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Résumé

L'hémoglobine glyquée (HbALc) est le parametre clé de I'enquéte de contrble de la
glycémie chez les patients diabétiques. Son dosage est effectué par des techniques bien contré-
l1ées, dont les avantages et les limites doivent étre connus lors de I’interprétation des résultats
en pratique clinique. Les tests HbAlc sont standardisés par rapport a une méthode de réfé-
rence internationale, ce qui permet d'obtenir des résultats comparables d'une méthode et d'un
laboratoire a I’autre. Notre étude visait a comparer deux méthodes de dosage de ’HbAlc, une
méthode immunoturbidimétrique (sur automate Cobas-integra 400 plus) et méthode chromato-
graphique (HPLC Bio-rad D-10 et Turbo Variant II).

Meéthodes: 289 échantillons ont été prélevés chez les patients. L’analyse de HbAlc a
été réalisé simultanément avec un test immunoturbidimétrique de premiére génération sur un
Cobas-integra 400 plus (ROCHE) et en utilisant la chromatographie liquide & haute pression
par échange ionique cationique (HPLC) sur un systeme Bio-rad D-10 et Turbo Variant II.

La comparaison des techniques montre une corrélation tres significative avec un r =
0.984 et une équation de la régression linéaire HbAlc (turbidimétrie) = 0.06 + 0.94 x HbAlc
(HPLC). Les résultats obtenus pour la précision intra-séries sont trés satisfaisants avec des CV
compris entre 1,36 et 3,7 % (HPLC) et entre 0.37 et 2,89 % (turbidimétrie). La présence des
variants hétérozygotes de 1’hémoglobine pour les plus couramment rencontrés (HbS, HbC)
n’entraine pas d’impossibilité d’interpréter les résultats par aucune des deux techniques.

En conclusion, les deux méthodes fournissent des résultats avec un niveau conforme
aux recommandations des établissements savantes. L’ensemble des critéres décisionnels per-
tinents pour le choix doit tenir compte des objectifs prioritaires du laboratoire et de son envi-

ronnement.

Mots-clés : Diabéte — Hémoglobine glyquée HbAlc — HPLC — Immunoturbidimétrie - corré-

lation.



Abstract

Glycated hemoglobin (HbALc) is the key parameter of blood glucose level control for
diabetic patients, its determination is performed by well-controlled techniques, whose ad-
vanatges and limitaions must be known when interpreting the results during the clinical prac-
tice. HbAlc tests are standardized against an international reference method, which allows to
obtain comprable results of a method or a laboratory to another. Our study was aimed to com-
pare two methods for the determination of HbAlc, immunoturbidimetric technic (on Cobas-
integra 400 plus) and ionic exchange high-performance liquid chromatography (HPLC on a
Bio-rad D-10 and Turbo Variant Il System).

Methods: 289 samples were collected from the patients, The HbAlc determination was
done simultaneously with a first generation immunoturbidimetric technic on Cobas-integra
400 plus (Roche) and using ionic exchange high-performance liquid chromatography (HPLC)
on a Bio-rad D-10 and Turbo Variant 1l System.

Comparison of the two techniques shows a highly significant correlation with r = 0.984
and linear regression equation: HbAlc (turbidimétrie) = 0.06 + 0.94 x HbAlc (HPLC). Les
résultats obtenus pour la précision intra-séries sont trés satisfaisants avec des CV compris
entre 1,36 et 3,7 % (HPLC) et entre 0.37 et 2,89 % (turbidimétrie). The results for both meth-
ods and the precision between the two tests were satisfactory. The presence of the commonly
encountered hemoglobin heterozygous variants (HbS, HbC) does not create a problem while
interpreting the results by any of the two techniques.

In conclusion, the two methods provide results with a level in conformity with the rec-
ommendations of the expert establishment. All the relevant decision criteria for choosing must

consider the priorities of the laboratory and its environment.

Keywords: Diabetes - glycated Hemoglobin HbAlc - HPLC - Immunourbidimétrie - correla-

tion.
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INTRODUCTION

Le diabéte sucré est devenu un probléme majeur de santé publique au cours de ces der-
niéres décennies, 11 y a 425 millions de personnes atteintes de diabéte dans le monde. Prés de
3,2 millions de déces sont enregistrés chaque année a travers le monde. On comptera 629 mil-
lions de personnes atteintes de diabéte dans le monde en 2045. Le nombre de personnes at-
teintes de diabete est estimé en prenant I’estimation de la prévalence de 1’Atlas du diabéte de
la Fédération International du diabete (FID) et en I'appliquant au nombre de personnes agées
de 20 a 79 ans estimé par la Division de la population des Nations Unies. L'estimation com-

prend a la fois le diabéete diagnostiqué et le diabete non diagnostiqué [1].

En Algérie, Une enquéte nationale réalisée par le ministére de la Santé, de la Popula-
tion et de la Réforme hospitaliére, en coordination avec I'Organisation mondiale de la santé
(OMS) pour la période 2016/2017, a réveélé que plus de 14% (plus de 4 millions) des Algériens
agés entre 18 et 69 ans souffraient de diabéte. Cette maladie est devenue une Vvéritable pandé-

mie et un enjeu de santé publique majeur.

Le diabéte peut se définit comme un état d'élévation anormale (a jeun) et chronique du
taux du glucose dans le sang, qui en résulte des complications majeures de deux types, macro-
vasculaires (infarctus du myocarde, accidents vasculaires cérébraux et ischémie des membres

inférieurs) et microvasculaires (rétinopathie, neuropathie et néphropathie).

Un suivi régulier est essentiel pour vérifier I'équilibre du diabéte, il permet de contrdler
I'évolution de la maladie, de déceler les éventuelles complications et de prévenir leur aggrava-
tion. Cette surveillance comprend des examens cliniques et des paramétres biologiques (do-

sage du glucose, et surtout dosage d*hémoglobine glyquée).

Toutes les recommandations actuelles font état de Dintérét du dosage de
I’Hémoglobine glyquée pour la surveillance de 1’équilibre glycémique des diabétiques [2]. Ce
parametre est, en effet, trés commode puisqu’il refléte grossiérement la moyenne des glycé-
mies des trois derniers mois. Globalement, différentes recommandations officielles placent les
objectifs d’HbAlc entre 6,5 et 7 %. [2].

Sa standardisation par des techniques validées permet, de disposer d’un indicateur

fiable qui n’impose que peu de contraintes pour les malades.



INTRODUCTION

Au laboratoire de biochimie, le dosage de I'hémoglobine glyquée peut étre réalisé par
des différentes techniques parmi lesquelles :

-Méthodes immunologiques: Méthodes immunoturbidimétriques et dosage d'inhibition d'ag-

glutination.

-Méthodes chromatographiques: affinité et échange d'ions.
-Méthodes électrophorétique.

