logiciel StatistcalO :

STATISTICA : est un systeme complet et intégré d'analyse des données, de représentation
graphique, de gestion de bases de données, et de developpement d'applications personnalisées,
offrant une large gamme de procédures élémentaires ou avancées pour les sciences, le data
mining, les affaires et les applications industrielles.

But : faire une corrélation linéaire entre les deux methodes : méthode de DMSO et méthode
jendrassik —groft


https://www.amazon.fr/Jean-Agneray/e/B00DPT58W8/ref=dp_byline_cont_book_1
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CHAPITRE Il : résultats

A. Résultat -
I. Etude épidémiologique :

I.1.Répartition de la population en fonction de l’dge :

Notre population, sont des nouveau-nés viennent du service de prévention de « Hassiba
Benbouali » qui sont agés de 24-48 h.

1.2.Réparation en fonction du sexe :

Secteur | : représentant la répartition de 114 nouveau-nés ictériques en fonction du sexe.

La répartition selon le sexe montre une prédominance masculine avec un pourcentage de 61%
pour Les gargons, et 39 % pour les filles et un ratio de 1.59.

1. Etudes statistiques :

Pour apprécier la répétabilité et la reproductibilité des deux méthodes, on a procéder a les étudier
selon les critéres de standardisation.

L’étude de la répétabilité : L’essai de la répétabilite a été réalisée sur deux niveau de
concentration (niveau | et niveau Il), en réalisant 30 mesures de chaque niveau en une seule
série, simultanément pour les deux techniques (technique au DMSO et technique jendrassik-
groft caféine).

L’étude de la reproductibilité a été réalisee sur des sérums de contréle a deux niveaux de
concentration a raison d’un passage quotidien de 5 jours consécutifs.
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I11.1.Controle niveau | :
A. Bilirubine totale avec les deux méthodes :

A.1.Etude de la répétabilité : pour évaluer la répétabilité des deux méthodes, on a calculé les

coefficients de variations pour les deux méthodes.

Méthode DMSO Méthode Jendrassik-Groft

Coefficient de variation % 7.13 5.45

Le coefficient de variation de la méthode Jendrassik-Groft (5.45%) est plus faible que le
coefficient de variation de la méthode au DMSO. (7.13%0)

A.2.Etude de reproductibilité : pour évaluer la reproductibilité des deux méthodes, on a calculé
la variance chaque jour et la variance moyenne de 5 jours et le coefficient de variation pour les

deux méthodes

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour 5 | Var moyenne CV%
Méthode DMSO 0.66 0.3 1.86 0.16 1.36 0.868 5.1
Méthode Jendrassik- 2.16 0.4 1.67 2.3 0.66 1.438 5.01
Groft
A.3.Résultats des paramétres statistiques :
23.63

25

20

Méthode Bilirubine totale 1s

Moyenne 10
Méthode DMSO 18.23

Méthode jendrassik 23.63 ’

MOYENNEBT

M Méthode DMSO M Méthode jendrassik

Tableau I /Histogramme | : Représentant les moyennes de la bilirubine totale dosées par
les deux méthodes en réalisant 30 mesures sur des serums de contréle niveau I.
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La moyenne de la bilirubine totale de contrdle niveau | dosée par la méthode Jendrassik (23.63)
est plus élevée que celle dosé par la méthode DMSO. (18.23).

Pour appliquer les tests statistiques nécessaires, on a calculé les parametres suivants :

30 30

1.7 1.68
18.23 23.63

1.3 1.29

A.4.Résultats des tests statistiques :

I.  Test F de Fischer Snedecor:
L Paramétre du test s==—=> | F= S?1/S22  |ou| F=S?22/$21 | alors: F =1.008

D’aprés la table de F :
Avec 0.=0.05 F <3.02 alors ona:1.008<3.02, il y a égalité des variances donc : test F vérifié

ii. TestT destudent:

& Onapplique test T :

. , , e . . . 2=
Une fois prouvés I’égalité des variances, on peut calculer la variance commune S? : '+ 5°=1.695

T= ml-m2
% Paramétre du test =—> v (s?/nl+ s?/n2) p—

D’aprés la table de student : & a = 0.05, le test T0.05=1.96 (voir annexe n° VII )
Lorsque Tc=16.36 > To=1.96, on constate que la différence est significative, les 2 populations

ont des moyennes différentes donc les deux méthodes sont différentes.
iii.  La Corrélation linéaire :

En utilisant le logiciel STATISTICALO, on a arrivé a effectuer une corrélation linéaire entre les

deux méthodes.
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i . i i X: BT(dmso)
Scatterplot: BT (dmso) vs. BT (jendrassik) (Casewise MD deletion N=30
Mean = 18,233333

BT (jendrassik) = 22,685 + ,05199 * BT (dmso) Std.Dv. = 1,304722
M_ax.—Z0,000000
Correlation: r =,05220 Min. = 16,000000
: BT(jendrassik
20 T T T . T — . . . Y E‘I':(erz) rassik)
Mean = 23,633333
Std.Dv. = 1,299425
10 } Max. = 27,000000
Min. = 21,000000
0
28
27 ¢ o
26 o ] a
@ Fe---ao_____ - ==
S 24 } o o T T T o -~~~ o o
g
E 23 | PR < E e o T T T T T O T Q __ 1 e
22f o 5 s
21 o O
15,5 16,0 16,5 17,0 17,5 18,0 18,5 19,0 19,5 20,0 20,5 O 10 20

0,95 Conf.Int.
BT (dmso)

Le graphe présente une discordance des points du nuage, avec un coefficient de corrélation :

B. Bilirubine directe par les deux méthodes :

B.1. Etude de la répétabilité : pour évaluer la répétabilité des deux méthodes, on a calculé les
coefficients de variations pour les deux méthodes.

Méthode au DMSO Méthode Jendrassik-Groft

Coefficient de variation % 19.49 12.69

Le coefficient de variation de la methode Jendrassik-Groft (12.69%) est plus faible que le
coefficient de variation de la méthode au DMSO (19.49%).
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B.2.Etude de reproductibilité : Pour évaluer la reproductibilité des deux méthodes, on a calculé
la variance chaque jour et la variance moyenne de 5 jours et le coefficient de variation pour les

deux méthodes :

VARIJ1 | VARJ2 | VARJ3 | VARJ4 | VAR J5 | VAR moyenne CV%

Méthode DMSO 0.26 0.3 1.06 0.66 0.8 0.616 17.8

Méthode Jendrassik- 0.3 0.16 0.16 0.8 0.26 0.336 6.86
Groft

B.3. Résultats des parameétres statistiques :

9
8

Méthode Bilirubine directe Z

Moyenne Z
Méthode DMSO 4.36 3
Meéthode jendrassik-groft 8.43 i
0

MOYENNEBD

EMéthode DMSO B Méthode jendrassik

Histogramme Il /Tableau Il : représentant les moyennes de la bilirubine directe dosées
par les deux méthodes en réalisant 30 mesures sur des sérums de contréle niveau I.