Objectifs du travail:

L'objectif de notre présent travail consiste a comparer le dosage de ’hémoglobine
glyquée (HbA1c) par deux méthodes, une methode immunoturbidimétrique (sur automate Co-
bas-integra 400 plus) et méthode chromatographique (HPLC Bio-rad D-10 et Turbo Variant
I1), en utilisant les paramétres statistique (corrélation, répétabilité et test t de student) et ce ci
dans le but de tester les performances analytiques et la qualité des résultats des deux analy-
seurs par présentation des étapes de validation, ainsi que les résultats obtenus que nous discu-

terons avant de conclure.
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DIABETE SUCRE



DIABETE SUCRE

I.1. GENERALITE SUR LE DIABETE SUCRE
1.1.1. Définition

Le Diabéte est défini comme un : « Groupe de maladies métaboliques caractérisées par
une hyperglycémie chronique résultant d’un défaut de la sécrétion de I’insuline ou de I’action
de I’insuline ou de ces deux anomalies associées ». Il s’agit donc d’une pathologie chronique
liée a des troubles de la régulation de 1’équilibre glycémique. Cette hyperglycémie chronique
est associée a terme avec des complications organiques spécifiques touchant particulierement

les yeux, les reins, les nerfs, le coeur et les vaisseaux [3].
1.1.2. Classification du diabete sucré

La classification et le diagnostic du diabéte sont complexes et ont fait 1’objet de nom-
breux débats, consultations et révisions au fil des décennies. Il est aujourd’hui généralement
admis qu’il existe trois grands types de diabéte : le diabéte de Type 1, le diabéte de Type 2 et
le diabete gestationnel (DG).

Il existe également quelques types moins courants de diabete, dont le diabete monoge-

nique et le diabéte secondaire.
1.1.2.1. Diabete de type 1

Anciennement appelée diabéte "insulinodépendant” ou diabete "juvénile” est habituel-
lement découvert chez les sujets jeunes : les enfants, les adolescents ou les jeunes adultes.
Cette forme qui touche environ 10% des diabétiques, se produit lorsque le pancréas ne produit
plus ou pas assez d'insuline pour assurer la régulation de la glycémie. Ceci a cause d'une réac-
tion auto-immune spécifique d'organe, survenant sur un terrain favorable, caractérisé par des
genes de susceptibilité, et provoquée par l'intervention de facteurs liés a l'environnement.
L'organe concerne est la cellule B qui est spécifiquement et irrémédiablement détruite par les
mécanismes immunologiques. Les autres cellules de I7lot de Langerhans qui produisent
d'autres hormones (glucagon, somatostatine...) restent indemnes de l'infiltration de la structure

endocrine par les monocytes [5].
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1.1.2.2. Diabéte de Type 2

Le diabete de Type 2 (ou diabéte non insulino-dépendant) représente environ 90% de

tous les cas du diabéte, c'est la forme la plus courante de la maladie. Dans ce type I'hypergly-

cémie est causée par la production inadéquate de l'insuline et l'incapacité de I'organisme a ré-

pondre correctement a I'insuline, on appelle cet état une résistance a l'insuline.

Cette résistance a l'insuline, déclenche une hausse de production de I'insuline pour ré-

duire I’augmentation du taux de glycémie. Au fil du temps, une production inadéquate relative

d’insuline peut toutefois se développer.

Généralement, le DNID touche les sujets plus agés, mais est de plus en plus observé

chez les enfants, les adolescents et les adultes plus jeunes en raison de I’augmentation des taux

d’obésité, de I’inactivité physique et de la mauvaise alimentation.

Les diabetes de type 1 et 2 se différencient par de nombreuses caractéristiques repor-

tées sur le tableau I.

Tableau I : Caractéristiques des diabétes de type 1 et de type 2 [6]

Caractéristiques

Diabete de type 1

Diabete de type 2

Fréquence relative 10-15% 85-90%
Antécédents familiaux du méme type Rares Fréquents

Age de survenue Avant 30 ans Aprés 40 ans
Début Rapide ou explosif Lent et insidieux
Facteur déclenchant Souvent+ Souvent+

Symptomatologie

Bruyante

Pauvre ou absente

Poids

Normal ou maigre

Obésité ou surcharge

Cétone

Souvent présente

Le plus souvent absente

MA\ associées

Oui

Non

Complication dégénérative au moment du
diagnostic

Absente

Présente dans le 50% des
cas

Cause principale de mortalité

Insuffisance rénale

Maladie cardio-vasculaire

Traitement

Insuline

ADO, régime, exercice
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1.1.2.3. Diabete gestationnel

Il correspond a un diabéte découvert a I'occasion d'une grossesse. Le plus souvent, il se

manifeste sous forme d'une hyperglycémie modérée, d'accentuation progressive aprés la

24emesemaine d'aménorrhée et disparaissant a l'accouchement. Le diabéte gestationnels

s’accompagne d'un risque de macrosomie feetale et de diverses complications obstétricales [7].

Son dépistage est actuellement recommandé en présence de facteurs de risque : 4ge > 35 ans,

IMC > 25kg/m2, antécédents familiaux de DT2 ou personnels de DG ou de macrosomie.

Aprés l'accouchement, les femmes ayant présentées un diabete gestationnel devront faire

I’objet d'une surveillance et de mesures de prévention hygiéno-diététiques du diabete en évi-

tant la prise de médicaments susceptibles de détériorer la tolérance au glucose

1.1.2.4. Autres types spécifiques du diabéte

Tableau 11 : Autres types spécifiques de diabéte [8]

Types du diabete

Manifestation

Anomalies génétiques de la

fonction des cellules

- facteur de transcription nucléaire des hépatocytes (HNF)
40 (MODY 1) :

- glucokinase (MODY 2)

- HNF-1a (MODY 3)

- facteur promoteur de l'insuline (IPF) 1 (MODY 4)

- HNF-1p (MODY 5)

- ADN mitochondrial

- conversion de la pro-insuline ou de l'insuline

Anomalies génétiques de l'action

de l'insuline

- insulino-résistance de type A
-lepréchaunisme
- syndrome de Rabson-Mendenhall

- diabéte lipo-atrophique

Maladies du pancreas Exocrine

pancréatite, pancréatectomie, cancer, fibrose kystique, hé-

mochromatose

Endocrinopathies

Acromegalie, syndrome de Cushing, glucagonome, phéo-

chromocytome,-
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hyperthyroidie, somatostatinome, syndrome de Conn

Induction médicamenteuse ou

par une substance chimique

Vacor, pentamidine, acide nicotinique, glucocorticoides,
hormones

thyroidiennes, diazoxide, agonistes p-adrénergiques, thia-
zidiques,

phénytoine, interféron o, inhibiteurs des protéases, cloza-

pine, B-bloquants

Infections

Rubéole congénitale, cytomégalovirus, virus coxsackie

Formes rares de diabéte auto-

immun

Syndrome de I'hnomme raide, anticorps antirécepteurs a

I'insuline

Autres syndromes génétiques
associés parfois au diabete

Trisomie 21, syndrome de Klinefelter, syndrome de Tur-
ner, syndrome de

Wolfram, ataxie de Friedreich, chorée de Huntington, syn-
drome de

Laurence-Moon-Bardet-Biedl, dystrophie myotonique,
porphyrie,

syndrome de Prader-Willi

1.2. Diagnostic du diabéte
1.2.1. Bilan glycémique

Le bilan glycémique permet d’évaluer I’équilibre glycémique, de dépister ou de sur-

veiller le diabéte [6].

Le bilan glycémique consiste a doser en routine : la glycémie et L’hémoglobine

glyquée.

e La glycémie

Le diagnostic du diabete repose sur la mesure de la glycémie (taux de sucre dans le

sang).

La glycémie regroupe plusieurs parameétres a savoir :

-La glycémie a jeun qui refléte une valeur instantanée de la glycémie.

- La glycémie postprandiale: mesurée 2 heures apres le petit déjeuner, permet d’avoir une idée

sur la répercussion de ce repas sur I’équilibre glycémique.
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- Le cycle glycémique réalisé en 4 temps permet de détecter les fluctuations glycémiques sur-

venant tout au long de la journée.

e L’HbAlc

L’HbA lc représente le marqueur de référence de la surveillance de 1’équilibre glycé-
mique en reflétant I'équilibre glycémique sur une période d’environ 6 a 8 semaines précédant
le prélevement pour le suivi des patients diabétiques.
1.2.2 Autres bilans

I1 existe aussi d’autres bilans recommandés chez les diabétiques qui sont :
Le bilan lipidique : dosage des taux de : LDL-cholestérol, HDL-cholestérol, Cholestérol total
et triglycérides.
Le bilan rénal : dosage des taux de : créatinine, acide urique avec réalisation d’une chimie
des urines...etc.
Le bilan hépatique : dosage des taux de : ’alanine Aminotransférase (ALAT), la phosphatase
alcaline (PAL) et la bilirubine totale...etc. [6].

1.3. Les complications du diabéte

Les complications du diabete sont les effets des hyperglycémies répétées, prolongées,
et le déséquilibre du diabete qui provoquent une altération des nerfs et des vaisseaux et par
voie de conséquence, une altération de certaines cellules de I'organisme, avec des répercutions
sur plusieurs organes [9]. Il existe deux types de complications :
Complications aigues

— Acidocétose

— Coma hyperosmolaire

— Hypoglycémie

— Complications Infectieuses
Complications chroniques

— Macrovasculaires

— Microvasculaires
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1.3.1. Complications aigues

Tout diabétique peut un jour présenter des désordres metaboliques graves, constituant

une urgence thérapeutique. Les diabétiques de type 1 sont exposes a deux types de complica-

tions métaboliques aigués, l'acidocétose et I'nypoglycémie. Les diabétiques de type 2 sont ex-

posés au coma hyperosmolaire, mais aussi aux hypoglycémies et a l'acidose lactique. Un dia-

bétique de type 2 peut enfin développer une acidocétose a I'occasion d'une pathologie intercur-

rente, et devenir alors insulinodépendant [10].

Tableau I11 : complications aigues du diabete (cause, biologie et clinique) [11]

Cause

Biologie

Clinique

Coma acéto céto-
sique (observe lors
du DT1)

Carence accrue en

insuline

Hyperglycémie,

glycosuria, cétoné-
mie + cétosurie,
acidose, bicarbo-

nates basse, hyper-

Perte de conscience ;
Asthénie, déshydrata-
tion responsable ;
tachycardie, nausée ;

trouble visuel

laire (observe lors
du DT2)

cémie avec plyurie

osmotique

kaliemie
Coma acido- | Prise de Glucophage | Acidose sanguine Douleur  abdominale,
lactique : celui-ci empéche le | Augmentation  du | nausée, vomissement ;
recyclage des lac- | lactate Tachycardie, hypoten-
tates sion
Coma hyperosmo- | Due a une hypergly- | Hyperglycémie >6 | Déshydratation, Sé-

g/l
Hyper natrémie

Absence de cétosu-

rie et d’acidose

chresse buccale ;

Fatigue intense

Coma hypoglyce-

mique

Repas insuffisant
Exercice physique
Surdosage des anti-

diabétiques

Glycémie <0.6 g/l

Faim ipérieuse, trem-
blement, sueurs ;
Céphalée,palpitation ;
Trouble visuel, paleur,

crise convulsive

10
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1.3.2. Complications chroniques

L'hyperglycémie chronique ou diabéte sucré s'accompagne de pathologies qui contri-
buent chaque année a l'augmentation des micro- et macro-angiopathies et/ou neuropathies
dégénératives. La connaissance des mécanismes moléculaires et cellulaires de leur dévelop-
pement devrait bénéficier a I'approche quotidienne de leur prévention, de leur diagnostic et de

leur traitement [12].

Modifications moléculaires induites par la glycation

La cascade d'événements de la glycation commence par l'interaction entre I'aldéhyde
d'un glucose et le groupement NH2 libre et électrophile de son environnement, notamment
la partie amino-terminale et les radicaux NH2 libres de la chaine peptidique de diverses
macromolécules. Elle conduit a la formation de dérivés d'addition glyqués au terme d'une

suite de réactions non enzymatiques caracteristiques [13].

Les facteurs de formation
Cette formation met en jeu quatre cinétiques de réaction tres différentes les unes des

autres.

Glu K2 K3 K5
cose = mse_de =4 = produit' ~5- = produits de
Protéine-NH, Schift d'Amadori Maillard
K1 K4 K6

K2 > K4 = KB »> K3 >>> K5

Figure I : réaction de formation des produits Maillard [14]

Les produits de Maillard

Les produits de Maillard ne sont pas spécifiques du diabete sucré. Ils apparaissent dans
le monde de la boulangerie lors de la cuisson du pain, en cuisine lors de la cuisson des
viandes, etc. Ils sont donc ingérés lors de la consommation de ces aliments et seront épurés par

les reins [46].

11
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Les mécanismes moléculaires de formation des dérivés glyqués ne sont pas compléte-
ment élucidés. Ils émergent au terme de réactions chimiques de déshydratation et d'oxydation
qui se développent lentement [49].

L'oxydation peut étre de deux types :

Une oxydation vive par les radicaux libres transforme le résidu hydrate de carbone du
produit d'Amadori en carboxy-méthyl-lysine (CML) et/ou carboxy-méthyl-arginine (CMA)
[50].

Une oxydation ménagée qui conduit a la formation d'un intermédiaire carbonylé, le

déoxyglucosone, dont trois isomeres ont été identifiés : le 1DG, le 3DG, le 4DG.
J

Nom endabie
des produts
Catabolisme de ghvcaton
4
R- NHg + . 3
Qucose [ | Base de a:nm} I—l Produit d'Am adon Frecoces
»
Transformation
y 4 4
Chrbox;méhyi-lysirz‘ etiou ’Eéo syglucosones [DG] Inmermédiaires

+ CHy CO-CO-CHOH-R [1 DG]
+ CHO-0O0-CHe-CHOHR [3 DG]
+ R-CHy CO-CO-CHz-R [4 DG

-

| imidazole | | Pymole |

|
Figure 2 : étape de formation des protéines glyquées

Nature des produits de Maillard

Si les produits d’Amadori sont bien caractérisés, en particulier avec la connaissance
gue nous avons de la structure, des conditions de formation et du devenir de I'némoglobine
Alc [51], celle des produits de Maillard progresse. De nouveaux hétérocycles azotés néofor-
més par l'organisme humain diabétique a une concentration détectable sont régulierement

identifiés, notamment des dérivés a noyau imidazole, pyridine, pyrrole. Parmi ces produits,

12
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citons le furoyl-furanyl-imidazole (FFI), l'alkyl-formyl-3,4-diglucosyl-pyrrole (AFGP), la
pyrraline, le carboxy-méthyl-lysine (CML), la carboxy-éthyl-lysine (CEL), le 4 méthyl-

imidazolium, le 5-méthyl-imidazole-4-one et la pentosidine [52, 53].