La moyenne de la bilirubine totale dosée par la méthode jendrassik (8.43) est plus élevée que
celle dosé par la méthode DMSO. (4.36).

-Pour appliquer les tests statistiques nécessaires, il doit calculer les parametres statistiques

suivants :

30 30
4.36 8.43
0.72 1.15
0.85 1.07
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B.4.Reésultats des tests statistiques:

i. Test F de Fischer Snedecor :

L Paramétre dutest =—> | F= 21 /522 ou | F=522/s2 |alors: F=1.59

D’apres la table de F :

Avec 0.=0.05 F<3.02 alorsona : 1.59<3.02, il y a égalité des variances donc : test F verifie.

ii. Test T destudent:

& On applique test T :

Une fois prouvés 1’égalité des variances, on peut calculer la variance commune S?:  $?=0.936

% Paramétre du test =—> T\% 2) -m
s/ml+ s“/n

D’aprés la table de student : & a = 0.05, le test T0.05=1.96 (voir annexe n° VII )
Lorsque Tc=16.94 > To=1.96, on constate que la différence est significative, les 2 populations

ont des moyennes différentes donc les deux méthodes sont différentes.

iii. Lacorrélation linéaire :

En utilisant le logiciel STATISTICAS, on a arrivé a effectuer une corrélation linéaire entre les
deux méthodes.



Scatterplot: BD(dmso) vs. BD(jendrassik) (Casewise MD deletion N = 30
BD(jendrassik) = 7,7599 + ,15421 * BD(dmso) Std.Dv. = 0,850287

20

Correlation: r=,12224
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X: BD(dmso)
Mean = 4,366667

Max. = 6,000000
Min. = 3,000000

Y: BD(jendrassik)

N =30

Mean = 8,433333
Std.Dv. = 1,072648
Max. = 11,000000
Min. = 7,000000

11,5
11,0 ¢ o
10,5 ¢
_. 10,0} fe) o
é -~
w 95t -
3 L T
g 9,0 F ~e-—______ o __- -0 1
5 85 ’//
80 F o B O - —— o 1
7,5 1 /—’—__r’ -
70F° o
6,5 i i i i i i i i
2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5 0 10 20
0,95 Conf.Int.

BD(dmso)

D’apres I’observation graphique de cette corrélation, le nuage des points présente une courbure
prononcée. Avec un coefficient de corrélation :

11.2.Controle niveau 11 :

A. Bilirubine totale par les deux méthodes :

A.l.étude de la répétabilité : pour évaluer la répétabilité des deux méthodes, on a calculé les
coefficients de variations pour les deux méthodes.

Méthode au DMSO

Méthode Jendrassik-Groft

Coefficient de variation %

8.84

7.94

Le coefficient de variation de la méthode Jendrassik-Groft (7.94%) est plus faible que le
coefficient de variation de la méthode au DMSO (8.84%).
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A.2.étude de la reproductibilité : Pour évaluer la reproductibilité des deux méthodes, on a
calculé la variance chaque jour et la variance moyenne de 5 jours et le coefficient de

variation pour les deux méthodes :

VARIJ1 | VARIJ2 | VARIJ3 | VARIJ4 | VAR J5 | VAR moyenne CV%

Méthode DMSO 10.96 40.26 15.76 3.76 1.36 3.79 7.45

Méthode Jendrassik- 0.96 42.56 78.26 7.36 8.66 5.24 7.65
Groft

A.3. Résultats des paramétres statistiques :

Méthode Bilirubine totale
Moyenne
Méthode DMSO 50.86
Méthode Jendrassik —-Groft 68.43

MOYENNE BT

M méthode DMSO M méthode jendrassik

Histogramme 111 /Tableau I11: représentant les moyennes de la bilirubine totale dosé par
les deux méthodes en réalisant 30 mesures sur des sérums de controle niveau I1.

La moyenne de la bilirubine totale dosée par la méthode jendrassik (68.43) est plus élevée que
celle dosé par la méthode DMSO (50.86).
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Pour appliquer les tests statistiques nécessaires, on doit calculer les parametres statistiques

suivants :

30 30
50.86 68.43
20.32 29.7

4.5 5.44

A.4.Résultats des tests statistiques:

i. Test F de Fischer Snedecor :

% Paramétre dutest =—> @ F= S1/822 | oy F=522/S1 | alors : F=1.46
D’apreés la table de F :
Avec 0. =0.05 F <3.02 alorsona: 1.46<3.02,il y a égalité des variances donc : test F verifié

ii. TestT destudent:

& On applique test T :

. , , . r . . 2_
Une fois prouvés 1’égalité des variances, on peut calculer la variance commune S? : S°=25

T= mi—m2

% Paramétre du test =—> 7 6mar $2/n2) = T-13.6

D’aprés la table de student : a o = 0.05, le test T0.05= 1.96 (voir annexe N° VII)
Lorsque Tc=13.6> To=1.96, on constate que la différence est significative, les 2 populations ont

des moyennes différentes donc les deux méthodes sont différentes.

iii. Lacorrélation linéaire :

En utilisant le logiciel STATISTICAL0, on a arrivé a effectuer une corrélation linéaire entre les

deux méthodes.
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Scatterplot: BT(dmso) vs. BT (jendrassik) (Casewise MD deletion) | * pr&ns®

BT(jendrassik) = 81,918 - ,2651 * BT(dmso) e

Correlation: r = -,2193 Max. = 57,000000
Min. = 41,000000

Y: BT(jendrassik)

N =230

Mean = 68,433333
4+ E Std.Dv. = 5,449982
Max. = 74,000000

0 i . ) H H i H , I Min. = 50,000000

80

BT(jendrassik)

45

Q

40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 0 A
0,95 Conf.Int.

BT(dmso)

D’aprés 1’observation graphique de cette corrélation, le nuage des points présente une courbure
prononcée. Avec un coefficient de corrélation :

B. La bilirubine directe par les deux méthodes :

B.1.Etude de la répétabilité : pour évaluer la répétabilité des deux méthodes, on a calculé les

coefficients de variations pour les deux méthodes.

Méthode DMSO Méthode Jendrassik-Groft

Coefficient de variation % 9.79 10.29

Le coefficient de variation de la méthode au DMSO (9.79%o) est plus faible que le coefficient de
variation de la méthode Jendrassik-groft (10.29%)
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B.2.Etude de reproductibilité : Pour évaluer la reproductibilité des deux méthodes, on a calculé
la variance chaque jour et la variance moyenne de 5 jours et le coefficient de variation pour les

deux méthodes :

VARJ1 | VARJ2 | VARJ3 | VARJ4 | VARJ5 | VAR moyenne | CV%

Méthode DMSO 0.66 1.1 2.16 2.16 0.7 1.16 9.03

Méthode jendrassik- 0.66 6 0.66 1.06 1.36 1.39 7.65
groft

B.3.résultats des parameétres statistiques :

Méthode Bilirubine directe
Moyenne
Méthode DMSO 12.46
Meéthode jendrassik-groft 18.16

MOYENNEBD

@meéthode DMSO  mméthode jendrassik

Histogramme 1V /Tableau 1V: représentant les moyennes de la bilirubine directe dosées par les
deux méthodes en réalisant 30 mesures sur des sérums de contrdle niveau I1.

La moyenne de la bilirubine totale dosée par la méthode jendrassik (18.16) est plus élevéee que

celle dosé par la méthode au DMSO (12.46)

Pour appliquer les tests statistiques necessaires, on doit calculer les paramétres statistiques

suivants :

30 30
12.46 18.16
1.49 3.52
1.22 1.87
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B.4.Reésultats des tests statistiques :

i. Test F de Fischer Snedecor :

% Paramétre du test s==—=> | F= S1/5% ou | F=S2/541 alors : F=2.36

D’apres la table de F :
Avec 0.=0.05 F <3.02 lorsque : 2.36<3.02, il y a égalité des variances donc : test F vérifié

ii. TestT destudent:

& On applique test T :

. , , o, . . 2_
Une fois prouvés 1’¢égalité des variances, on peut calculer la variance commune S? : S7=2,5

T= mi—m2

% Paramétre du test —> J (s/n1+ s2/n2) s——> T=13.96

D’aprés la table de student : & a = 0.05, le test T0.05=1.96 (voir annexe N°VII )
Lorsque Tc=13.96> Ta=1.96, on constate que la différence est significative, les 2 populations
ont des moyennes différentes donc les deux méthodes sont différentes.

iii. La corrélation linéaire :

En utilisant le logiciel STATISTICALO, on a arrivé a effectuer une corrélation linéaire entre les

deux méthodes.



BD(jendrassik)
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Scatterplot: BD(dmso) vs. BD(jendrassik) (Casewise MD deletion
BD(jendrassik) = 16,541 + ,13037 * BD(dmso)
Correlation: r =,08503
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X: BD(dmso)
N =30
Mean = 12,466667
Std.Dv. = 1,224276
Max. = 15,000000
Min. = 9,000000

Y: BD(jendrassik)
N =30
Mean = 18,166667
Std.Dv. = 1,876963
Max. = 21,000000
Min. = 15,000000

o o ;
~
/”
_ o o o _.o©
\~‘~\ —”’
o o To~~._0__-02-" 0

—— o -
-

/-
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BD(dmso)

10 20
0,95 Conf.Int.

L’observation graphique montre qu’il y a une courbure prononcée du nuage des points, avec un

coefficient de corrélation égal a:

11.3.Population témoin :

On a procéder au dosage de la bilirubine totale et directe par les deux méthodes chez une

population témoin constituée de 34 personnes saines dont les valeurs des bilirubines sont dans

I’intervalle de normalité.

On a appliqué les tests statistiques sur cette population pour comparer les deux meéthodes

lorsque les valeurs des bilirubines sont normales.



| 74

A. Bilirubine totale par les deux méthodes :

A.1.Etude des parametres statistique :

Méthode Bilirubine totale

Moyenne
Méthode DMSO 2.2
Méthode Jendrassik-Groft 3.79

MOYENNE BT

M méthode DMSO M Méthode jendrassik

Histogramme V /Tableau V : représentant les moyennes de la bilirubine totale dosées par
les 2 méthodes chez 34 sujets sains.

Les valeurs de la bilirubine totale appartiennent a 1’intervalle de la normalité <10mg/L selon les
deux méthodes, mais la moyenne de la bilirubine dosée par la méthode Jendrassik-Groft (3.79)

est plus élevée par rapport a la moyenne trouvée (2.2) par la méthode au DMSO.

Pour appliquer les tests statistiques nécessaires, on doit calculer les parameétres statistiques

suivants :

Parameétre statistique Méthode DMSO Méthode Jendrassik-Groft

I R I
Ve |
Fartype | [

A.2.Résultats des tests statistiques :

i. Test F de Fischer Snedecor:

Y Paramétre dutest =—=> F= S4/S2 1oy | F=S2/S1 |ors: F=2.02
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D’apres la table de F :
Avec 0.=0.05 F <3.02 lorsque : 2.02<3.02, il y a égalité des variances, donc : test F verifie.

ii. TestT destudent:

& On applique test T :

Une fois prouvés 1’égalité des variances, on peut calculer la variance commune S? : $2=1.25

T= ml-m2

% Paramétre du test =—> J (/n1+ s¥/n2) => T=9.35

D’aprés la table de student : & a = 0.05, le test T0.05= 1.96 (voir annexe N°VII)
Lorsque Tc=9.35> Ta=1.96, on constate que la différence est significative, les 2 populations ont

des moyennes différentes donc les deux méthodes sont différentes
iii. Lacorrélation linéaire :

En utilisant le logiciel STATISTICAL0, on a arrivé a effectuer une corrélation linéaire entre les

deux méthodes.