Glycation et complications chroniques du diabéte sucré

Un lien étroit a été établi depuis quelques années par Brownlee et al. [13]. Entre la
formation des produits de Maillard dans la matrice extracellulaire et le développement des
complications chroniques du diabéte sucré. Ces produits s'accumulent chez le sujet diabétique
dans différents tissus, notamment l'aorte et la matrice du glomérule rénal. Une corrélation po-
sitive est établie entre leur concentration et la survenue de micro et macro-angiopathies [15].
Ces complications concernent principalement le cceur et les vaisseaux qui entrainent ainsi des
Iésions vasculaires qui augmentent le risque d’athérosclérose, d’infarctus du myocarde,
d’AVC ou encore d’artérite des membres inférieurs (les macro-angiopathies).

Le diabéte altere également les reins (néphropathies), les nerfs (neuropathies) des
membres inférieurs et les rétines (rétinopathies) (les micro-angiopathies) [16].

Ces altérations du tissu vasculaire apparaissent déterminantes dans la physiopathogie
de la néphropathie et/ou de la rétinopathie, de la neuropathie et de I'athérosclérose du diabé-
tique.

Produits de Maillard et néphropathies

La néphropathie diabétique est devenue I'étiologie majeure des nouveaux cas annuels
d'insuffisance rénale [41, 42]. Elle est caractérisée par l'accumulation de CML et de pentosi-
dine au niveau du glomérule. Aux premiers stades de la néphropathie, les produits de Maillard
sont localisés dans I'espace mésangial et dans les parois des capillaires sanguins. A un stade
plus avancé, ils s'accumulent dans les nodules. On observe aussi I'absence de pyrraline dans
les glomérules, d'ou I'hypothese que la formation de produits de Maillard est associée a un
taux élevé de produits d'’Amadori et que la transformation en produits de Maillard est accélérée
par une décharge oxydatante locale augmentée. La pentosidine et la carboxméthyl-lysine se-
raient des marqueurs a la fois de la glycation des protéines et d'un stress oxydatif augmenté
[43].

13
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Produits de Maillard et rétinopathie

Le Diabetes Control and Complications Trial Resarch Group (DCCT) a désigné I'hy-
perglycémie comme facteur de risque majeur du développement et de la progression de la réti-
nopathie [43]. Ce symptome est marqué par un cedéme et des hémorragies de la rétine, des mi-
cro-anévrismes, une néovascularisation et une ischémie des capillaires de ce territoire. Une
activation de la voie de I'aldose-réductase de ces cellules a été mise en cause. En effet I'nyper-
glycémie augmente le taux de glucose au-dela de leur besoin dans les cellules de la rétine dé-
pourvues de Glut4. La voie de I'aldose-réductase accroit la formation de sorbitol, qui ne peut
ressortir de la cellule a I'inverse du glucose. Il crée une hyperosmolalité, puis une hyperhydra-
tation intracellulaire. Cette situation fragilise et nécrose les cellules. Des inhibiteurs de I'al-
dose-réductase ont été suggérés. Depuis, Adamis et al. [46] ont montré que l'induction du fac-
teur de croissance de la cellule endothéliale (VEGF) du capillaire rétinien est corrélée a la
néovascularisation de ce territoire et que son inhibition réduit le rythme de progression de
cette micro-angiopathie [44].

Lu et al. [44] ont montré que, chez I'hnomme, le VEGF induit les produits de Maillard,
faisant la encore ressortir leur role décisif dans la pathogénie de cette redoutable complication

chronique du diabéte sucré.

Produits de Maillard et athérosclérose

Parmi les protéines vasculaires, les lipoprotéines sont susceptibles de glycation.
L'augmentation des LDL glyquées a d'ailleurs été démontrée chez le diabétique [45, 46]. Ces
LDL glyquées stimulent la production de radicaux libres et des molécules d'adhésion des cel-
lules endothéliales. Des mécanismes modifiant la composition lipidique des LDL en leur con-
férant une structure et une composition voisines de celles des LDL des hyperlipidémies sont

envisagées par Graier et al. [47]. Cette athérosclérose est une macro-angiopathie.

Produits de Maillard et neuropathie

La neuropathie est une complication dégénérative handicapante du diabéte sucré. Elle
affecte potentiellement tout le systeme nerveux, excepté le cerveau. La neuropathie périphé-
rique est la plus frequente et/ou s'accompagne de paresthésie et d’hyperesthésie. Le premier

mécanisme moléculaire a suspecté la voie du phosphatidyl-inositol. Ce phospholipide mem-

14
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branaire, sous l'action de phospholipase, libére un diacylglycérol et I'inositol-phosphate, mé-
diateur intracellulaire de I'influx nerveux sympathique. L'inositol, aussi dénommé myo-
inositol, ainsi libéré regagne le pool général de cet hexose d'ou il participera au renouvelle-
ment du phosphatidyl-inositol membranaire. Dans la circulation, I'inositol est au prealable fil-
tré au niveau glomérulaire puis réabsorbé par le tubule, grace a un site qu'il partage avec le
glucose. Chez le diabétique, la compétition avec le glucose au niveau de la réabsorption tubu-
laire se traduit par une élimination excessive de l'inositol qui fera défaut et réduira la réparti-
tion membranaire du médiateur nerveux potentiel qu'est le le phosphatidyl-inositol. Des sup-

plémentations en inositol ont été tentées [48].

I.4. TRAITEMENT DU DIABETE
1.4.1. DIABETEDE TYPE 1
L’insulinothérapie constitue le traitement essentiel pour le diabéte de type 1.
Les principales insulines disponibles au Algérie sont I’Insuline rapide, les analogues
d’insulines, les intermédiaires avec ou sans mélange.

Tableau IV : Les différentes insulines commerciales [17]

Insuline Nom commercial Délai d’action | Durée d’action
Insuline d’action trés | Fiasp ® 5min 3ash
rapide
NovoRapid ® 10mn 3a4dh
Humalog ®
Apidra®
Insulines d’action Umuline® Rapide 20a 4 3 6h
Rapide Actrapid ® 30 mn
Insulines d’action Insulatard ® 1lh 10a12h
Intermédiaire Umuline® NPH
Analogues d’insuline | Levemir ® 1h30 Action > a 14h et jusqu'a
d’action lente Lantus ® 36h selon dose d'insuline et
Toujéeo ® type de diabéte
Abasaglar ® Ne pas mettre en contact
avec autres insulines
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1.4.2 Diabéte de type 2

Le traitement varie selon que le diabétique soit obése ou de poids normal.
Il comprend : le régime, les antidiabétiques oraux (Les biguanides, les glitazones, les sulfa-
mides hypoglycémiants, les glinides, inhibiteur des alphaglucosidases) [18], le sport et
I’insuline.