Scatterplot: BT(dmso) vs. BT (jendrassik) (Casewise MD deletion) | * prgr>

BT(jendrassik) = 1,9776 + 1,0502 * BT(dmso) o 2 7

Correlation: r = ,52790 Max. = 5,000000
Min. = 1,000000

20

Y: BT(jendrassik)
N =234
Mean = 4,294118
Std.Dv. =1,817914
Max. = 8,000000
Min. = 1,000000

10 ¢

BT(jendrassik)

OOHI\)O\JLU'IO\IOOOO

S5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 550 o 20
0,95 Conf.Int.
BT(dmso)
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Le graphique montre que les ponts se regrouper sous forme d’un nuage plus au moins allongé

avec presence de quelques points isolés un coefficient de corrélation égal a : -

B. Bilirubine directe par les deux méthodes :

B.1. étude des parameétres statistiques :

Méthode Bilirubine
directe
Moyenne
Méthode DMSO 1.35
Méthode jendrassik 1.74

MOYENNEBD

@ méthode DMSO B Méthode jendrassik

Histogramme VI/Tableau VI : représentant les moyennes de la bilirubine directe
dosees par les 2 méthodes chez 34 sujets sains

Les valeurs de la bilirubine directe appartiennent a I’intervalle de la normalité <4mg/L selon les
deux méthodes, mais la moyenne de la bilirubine dosée par la méthode jendrassik-groft (1.74) est

plus élevée par rapport a la moyenne trouvée par la méthode au DMSO (1.35).

Pour appliquer les tests statistiques nécessaires, on doit calculer les parameétres statistiques
suivants :

34 34
1.35 1.74
0.23 0.18

0.48 0.43
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A.2.Résultats des tests statistiques :

i. Test F de Fischer Snedecor:

Y Paramétredutest s=—=> F= S?1/822 | oy F=S22/S1 | alors: F=1.27
D’aprées la table de F :
Avec a=0.05 F <3.02 lorsque : 1.27<3.02, il y a égalité des variances, donc : test F vérifié
ii.  TestT destudent:

& On applique test T :

Une fois prouvés 1’égalité des variances, on peut calculer la variance commune S? : §?=0.2
. T= ml-m2
% Paramétre du test —> \ (s¥/nl+ $2/n2) s> ( T=2.27

D’aprés la table de student : a o= 0.05, le test T0.05=1.96 (voir annexe n°VII)
Lorsque Tc=2.27> Ta=1.96, on constate que la différence est significative, les 2 populations ont
des moyennes différentes donc les deux méthodes sont différentes.

iii. Lacorrélation linéaire :

En utilisant le logiciel STATISTICALO, on a arrivé a effectuer une corrélation linéaire entre les
deux méthodes.
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Scatterplot: BD(dmso) vs. BD(jendrassik) (Casewise MD deletion) | * n=gp>"
BD(jendrassik) = 2,0714 + ,33117 * BD(dmso) L
Correlation: r = ,16064 Max. = 2,000000
Min. = 0,000000
& Y: BD(jendrassik)
N =234
Mean = 2,500000
20t . Std.Dv. = 1,080123
Max. = 5,000000
‘ \'\ Min. = 1,000000
o 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
5,5
50} o
45t
40t o o
=
? 35}
©
T 30}
S
S 25}
)
20 |
15¢
1,0 fp o o
0,5 '

AN

-0,2 00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 220 n
0,95 Conf.Int.

BD(dmso)

D’aprés la représentation graphique, le nuage des points présente une discordance prononcée

avec un coefficient de corrélation égal a :



111.4.Population malades :
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A. La bilirubine totale par les deux méthodes :

A.l. étude des parameétres statistiques :

Méthode Bilirubine totale
Moyenne
Méthode DMSO 51.96
Méthode Jendrassik-Groft 69.62

MOYENNEBT

M méthode DMSO M méthode jendrassik

Histogramme V11 /Tableau V11 : représentant les moyennes de la bilirubine totale par
les 2 méthodes chez 114 nouveau-nés ictériques

La moyenne de la bilirubine totale dosée par la méthode jendrassik (69.62) est plus élevée que
celle dosé par la méthode de DMSO. (51.96).

Pour appliquer les tests statistiques nécessaires, on doit calculer les parametres statistiques

suivants ;

Paramétre statistique Méthode au DMSO Meéthode jendrassik-groft

T I
0 00 55 G52
L BB TSR
 Eoe [
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A.2.Résultats des tests statistiques :

I.  Test F de Fischer Snedecor:
Y Paramétredutest s=—=> F= S?1/822 1oy | F=522/3%1 | alors: F= 1.63

D’aprées la table de F :

Avec a=0.05 F <3.02 lorsque : 1.63<3.02, il y a égalité des variances, donc : test F verifié

ii. TestT destudent:

& Onapplique test T :

Une fois prouvés I’égalité des variances, on peut calculer la variance commune S* : | ¢2-1102.
. T= ml—-m2
% Paramétre du test —> V (¥/n1+ /n2) > I— T=4.01

D’aprés la table de student : & a = 0.05, le test T0.05= 1.96 (voir annexe N°VII)
Lorsque Tc=4.01> Ta=1.96, on constate que la différence est significative, les 2 populations ont

des moyennes différentes donc les deux méthodes sont différentes.

iii. Lacorrélation linéaire :

En utilisant le logiciel STATISTICAL0, on a arrivé a effectuer une corrélation linéaire entre les

deux méthodes.



BT(jendrassik)

Scatterplot: BT(dmso) vs. BT(jendrassik) (Casewise MD deletion)

BT(jendrassik) = 29,849 + ,76540 * BT(dmso)
Correlation: r = ,59880
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X: BT(dmso)
N =114
Mean = 51,964912
Std.Dv. = 28,931084
Max. = 147,000000

Y: BT(jendrassik)
N =114

Std.Dv. = 36,980

180

Min. = 10,000000

Mean = 69,622807

Max. = 150,000000
Min. = 14,000000

117

160
140
120
100

I

40 60

BT(dmso)

100 120 140 160 180 O

AN

al
0,95 Conf.

Int.

La présentation graphique montre que les points se regrouper sous forme d’un seul nuage plus au
moins allongée, en présences de quelques points isolés, avec un coefficient de corrélation égal a :

B. Bilirubine directe par les deux méthodes :

B.1.étude des parametres statistiques :

10
Méthode Bilirubine 8
directe
Moyenne 6
Méthode DMSO 6.31 A
Méthode Jendrassik-Groft 9.03
2

y

MOYENNEBD

M méthode DMSO  Eméthode jendrassik

Histogramme V11 /Tableau VII : représentant les moyennes de la bilirubine directe

dosées par les 2 méthodes chez 114 nouveau-nés ictériques.
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La moyenne de la bilirubine totale dosée par la méthode jendrassik-groft (9.03) est plus élevée
que celle dose par la méthode au DMSO (6.31).