L’insuline est indiquée dans le diabéte de type 2 en cas de complications aigués, dége-

nératives, infection, grossesse et en cas d’échec de la thérapie par les antidiabétiques oraux.
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L’HEMOGLOBINE ET HEMOGLOBINE GLYQUEE

I1.1. Rappel sur ’hémoglobine
11.1.1 Définition

L'hémoglobine (Hb) est le pigment respiratoire du globule rouge, fixant réversiblement
I'oxygeéne, le transporte des poumons et le délivre aux tissus.
L’Hb est une chromoprotéine qui a une structure globuleuse hétérotétramérique, d’un poids
moléculaire de 64500 Da faite de 4 sous-unités (S/U) identiques 2 & 2 qui se distinguent en
S/U de type a et S/U de type non a, chaque S/U comporte :
% Une partie protéique : la globine qui correspond & une chaine polypeptidique dont il existe
2 familles : famille o et famille non a.
% Une partie non protéique : I’héme (ou groupement prosthétique), qui est une ferro-
protoporphyrine de type 1X dont le centre est occupé par un atome de fer ferreux (Fe2+) qui
fixe 02 [19].

11.1.2 Structure

L’hémoglobine présente une structure primaire définie par la séquence en acides aminés
des chaines de globine, une structure secondaire (alternance d’hélices alpha et non-alpha), une
structure tertiaire définie par I’arrangement tridimensionnel du monomeére de globine qui per-
met de délimiter une poche a héme, et une structure quaternaire définie par les interactions

entres les monomeres au sein du tétramére.

B chain 1 3 chain 2

Fe®*
Heme

« chain 2

« chain 1

Figure 3 : Représentation schématique d’une hémoglobine [20]
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Les chaines alpha et beta sont assemblées entre elles par des liaisons fortes (liaisons al-
phalbetal et alpha2beta2) et par des liaisons faibles (liaisons alphalbeta2 et alpha2betal), les
premiéres jouant un role essentiel dans la stabilité de la molécule et les secondes dans le pro-

cessus de transition allostérique [21].

ol

(1
| liens faibles

hhens forts

Figure 4: Contacts entre les chaines d'hémoglobine
I1.1.3 Les différents types d’hémoglobine

Il existe différentes variétés d’Hb synthétisées a des périodes différentes de la vie et

dont la composition en Hb n’est pas la méme.

Tableau V : Différentes d’hémoglobines exprimées au cours de la vie [22]

Age Types Proportion des | Chaines  de | Lieu de synthese
d’hémoglobines | différentes hé- | globine
rencontrées moglobines

Adulte Hb A 97 % a2p2 La moelle osseuse.
Hb A2 22-32% 0262
Hb F <1% 02y2

Foetus Hb F 80-95% 02y2 Le foie et de la rate
Hb A 5-20% a2p2

Embryon | Hb Gower 1 £2¢2 Le sac vitellin
Hb Gower 2 02€2
Hb Portland £2y2
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11.2. L’hémoglobine glyquée

11.2.1. Définition

L’hémoglobine glyquée correspond a I’ensemble des molécules d’hémoglobine modi-

fiees par glycation non enzymatique (figure 5). Elle est le reflet des glycémies moyennes des

120 jours (2 & 3 mois) précédents, correspondant a la durée de vie des globules rouges. Elle

n’est ni un marqueur de dépistage, ni un marqueur diagnostique du diabéte ; son utilisation est

actuellement réservée a la surveillance du diabéte.

Son résultat est exprimé en pourcentage de 1’Hb totale et son dosage est indispensable

tous les 3 mois [22].

Figure 5 : L’hémoglobine glyquée : a: représentation schématique; b: structure 3D

Tableau VI : Répartition des différentes fractions de 1’hémoglobine chez un sujet non diabé-

tique [23]
Hémoglobine | % de I’Hb | Structure
totale

HbAO 90% Deux chaines protéiques o et B non glyquées.

HbAlc 4% Glucose fixé sur le NH2 terminal du résidu valine situé a
I’extrémité de la chaine f.

HbAlal 0.2% Fructose -1.6- diphosphate fixé sur le NH2 terminal du résidu
valine situé a I’extrémité de la chaine p.

HbAla2 0.2% Glucose -6- phosphate fixé sur le NH2 terminal du résidu va-
line situé a situé a I’extrémité de la chaine f3 .
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HbAlb 0.5% Acide pyruvique fixé sur le NH2 terminal du résidu valine
situé a I’extrémité de la chaine f.

Hb ghyquees | 1a1.5% Hb glyquées sur différents acides aminés des chaine a et B de

diverses I’HbA.

HbA2 2.5% Deux chaines protéiques o 6 non glyquées.

HbF 0.5% Deux chaine a et y non glyquées

I1.1.2. Formation de ’HbAlc

L’HbAlc est une hémoglobine glyquée formée par la fixation d’une molécule de glu-

cose a I’extrémité N- terminale d’au moins une chaine béta de I’HbA (figure 6).

Hémoglobine glyquée élevée Q Globule rouge

Glucose

Hémoglobine glyquée basse

Figure 6 : Représentation schématique de la fixation de glucose sure les globules rouges

La glycation est un phenomeéne physiologique lent dont la premiére étape réversible corres-

pond a la formation d’une base de Schiff ou Hb glyquée labile. Dautres oses, que le glucose,

peuvent se fixer générent une multitude de formes glyquées de I’Hb [24].

Le site principal de glycation est I’Hb majoritaire de 1’adulte, ’HbA constituée de 2

chaines a et 2 chaines 3 de globine, se situe sur la valine N-terminale de la chaine 3 [25].

Cette fixation est suivie de réarrangements moléculaires conduisant a la formation de produits
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complexes appelés «Produits de glycation avancée» ou «Advanced Glycation End-products»
(AGE) [26].

Protéine

Q Réaction lente
Réaction rapide (pratiquement
NH;  rguercihiel J Irrdversibleinvivo) 1. e em e - ~

(réversible) N Irréversible in vivo) NH ’ T rcraieg

——ily n e— I
+ - CH R—— CH, S — ) S— : réactifs ]
Hy '0 CH(OH) Réarrangement cC=0 U)‘Yd'ﬂmn P (_algch_yd_ul 4'
c 1 d’Amadori ] Clivages
o [CH(OH)I; [CH(OH)); Pontages
1 CH,OH CH,OH firréversibles)
HO— (I: —-H NH,
H— C—OH Base de Schiff Produit d’Amadori
1 d
He (I: —-—OH (liaison aldimine) (liaison cétoamine) \ l
Instable Stable
oon Produits de
Ose glycation avancée
(glucose) (AGE)
Phases précoces ; Phases tardives

Figure 7 : Processus de glycation de I’hémoglobine [26]

11.3 Méthodes de dosage
11.3.1 Méthodes dosant I'hémoglobine glyquée totale

e Chromatographie d'affinité

Les groupements 1-2 cis-diol des molécules d'hexoses fixées sur I'némoglobine for-
ment un complexe avec l'acide phénylboronique immobilisé sur une matrice d'agarose. Une
premiére solution tampon élue la fraction non glyquée, une deuxieme solution contenant du
sorbitol ou de I'acide citrique élue la fraction glyquée fixée sur la colonne. Ces techniques
peuvent étre sensibles a la concentration du ligand d'un lot de colonne a l'autre. Seules les hé-
moglobines normales ou anormales ayant fixées irréversiblement le glucose sont dosées, la
fraction labile d' Hb n'interférant pas. La température et les hemoglobines carbamylées ou acé-

tylées sont sans influence [27].