Pour appliquer les tests statistiques necessaires, il est nécessaire calculé les parametres statistique

suivants :

114 114
8.99 6.31
50.38 22.73
7.09 4.76

B.2.Résultats des tests statistiques :
i.  Test F de Fischer Snedecor:

Y Paramétredutest =—=> | F= S1/82 | oy | F=S22/S% | glors: F=2.21
D’apres la table de F :

Avec 0.=0.05 F <3.02 lorsque : 2.21 <3.02, il y a égalité des variances donc : test F vérifié

ii. TestT destudent:
& Onapplique test T :

. r r L . . 2_
Une fois prouvés 1’égalité des variances, on peut calculer la variance commune S? : 57=36.5

% Parameétre du test =—> T= ml-m2 > a— T=3.34

D’aprés la table de student : & o = 0.05, le test T0.05=1.96 (voir annexe N°VII )
Lorsque Tc=3.34> Ta=1.96, on constate que la différence est significative, les 2 populations ont
des moyennes différentes donc les deux méthodes sont différentes.



iii. Lacorrélation linéaire :

En utilisant le logiciel STATISTICAL0, on a arriveé a effectuer une corrélation linéaire

deux méthodes.

Scatterplot: BD(dmso) vs. BD(jendrassik) (Casewise MD deletion)

BD(jendrassik) = 2,9246 + ,96056 * BD(dmso)

100

Correlation: r =,64521

=<

X: BD(dmso)

N=114

Mean = 6,315789
Std.Dv. = 4,767730
Max. = 29,000000
Min. = 1,000000

: BD(jendrassik)

N=114

Mean = 8,991228
Std.Dv. = 7,097919
Max. = 64,000000
Min. = 1,000000

80
70
60 f

50

BD(jendrassik)

15 20 25

BD(dmso)

30

350

[ 100

‘_n
0,95 Conf.Int.
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entre les

La présentation graphique montre que les points se regrouper sous forme d’un seul nuage plus au

moins allongée, en présence de quelques points isolés, avec un coefficient de corrélation égal a :
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B. Discussion :

Avant d’entamer la discussion, il est impératif de rappeler I’importance du dosage de la
bilirubine chez le nouveau-né, vu que c’est la population la plus exposée a des valeurs élevées de
la bilirubine due a plusieurs causes, parmi lesquelles I’ictere physiologique qui est di a

I’immaturité hépatique ce qui compromet la destinée normale de la bilirubine.

La bilirubine est en fait glucuronoconjuguée par la bilirubine UDP glucuronosyltransferase

(BGT), cette enzyme n'est mature qu'a partir de I'dge de 3 mois (Myara, 2003).

Cette immaturité entraine une augmentation de la concentration de la bilirubine indirecte qui est
une molécule potentiellement toxique en raison de sa liposolubilité, en effet elle se fixe sur les

noyaux gris centraux si sa capacité de transport par lI'albumine est dépassée (Myara ,2003).

Le risque principal d’une hyperbilirubinémie non conjuguée est donc la survenue d’une
encéphalopathie bilirubinique ou « ictére nucléaire », conduisant parfois a de graves séquelles
neurologiques (surdité, retard intellectuel).

Differentes méthodes (méthode par oxydation, méthode par spectrométrie directe, méthodes par
diazoréaction) existent sur le marché permettent de mesurer la concentration de la bilirubine
afin d’apprécier I’intensité de 1’ictére et d’en préciser 1’étiologie par la distinction des formes

conjuguées et non conjuguées de la bilirubine.

L’Objectifs de notre travail est de Comparer deux réactifs de dosage de la bilirubine, qui utilisent
deux accélérateurs différents, la caféine comme accélérateurs de la méthode Jendrassik-Groft et
le Diméthylsulfoxyde comme accélérateurs de la deuxieme méthode en étudiant la répétabilité

et la reproductibilité des deux réactifs.

L’age de la population étudiée est compris entre 24-48 h, avec une prédominance masculine

évidente (61 % pour les garcons et un pourcentage de 39% pour les filles)

Ce ci peut étre expliqué par le nombre majoritaire des garcons durant la période de notre étude

et ne refléte pas 1’exposition spécifique du sexe masculin a I’ictére.

A fin de permettre la validation des deux méthodes, on a commencé par 1’é¢tude de la répétabilité

et de la reproductibilité des deux réactifs ( Gobert de Paepe E ,2007).

L’étude de la répétabilité a permis de démontrer que la méthode Jendrassik-Groft est plus
répétable pour la bilirubine totale et ce quelque soit le niveau de contrdle utilisé (contréle

niveau 1 et contréle niveau 2).
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En effet le coefficient de variations avec la méthode Jendrassik-groft est égal a 5.45 % alors

qu’il est égal a 7.13 % avec la méthode DMSO pour le contréle niveau I.

Pour le contrdle niveau II qu’il est de 7.94 % avec la méthode jendrassik et 8.84 % avec la
méthode DMSO (Gobert de Paepe E ,2007).

Concernant la bilirubine directe, la méthode jendrassik est également plus répétable pour le
contréle niveau | (CV 12.69% pour jendrassik et 19.49% pour la DMSO), alors que pour le
contréle niveau Il le contraire est observé (CV=10.29 % pour Jendrassik et CV=9.79 % pour
DMSO). Ce résultat peut étre expliqué par une erreur lors de la préparation d’un des réactifs de
jendrassik (en effet tous les réactifs de cette méthode sont préparés manuellement au niveau du
laboratoire) soit par une mauvaise conservation des réactifs, ou bien méme une erreur lors de la

manipulation et de la lecture par le spectrophotometre.

e [L’étude de la reproductibilité a montré des coefficients de variation de la bilirubine totale
presque égaux pour les deux méthodes et ce quelque soit le niveau de controle utilisé (5.1%
pour la méthode DMSO, 5.01% pour la méthode Jendrassik-Groft pour niveau | et 7.45 % Pour
la méthode DMSO et 7.65 % la méthode Jendrassik-Groft pour le contréle niveau I1).

Donc les deux méthodes sont reproductibles avec les deux types de réactifs pour la bilirubine

totale.

L’étude du coefficient de variation de la bilirubine directe a retrouvé une valeur faible avec la
méthode jendrassik par rapport a la méthode DMSO (pour le contréle niveau | : CV=6.68% par
la jendrassik et CV= 17.8% par la DMSO et pour le contrdle niveau Il CV= 7.65% par la
jendrassik et CV=9.03% par la DMSO). Vu que les accélérateurs ne sont pas impliqués dans les
2 analyses, ce ci peut étre également expliqué soit par des erreurs pré-analytiques ou

analytiques.

e Les résultats des tests statistiques par 1’utilisation de test de student et Fischer qui
permettent de comparer les deux réactifs ont permis de retrouver une différence significative

entre les deux réactifs pour les 114 nouveau-nés.

Cette différence a été confirmée lorsque ces tests ont été appliqués sur une population témoin
dont le taux de la bilirubine totale et directe sont normaux mais également sur les deux types de

population de contréle (niveau I et niveau I1).
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En effet la valeur du parameétre T du test de student est supérieure a Ta=1.96 (voir
annexe n° VII) pour les deux type de controle et les deux types de populations (population

témoin et malade) en fixant le risque d’erreur a 5 %.

Pour le contréle niveau I, Le Tc(BT)=16.36 pour la bilirubine totale, et il est égale a

Tc(BD)=16.94 pour la bilirubine directe, ces deux valeurs sont nettement supérieurs a Ta=1.96.

Pour le controle niveau Il, Tc(BT)=13.60 pour la bilirubine totale, Tc(BD)=13.96 pour la
bilirubine directe, des valeurs également supérieurs a Ta=1.96.

Donc la différence significative entre les deux réactifs est confirmée (Jean Agneray, 2000).

La population témoin dont les valeurs des deux bilirubines sont dans I’intervalle de normalité
également subi les deux tests. La différence significative est également confirmée.

En effet les valeurs du paramétre T est nettement supérieurs a 1.96 pour les deux type de
bilirubine (Tc(BT)=9.35 pour la bilirubine totale, Tc(BD)=2.27 pour la bilirubine directe).
Quant la population malade, Tc(BT)=4.01 pour la bilirubine totale et Tc(BD)=3.34 pour la
bilirubine directe, pour les deux réactifs .La différence significative est donc évidente.

e On a fini notre travail par la recherche d’une corrélation entre les deux réactifs sur les
quatres types de population en utilisant le test de corrélation linéaire effectué par un logiciel
adapté « Statistca 10 », ce test permet de rechercher un indice appelé coefficient r de corrélation

linéaire de Pearson, plus r est proche de 0 plus la corrélation est faible.

Les valeurs de r retrouvées pour la population témoin pour les deux types de bilirubine est faible
(pour la bilirubine totale r=0.52, pour la bilirubine directe r=0.16). Quant a la population malade
les valeurs de ce parameétre statistique est également revenu faible pour les deux types de

bilirubine. Le coefficient r =0.59 pour la bilirubine totale et r=0.64 pour la bilirubine directe.

Ces résultats démontrent qu’il existe une faible corrélation entre les deux types de réactifs pour
les deux types de bilirubine.

e Dr’autre part I’étude des valeurs de la bilirubine totale et directe données par les deux
réactifs a révelé que les taux des deux bilirubines avec la méthode de Jendrassik-Groft sont plus

élevés par rapport a ceux donnés par la méthode DMSO.
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Cette constatation a été prouvée sur les deux niveaux de contrdle (I et I1) et sur la population
témoin et malade. Mais les résultats des controles des deux réactifs étaient meilleurs avec la
méthode de Jendrassik-Groft, les valeurs retrouvées étaient incluses dans I’intervalle de
référence. Les valeurs des deux contrdles retrouvées avec la méthode DMSO par contre étaient
en dessous de la limite inferieure de I’intervalle de référence.
e Et pour clbturer cette discussion, et vu les résultats obtenus par cette étude en faveur

d’une différence significative entre les deux réactifs et en faveur d’une meilleure fiabilité des

résultats de la méthode de Jendrassik-Groft, on peut dire que cette derniére est la méthode a

adapter et a préconiser pour le dosage de la bilirubine totale chez le nouveau-né.
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Conclusion

Le dosage de la bilirubine chez le nouveau-né est d’un grand intérét analytique, il
permet de déterminer la valeur a partir de laquelle la photothérapie ou 1’exsanguino-transfusion

sont indiqués. Plusieurs réactifs sont disponibles sur le marché mais tous ne sont pas fiables.

Cette etude a permis de comparer deux réactifs de dosage de la bilirubine totale qui utilisent des
accélérateurs différents, ce sont la méthode Jendrassik-groft qui utilise la caféine comme
accélérateur et la méthode DMSO qui libére la bilirubine non conjuguée de 1’albumine avant son

dosage.

Cette comparaison a été faite sur les deux niveaux de contrdles normaux et pathologiques, sur
une population témoin de 34 personnes ayant un taux de la bilirubine normale et sur une
population de 114 nouveau-nés ictériques recruté au niveau du service de prévention de I’unité

meére-enfant Hassiba Benbouali de CHU de Blida.

On a procédé pour cela a une étude statistique basée sur différents tests : Fischer, student et test
de corrélation. Les résultats de ce travail ont démontré que les deux réactifs sont tres faiblement

corrélés.

Il est a noter tout de méme que les concentrations des bilirubines avec la méthode Jendrassik-
groft sont plus fiables. En effet, les valeurs des deux types de controle sont dans I’intervalle de
référence avec la méthode jendrassik-groft alors qu’elles sont inferieures a I’intervalle de
références avec ’autre méthode. Il est donc préférable voire impératif de doser la bilirubine

totale avec la méthode de Jendrassik-groft.
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Plan des annexes :

¥ Annexe | : La peau jaunatre chez le nouveau-né ictérique
¥ Annexe Il : Le berceau de photothérapie

¥ Annexe Il : Le plasma des personnes ictériques

¥ Annexe IV : Le trouble du tonus causé par 1’ictére nucléaire
/¥ Annexe V : L’examen physique des nouveau-nés ictériques
/¥ Annexe VI : le logiciel STATISTICA 10

/¥ Annexe VII : Table de student T

/¥ Annexe VIII : la corrélation linéaire
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Annexe Il : Le berceau de la photothérapie
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Annexe 1V : Le trouble du tonus causé