Cette méthode a été appliquée a des techniques automatisees. Aprés hémolyse du sang,
I'Hb glyquée est fixee sur un réactif d'affinité poly -anionique, puis le complexe est capté par

une matrice cationique.
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La détection utilise une réaction d'inhibition par I'néme, de la fluorescence d'un fluoro-
phore.

Les résultats sont corrigés par rapport a une courbe d'étalonnage mémorisée qui a été
titrée en HbAlc par une méthode CLHP. Ces techniques qui dosent I'némoglobine glyquée

totale, fournissent des résultats corrigés exprimés en HbAlc [28].

11.3.2 Méthodes dosant spécifiquement I'HbAlc
e Meéthodes immunologiques
Les anticorps monoclonaux ou poly clonaux anti-HbALc utilisés sont spécifiques a la
liaison du glucose avec I'extrémité N terminale de la chaine .
Différents systémes sont commercialisés :
- Techniques immunoturbidimetriques en phase homogéne adaptée a différents analyseurs de
biochimie.
Apres hémolyse manuelle le pourcentage d'HbAlc est calculé par rapport a I'Hb totale dosée
en paralléle.
- Technique d'immunoinhibition sur analyseur (BAYER DCA 2000 ou DCA Vantage).

- Technique ELISA sur microplagues avec des anticorps monoclonaux.

La spécificité de ces méthodes dépend de I'épitope reconnu qu'il convient de connaitre
pour déterminer leurs limites d'utilisation. Les fractions d'hémoglobines labiles ou modifiées
ne sont pas dosées, mais les hémoglobines anormales et leurs dérivées glyquées peuvent ou
non étre pris en compte en fonction de la séquence glyquée reconnue et de sa longueur. En cas
de présence d'une HbF ou d'une Hb anormale, la glycation de ces formes n'étant pas reconnue,
il s'en suit des résultats par défaut puisque le dosage de I'némoglobine totale inclut des formes

non glyquées. Ce type de méthode ne permet pas d'identifier les hémoglobines anormales.

e Electrophorese
L'électrophorese en gel d'agarose ou acétate de cellulose (électro-endosmose) permet la
migration en bloc de toutes les fractions d'HbAL. Certains systemes peuvent également séparer
spécifiqguement la fraction HbAlc. Cette technique permet de mettre en évidence la plupart des

Hb anormales sauf les hémoglobines modifiées (Hb carbamylées). L'obtention de résultats re-
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productibles exige une transparisation homogéne du gel pour permettre une lecture correcte.
Ces techniques délicates fournissent en général des résultats plus élevés.
- L'isoélectrofocalisation permet une trés bonne séparation des fractions.
C'est cependant une technique délicate, qui nécessite un appareillage trés spécialisé. Elle n'est

pas utilisée en pratique courante [29].

e Chromatographie d'échange d'ions

La séparation est fondée sur le fait que la charge nette des hémoglobines glyquées sur
I'extrémité N-terminale des chaines a est plus négative que celle de I'HbAo, a pH neutre. Cette
méthode a été mise au point par Trivelli en 1971. L'hémolysat est déposé sur une colonne
remplie de résines chargées négativement. On élue d'abord les hémoglobines rapides : HbAla,
HbA1b, HbAlc puis la fraction principale HbAo.

Le pourcentage de ces différentes fractions est déterminé par mesure spectrophotométrique
[30].
Cette méthode est utilisée dans différentes techniques :
- mini colonnes remplies de résines échangeuses d'ions pour les techniques manuelles,
- Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP)

De nombreux appareils de CLHP spécialisés pour le dosage de I'HbAlc sont commer-
cialisés. lls utilisent une colonne d'échange ionique et permettent un dosage automatisé,
- Chromatographie Liquide Basse Pression (CLBP)

Des systéemes automatisés de CLBP ont également été proposés par différents indus-
triels. D'utilisation réputée moins colteuse, ces appareils doivent fournir une bonne séparation
HbF/HbA1lc [31].

Le tableau VII présente la plupart des réactifs disponibles pour le dosage de I’'HbAlc,
classés par méthode d'analyse, et leurs caractéristiques colligées a partir des notices d'utilisa-

tion.
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Tableau VII : Principaux réactifs disponibles pour le dosage de "THBA1C [27]

Méthode

Fabricant (gamme)

Certification

Mode de calcul

Interférences décrites dans

les notices

Chromatographie d’échange d’ions

Séparation/pas d’interférences avec HbA1C

labile, HbF, variants de I’Hb de charges diffé-

Bio-Rad  (Varian®,
D10®) HbA1C/ ensemble | rentes de 'HbAO et de I’'HbAlc (dont Hb
CLHP Tosoh Bioscience NGSP HbA SCDetE).
(G7)
Menarini (HA)
Bio-Rad (Diastal®) Protocole d’hémolyse adapté pour éviter
I’interférence  de 1’HbAlc labile (co-
NGSP migration), mauvaise séparation de 1’HDF,
CLBP séparation des Hb S et C.
Bayer Diagnostic | Notice non communiquée par le fabricant
(glycomal®)
Microcolone
Electrophoréese | Sebia Non précisée HbA1/Hb totale Co-migration HbA1C et HbF

Chromatogra- | Progen (Nycocard) Non précisée Hb glyquées/ Hb | Pas de description des interférences
phie d’affinité non glyquées
Calcul HbAlc

Méthode im- | ABX Pentra NGSP HbAL1C/ Hb totale | Augmentation de la valeur > HbA1C en pré-
munologique: sence d’Hb S et C. Résultat d” HbA1C< résul-
inhibition Roche  Diagnostics | IFCC  formule tat attendu en présence d’HbF > a10%. Pas
d’agglutination | (Tina-Quant®, Inté- | pour NGSP d’interférence de HbA1C labile.

gra®)

Beckman Coulter Pas d’effet de I’Hb glyquée labile, de ’HbF <

(Synchron) a10%, des Hb S et C.

11.4. Standardisation de dosage de ’HbAlc

Au moment de la publication des études DCCT et UKPDS (en 1993 et 1998, respecti-

vement), il n'y avait aucune cohérence dans la communication des resultats d'HbAlc. La di-

versité dans la biochimie de la glycation, les exigences cliniques et de gestion ont donné lieu a

un large éventail de méthodes de dosage de I'HbALc depuis les années 1960.

Ainsi des laboratoires différents pouvaient communiquer des résultats d'HbAlc diffé-

rents pour une méme personne, selon le type d'analyseur utilisé pour doser I'échantillon. Il
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était absolument impossible de fixer une cible d'HbAlc unique pour les citoyens d'un méme
pays et encore moins au niveau mondial. Aussi, de nombreuses personnes atteintes de diabéte
étaient déconcertés par le terme HbAlc ou Alc et voudraient pouvoir les mettre en relation

avec leur taux de glycémie moyen.

Deux groupes de travail, I’'un nommé NGSP basé aux Etats-Unis et le second, I'IFCC
ont mis en place parallelement une standardisation de la méthode de dosage de I’HbAlc

.L’atout majeur du NGSP est de s’appuyer sur les travaux menés par le DCCT et UKPDS.