Par I’ictére nucléaire

Annexe I11: Le plasma des personnes ictériques

Physical Examination - Skin

Jaundice Kernicterus

/

Bilirubin moves
Excess bilirubin from bloodstream
in blood into brain tissue

Annexe V : I’examen physique des nouveau-nés ictériques



| 98

papees o mae R o S

[] Data: Spreadsheetl (10v by 10¢) (== ][=]
pr— |
1 7 3 1 3 3 7 5 TR
Var1 War2 Var3 Vard Varb Varb Var? Vard Var9 Var10
1]
2
3
4
5
6
7
8
g
10 -
| « »
Annexe VI : image d’un logiciel Statistca




| 99

0170 ¥ 18 1 onbsu ap XI04D UN AR JEINLJIG 1591 UD DO

GO0 = 1 nbSL UM SDAE [E3DIRJIUN - 1S21 UN SN1DDHD O Puents Isijan ¥ 153 afqel o1))
= PUE = obd 0 20 = Oy opduwiona,p ong
i ¢ s soped suowtiapian wos b Ny anauadns apw e op sanbuswnu sinajea

sa) uotueyd sanas ! 6Z0 Mgl B anb uodep HWGW Bl 9P IMNPNIS 159 A|Gel v
$0°0 = 0 jesdpepun anbsi o anod ayqe; 7

600 € [089 810>
0 anbsu un D9AE [LIDILHIY 15D | 159] I on_x.aw 195100 ey j1Lnb 21190 159 HqEr 1)
6= 9A 19 01 = Ya ¢ puodsanod inh ‘96‘s = 4 M9 P DUaIINP 150 ndEA 2 anb
wonbsewas vo £ gze = 8§ isa 1nas najea ey ‘01 = A ’g = Ya nod ‘apdwaxa ey
‘najeunuoudp) #a 10 (nmayesawinu) Ya auaqi ap soidop
AP SHUGUIOU SIP UONDUO) U “@9sseddp No 9EE aNY.p 001 NS saoueyd §°7 uede
L)
majea) 670’0 anbsu a) nod ‘4 djqeue v) ap 1y dmouadns sy v) auuop o)1

o't -
(4]
o
"e'E o
N | o'r 6
I
LY
- lotr | 09 | o1 3 1| v

$20°0 = 0 peanejun onbsts o anod opqey

[eiepun isa) un anod saqe 212 0o sonb
LN $a1qe) $20 anb 10100 op Wwepodu 153 1) 0 anbsu aed | ap djqE1 SuUn KsIXD ||

&

ke

s anoegje agqeuea vy 4 sed aulisap U U op sidap
4 12 ¥a wawoanoadsas wapodwos asueuea awgw aun,p 95 10 Ys suonewnso xnag)

19p sajqeL D

€S STOINVSSIVRNOD SOA ZIA

i
.
2 3

({34 oSt | et | o'y seo't | ezt | 9t | r29'0 | 9010 -
DTN 0SLT | LsvT | T 691 | et | sso’r | ewo'o | 2o | ot
6595 988t | T | swot [y e | ssot | e9'o | 2o | 62
rL9'¢ 0927 | T | ;0T 1001 | 61gr | 9so't | 1890 | vo | 82
069°¢ wer | 't | ot 00 | Mg | 50 | ve90 | L0 | &
208 6LLT | BFT | 95077 200 | Stet | eso't | w90 | 2810 | 92
(1743 RET | sevE | 0w 2021 | e’ | eso't | w90 | Lot0 | ST
SKLE L6L'T | T | 0T e | ome'r | eson | ss9o | Lavo | owe
H92°€ 08T | 05T | 6902 Py | e | 090 | se90 | 2210 (¥4
wi't 6197 | S05'T | K207 azL 1Z£°) 190t | 9890 | &0 | @
6Lt 1 | w1s'c | ooz 1z | fzer | o | .90 | o "w
0eR’e o't | e78T | 9m0Z 22 | oszefr | rop | o900 | s2r'o | 02
E99°E R'T | 15T | 16077 6r2’t | sz | w0 | g0 | L0 | 6l
L6y wET | se | e p | ote’r | 2900 | ego'o | 2o | owi
S90'E weT | 95T o't ore't | 50 | o't | 6890 | sTL0 | 41
S0y 126 | s's | ont' orz't | gy 120t | o690 | wzi'o | 9
1200 T | T | T 1521 et | r20't | 169 | sTi'o | S
ort'r L6 | vy | st 1921 | set’t | w20t | w90 | sTo | m
(Fea 20t | 089 | o' 2 | oser | 620 | me00 | RENO | £
gL'y Lot wes | 61 't | o9st’L | €807t | sev0 | ST | A
L'y 9we | e | e o6t | oo | seot | Ze0'0 | eT0 1]
5y e | LT | BT aw | st ) e’ | ooZo | oedt'o | 0t
8L 0ST'E | WeT | vt 681 | 8er | oor't | foZo | ezI'0 | 6

wo's St | wRE | 9012 098°L | 681 | w0ty | 900 | ofr'o | @

ROV'S 66¥'C | B66'C | $95°C e@’t | sut | ety 1o | oft'o | £

656°S Q0C | e | e o't | omr | oeni’ | wig'o | 1o | 9

' ooy | sof'S 128 ST | 9Kt | et o | o S
019 oy | et | 9L TENT | s | o6ty e’ | vito | ¥
(20rd ] 1S | sy | 81€ $56C | Re9't | oSzt | 90 | o | €
96518 ST6'6 | S96' | fot'y o6’ | 98gt | 9wt | 91g0 | im0 | T
619019 | 259'c9 | 1zetit | 907y | rigfo | w206 | 9671 | 0001 | est0 1

1000 wo w'o 500 oo 0z'o oc'o 05’0 060

(uapnis) 1 ap djqeL

T INOL ~ LVNIIN| WOEUNOW W SOOI 11 SINOISAHR “SINOUVWIHIVW SIONIDS - Z)S

. ———— . S ATERIS. TR .

: Table de student T

Annexe VII



| 100

Lacorrélationlinéaire :

Une série statistique se présents sous la forme de n couples de mesure (xi ; vi)les vanables x ot v sontles deux
aléatoires.

1 s'agit d'une situation expémmentale fréquente parexemple lorsqu’l est mesuré sur chaqu'un dun ensemble de
sujets deux parameétres biologiques (les valeurs des deux parameétres vanable d'un sujet 4 I'autre sont aléatoires,
aucunen’est contrélée mentionne encore le cas dela comparaison de deux méthodes analytiques chaque échantillon
etant dose parles deux methodes (chaque methode presentant une omprécision mevitable les vanablesX et Y
représentant les mesures parles deux méthodes sont done aléatoires). [ Jean Agneray sciences mathématiques,
physiques et chinques ).