Ceci a abouti a la coexistence de deux valeurs différentes pour I’HbAlc avec un ordre
de grandeur comparable, mais des valeurs usuelles d’HbAlc de 1 a 2% plus basses avec la
méthode IFCC par rapport a DCCT/NGSP. Ces différences ont suscité un vaste débat sur la
facon dont le dosage de I’HbAlc doit étre exprimé et des lors, les sociétés internationales de
diabétologie et ’IFCC ont pris les décisions suivantes au cours d’une conférence de consensus
en décembre 2007 : toutes les méthodes de mesure d’HbAlc doivent étre basées sur la mé-
thode IFCC et exprimées en mmol/mol ou soit en unités dérivées (pourcentage d’Hb totale)

par une conversion utilisant une équation directrice [32].

La conversion des valeurs IFCC en valeurs DCCT/NGSP est réalisée avec 1’équation

IFCC suivante :

NGSP (%)=0,0915 (IFCC mmol/mol) + 2,15

Tableau V111 : La relation linéaire entre les valeurs de I.HbAlc % obtenues par les deux mé-
thodes de standardisation NGSP et IFCC [33]

NGSP% IFCC%
4.0 2.0
6.0 4.2
7.0 5.5
8.0 6.4
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I1.5 Intérét du dosage de I’HbA1c

La mesure de I’HbAlc permet :
- L’obtention facile d’une mesure de la glycémie moyenne ;
- La prédiction du risque de complications (macrovasculaires et microvasculaires) ;
- L’évaluation de I’efficacité thérapeutique (et du risque d’hypoglycémie) ;
- La fixation des objectifs thérapeutiques.

On considere qu'un diabete est bien équilibré quand I'HbALc est inférieure a 6,5 %. Le
diabéte est moyennement équilibré si I'HbAlc est compris entre 6,5 % et 7,5 %. Il est mal
équilibré si HbAlc est au-dela de 8 %.

Malgré certaines limitations, la mesure de I’HbA lc¢ reste le moyen le plus simple et le

plus fiable actuellement pour obtenir un reflet de la glycémie moyenne [34].

Tableau IX : Corrélation entre I’hémoglobine glyquée et le taux de la glycémie moyenne

Valeur HbAlc (%) Taux de la glycémie moyenne (g/l)
6 1.26
7 1.54
8 1.83
9 212
10 241
11 2.68

11.6. Les limites du dosage de ’HbAlc

La connaissance de I’ensemble des facteurs pouvant influencé le dosage de ’'HbAlc
est essentiel pour pouvoir interpréter le résultat et pour une prise en charge optimale du patient
diabétique. La valeur d’HbAlc est indépendante de 1’état de jeune, des variations journalieres
de glycémie, de I’exercice physique et du sexe.

Pour que le résultat d’Hb glyquée soit interprétable, il faut :
- une durée de vie des globules rouges normale (120 jours)
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- une synthése normale (qualitative et quantitative) de I’Hb (97 4 99% d'HbA).
Si I’un de ces paramétres est modifié, 1’équilibre entre réaction de synthése/dégradation et ré-
action de glycation non enzymatique est perturbé et I’interprétation du dosage devient délicate

voire impossible.

11.6.1 Variations physiopathologiques [37]

Lorsque la durée de vie du globule rouge est inférieure a 120 jours, la glycation ayant
lieu au cours de toute la vie du globule rouge dés les stades érythropoiétiques (phénomene
cumulatif), celle-ci se fera sur une plus courte durée donc I’HbA 1¢ sera diminuée. Toute situa-
tion d’hémolyse (auto-immune, mécanique, toxique, médicamenteuse), toute hémorragie ou
spoliation sanguine importante entraine par conséquent une diminution du taux d’HbAlc.

De méme, une transfusion récente ou la prise de traitement stimulant 1’érythropoicse
rajeunit la population de globule rouge et entraine une diminution de I’HbAlc. Un allonge-
ment de la durée de vie des globules rouges (splénectomie) augmente ’HbAlc. Ces situations
peuvent fausser le dosage quel que soit la méthode employée.

Voici quelques exemples de patients pour lesquels une vigilance sera requise lors de
I’interprétation du résultat d’HbAlc :

- Chez la femme enceinte : Au premier trimestre, les valeurs d’HbAlc ont tendance a étre
plus basses, ce qui peut étre expliqué par ’hémodilution et une plus faible valeur de glycémie
a jeun (phase d’anabolisme pour le développement feetal avec augmentation de 1’insulinémie
et de I’insulinosensibilité). Au deuxieme et troisieme trimestre, les valeurs d’HbAlc sont plus
éleveées.
- Chez le patient insuffisant rénal : Cette situation est fréquente chez le patient diabétique
(néphropathie diabétique). Trois situations peuvent avoir une influence sur la valeur de
I’HbAlc:

e La durée de vie du globule rouge est réduite en cas d’hémodialyse.

e La prise d’un traitement par I’EPO provoque un rajeunissement de la population éry-

throcytaire.

Dans ces deux situations, la valeur de ’HbA 1¢ sera sous-estimée.

e Laprésence d’une Hb carbamylée (fixation de cyanate en position

e amino-terminale des chaines alpha et beta de I’Hb) peut surestimer le résultat.
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Chez les patients ayant une pathologie hépatique :

e En cas de cirrhose, une hémolyse, une augmentation de la séquestration splénique des
globules rouges ou encore une modification de 1’érythropoie¢se peuvent modifier la du-
rée de vie des globules rouges.

e En cas d’hépatite C, les résultats d’HbA l¢ peuvent étre sous-estimés chez les patients

traités par ribavirine qui peut provoquer une anémie régénérative.

11.6.2. Présence d’une hémoglobinopathie [38]

L’Hb est soit qualitativement soit quantitativement anormale.

L’hémoglobinopathie peut entrainer une hémolyse (variable et difficile a quantifier)
et/ou une stimulation anormale de la production d’Hb. De méme, une modification de la gly-
cation et la formation éventuelle de produits glyqués différents peuvent se produire.

La présence de variants de I’Hb peut étre a 1’origine de résultats sur ou sous-estimés
selon la technique utilisée, les rendant difficilement interprétables. Il est par conséquent im-
portant d’identifier la présence d’une Hb anormale chez un patient. Plus de 800 variants de

I’Hb ont été décrits. par exemple la présence d’une Hb C ou S.

11.6.3. Anomalies quantitatives d’hémoglobine [39]

- Augmentation de I’Hb F (au cours de myélome, lymphome, thalassémie) : elle peut entrainer
une sous-estimation du taux d’HbAlc avec les techniques immunologiques (pas de reconnais-
sance par les anticorps des chaines de I’HbF et qui mesurent strictement I’HbA ¢ par rapport
a I’Hb totale). Par contre, les taux d’HbA1c obtenus par chromatographie resteront interpré-
tables (si la durée de vie des globules rouges n’est pas affectée).

- les béta-thalassémies qui s’accompagnent d’une augmentation du taux d’HbF et

D’HbA2 circulantes et d’une hémolyse chronique. Dans ce cas la valeur d’HbA1c ne peut pas
étre interprétée.

Toute interprétation du dosage doit étre prudente dans ces situations, il peut étre utile d’utiliser
le dosage des fructosamines (protéines circulantes ayant subies un réarrangement d’Amadori

dd a la glycation).