Lebut est d’étudier une éventuelle iaison entres ces deux vanables, plus précisément de trouver un indice qui penmette
d’évaluerl'intensité de cette liaison, les deux varable étant considérées symétriquement.

Une représentation graphique du nuage de pomts sur deux axesrectangulaire est importante a considerer en prenuer :
les points doivent se grouper sous fonme d'un seul nuage plus aumoins allongée

& Enprésence d'un point (ou quelques points) isolé(s) trés éloigné(s) dunuage des autres points, il convient
d’étre trés prudent dansl'interprétation de la comélation.

& lorsque le nuage présente une couwrbure prononcée la comélation n'est pas linéaire et les développements qui
swivent ne s’ apphquent pas a un tel cas.

Annexe VIII : la corrélation linéaire
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Glossaire :
®» Lamoyenne:
m=YX
y
® | avariance:
(ZXz!
§:=5 X2 - n
n-1

» L’écart-type:

® | e coefficient de variation :

Cv=_S x100
m

® Laloi de Beer-Lambert :

[A:-Iog T=¢€I1C ]

Avec :
A : absorbance ou densité optique
T : transmission optique
€ : coefficient d’absorbance (L/ molx cm)
| : longueur du trajet optique (cm)
C : concentration molaire de la solution (mol/L)

» Répétabilité des résultats de mesurage :
Etroitesse de I'accord entre les résultats de mesurages successifs du méme mesurande, mesurages

effectués avec I'application de la totalité des mémes conditions de mesure.



| 102

NOTE :
#¥ Ces conditions sont appelées conditions de répétabilité
/¥ Les conditions de répétabilité comprennent : méme mode opératoire, méme observateur,
méme instrument de mesure utilisé dans les mémes conditions, méme lieu, répétition
durant une courte période de temps.
7 La répétabilité peut s'exprimer quantitativement a l'aide des caractéristiques de dispersion
des résultats.

® reproductibilité des résultats de mesurage :

Etroitesse de I'accord entre les résultats des mesurages du méme mesurande, mesurages effectués
en faisant varier les conditions de mesure.
NOTE :

& Pour qu'une expression de la reproductibilité soit valable, il est nécessaire de spécifier les
conditions que I'on fait varier.

& Les conditions que I'on fait varier peuvent comprendre : principe de mesure, méthode de
mesure, observateur, instrument de mesure, étalon de référence, lieu, conditions
d'utilisation, temps.

& La reproductibilité peut s'exprimer quantitativement a I'aide des caractéristiques de
dispersion des résultats.

& Les résultats considérés ici sont habituellement les résultats corrigés.
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Résume :
Le nouveau-né a un surplus de globules rouges par rapport a I’enfant plus grand ou a
I’adulte. La destruction de ces globules rouges en grand nombre produit une quantité de
bilirubine qui peut dépasser les capacités de fonctionnement du foie immature. Il s’ensuit un
exces de bilirubine libre qui se traduit par un ictere simple physiologique, qui est le type d’ictére

néonatal le plus fréquent, ou par un ictere nucléaire en raison de sa liposolubilité.

De ce fait, le dosage de la bilirubine doit refléter le taux exact présent dans le sang pour décider

de la prise en charge adéquate des nouveau-nés ictériques.

Difféerentes méthodes permettent de mesurer la bilirubinémie .Notre travail avait pour but de

comparer deux réactifs de dosage de la bilirubine utilisant des accélérateurs différents.

On a réalisé cette étude au niveau du laboratoire de 1’unité Hassiba Benbouali CHU Frantz fanon
Blida, sur 114 sérums des nouveau-nés. On a aboutit qu’il existe une différence significative
entre ces deux méthodes, ainsi qu’une faible corrélation, mais les résultats de la méthode

Jendrassik-groft sont en adéquation avec le contréle de qualité interne.

Les mots clé : Bilirubine, Ictére, Jendrassik-Groft, DMSO, CHU Blida.






-Chekhoum kaouthar -Zegadi Soumia
-Zegadi-chekhoum@outlook.com -Zegadi-chekhoum@outlook.com

Résumé :

Le nouveau-né a un surplus de globules rouges par rapport a I’enfant plus grand ou a I’adulte. La destruction
de ces globules rouges en grand nombre produit une quantité de bilirubine qui peut dépasser les capacités de
fonctionnement du foie immature. Il s’ensuit un excés de bilirubine libre qui se traduit par un ictére simple
physiologique qui est le type d’ictére néonatal le plus fréquent, ou par un ictére nucléaire en raison de sa liposolubilité.

De ce fait, le dosage de la bilirubine doit refléter le taux exact présent dans le sang pour décider de la prise en charge
adéquate des nouveau-nés ictériques.

Différentes méthodes permettent de mesurer la bilirubinémie .Notre travail avait pour but de comparer deux réactifs de
dosage de la bilirubine utilisant des accélérateurs différents. (Caféine et DMSO)

Noua avons réalisé cette étude au niveau de laboratoire de ’unité Hassiba Benbouali CHU Frantz fanon Blida, sur 114
sérums des nouveau-nés. Nous avons aboutit qu’il existe une différence significative entre ces deux méthodes, ainsi
qu'une faible corrélation, mais les résultats de la méthode Jendrassik-Groft sont en adéquation avec le controle de
qualité interne.

Mots clés : Bilirubine, Ictére, Jendrassik-Groft, DMSO, CHU Blida
Summary:

The newborn has a surplus of red blood cells compared to older children or adults. . The
destruction of these red blood cells in large numbers produce an amount of bilirubin which may exceed the
capacities of the immature liver functioning. It follows an excess of free bilirubin which translates a simple
physiological jaundice, which is the most common type of neonatal jaundice, or by nuclear jaundice because
of its liposolubility.

Because of this, the dosage of bilirubin must reflect the exact rate present in blood to decide on the adequate
support of excessive newborns. Different methods permit the measuring of bilirubinemia.

Our work was intended to compare two reagents for the determination of bilirubin using different
accelerators (caffeine and DMSO). This study was carried out at the laboratory of the Hassiba Benbouali
CHU Frantz Blida, on 114 newborn serums. We have results that there is a significant difference between
these two methods, as well as a weak correlation. But the Jendrassik-groft method results in line with internal
quality control.

Keys words: Bilirubin, Icterus, DMSO, Jendrassik-Groft,CHU Blida
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