Le tableau X résume les situations influencant les valeurs de ’HbAlc.
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Tableau X : Facteurs interférents avec la mesure de I.Hb1Ac [40]

Situation avec HbAlc

Faussement | Faussement Pouvant étre faus-
élevée abaissée sement élevée ou
abaissée
Variante de ’HbAlc
Variation génetique de +
I’hémoglobine  (Hémoglobinopa-
thies : HbS, HbC, HbF,HbE)
Dérivée de I’HbAlc modifiées
chimiquement: Hb carbamylée
formée lors d’insuffisance rénale +
Réduction de durée de vie des érythrocytes
Anémie hémolytique +
Anémie hémolytique +
Hypersplénisme +
Médicaments et toxiques
Ethylisme chronique +
Abus d’aspirine ou d’opiacés +
Abus de vitamine C et E +
Autres facteurs
Hyperbilirubinémie +
Hypertriglycéridémie +
Anémie ferripive +
Splénectomie +
Anemie aplastique +
Age (>70 ans) +
Grossesse +
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11.7. Les recommandations concernant le suivi du diabéte par I’HbAlc
11.7.1. L’HbA1c dans le suivi du diabete de type 1

Selon le guide ALD édité par la HAS en juillet 2007 « diabéte de type 1 de I’adulte »,
le dosage de I.HbAlc doit étre réalisé 4 fois/an [60].

11.7.2. L’HbA1c dans le suivi du diabete de type 2

D’aprés les recommandations de I’ANAES de janvier 1999, « suivi du patient diabé-

tique de type 2 a I’exclusion du suivi des complications » :
- Le dosage de I’HbA1c doit étre effectué tous les 3 a 4 mois.

- Pour un patient donné, le dosage de I’HbA1c doit étre pratiqué dans le méme laboratoire,

pour permettre la comparaison des résultats successifs.

- Les objectifs glycémiques se traduisent en objectifs de I’HbALc. Les criteres suivants doi-

vent étre pris comme référence :
- L’objectif optimal a atteindre est une valeur de I’HbA1c inférieure a 6,5 % ;

- Lorsque ’HbAlc est égale a 6,5 %, il n’y a pas lieu de modifier le traitement (sauf en cas

d’effets indésirables).

- Lorsque I’HbALc se situe entre 6,6 % et 8 % sur deux contrdles successifs, une modification

du traitement peut étre envisagée, en fonction de I’appréciation par le clinicien du rapport
avantages/inconvénients du changement de traitement envisagé. Lorsque la valeur de I’'HbAlc
est superieure a 8 % sur deux contréles successifs, une modification du traitement est recom-
mandée [60].
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1.1. Echantillonnage et collecte des données

L’étude a porté sur 289 sujets de la région de Blida. L’étude a été réalisée durant la pé-
riode d’avril jusqu’au juin 2019, au niveau du laboratoire d’analyses de biologie médicale
(Dr. Benhelal). Pour chaque sujet ont été notés son : identification, age, sexe.
Les sujets ont fait I’objet de dosage du taux de glycémie a jeun (160 sujets) et du taux de la
HbAlc par les deux méthodes (HPLC et turbidimétrie) (annexe 3).

1.2. Préléevement sanguin

Les prélevements sanguins sont effectués a partir des veines (sang veineux) en général
au pli du coude apres au moins 08 heures de jelne. Il est a noter que pour la mesure de
I’HbAc, il n’est pas nécessaire que le sujet soit a jeun puisque le jeun n’influence pas le résul-
tat de ’analyse.
Pour doser la glycémie, le sang est déposé dans des tubes fluorure de 1’oxalate de couleur gris,
et Pour doser I’HbA 1c le sang total est déposé dans des tubes EDTA (Acide éthylene diamine

tétra-acétique) de couleur mauve.

1.3. Automates et méthodologies analytiques

1.3.1. Dosage de la glycémie

Le dosage de la glycémie a été effectué par I’automate SELECTRA PRO M aprés
centrifugation & 2000 RPM pendant 10 min afin de séparer le sérum du reste des constituants
sanguins.

Principe :

Le dosage du glucose de plasma sanguin est réalisé par une méthode enzymatique co-
lorimétrique, en présence de la glucose-oxydase, le glucose est oxydé en acide gluconique et
peroxyde d’hydrogene, selon la réaction suivante :

Glucose oxydase
Glucose + 1/20;, + H,0 Gluconate + H,0,
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Ce dernier, en présence de la peroxydase et du phénol, oxyde un chromogéne (4-
aminoantipyrine) incolore en un colorant rouge a structure quinoneimine selon la réaction sui-
vante :

Peroxydase

2H,0, + 4-Aminoantipyrine + phénol > Quinoneimine + 4H,0

L’intensité de la coloration (quinonéimine), mesurée a 505 nm, est proportionnelle a la

quantité de glucose présente dans I’échantillon.

Figure 8 : Automate SELECTRA PRO M

1.3.2. Dosage de ’HbAlc

Le dosage de ’HbALc a été réalisé simultanément sur les deux automates suivants :

e Lc Cobas-Intégra® de la société Roche diagnostics, automate multiparametrique de
biochimie qui dose I’HbA1c par immunoturbidimétrie,

e Le D-10 et Turbo Variant Il chez Bio-Rad, utilisant '’ HPLC
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» D-10® : Présentation et principe méthodologique

Le D-10® est un analyseur compact. Il s’agit d’un systtme de CLHP par échange
d’ions utilisable pour le dosage des hémoglobines Alc (HbAlc), et le dépistage des variants

de I’hémoglobine. Il comporte :

- un systéme de prélévement, de dilution des échantillons et de lavage ; un module chromato-
graphique contenant une pompe double piston, une vanne et une boucle d’injection de 25 L,
une enceinte thermostatée contenant la colonne échangeuse d’ions, un détecteur (diode élec-
troluminescente) ; un module électronique comprenant une imprimante, un écran tactile et un
PC équipé d’un logiciel permettant une connexion bidirectionnelle avec I’informatique du la-

boratoire.

- un module électronique comprenant une imprimante, un écran tactile et un PC équipé d’un

logiciel permettant une connexion bidirectionnelle avec I’informatique du laboratoire.

Figure 9 : L’analyseur D-10® de Bio Rad
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Le passeur d’échantillons permet le chargement en continu et le stockage aprés analyse
des échantillons autorisant une capacité de chargement de 10 tubes par série. Le résultat est

obtenu en 3 minutes.

Le systeme D-10® envoie un gradient programmé de tampon de force ionique crois-
sante dans la cartouche, les molécules d’hémoglobine sont alors séparées en fonction de leur
interaction ionique avec le matériau contenu dans la cartouche. Elles traversent ensuite la cel-
lule a circulation du photométre filtre ou sont mesurés les changements d’absorbance a 415

nm.

Un compte rendu d’analyse et un chromatogramme sont générés pour chaque échantil-
lon. Il comporte les informations suivantes : date et heure du dosage, identification de
I’échantillon (calibrant, controle, patient), identification de I’injection (numéro de la série,
numéro de I’injection, position de 1’échantillon sur le rack), le chromatogramme, les surfaces
et les temps de rétention des différents pics identifiés et le taux de I’'HbAlc en %. La Figure

10 illustre des exemples de chromatogrammes obtenus avec la méthode D-10® HbAIc.

Pour un sang normal, six fractions sont identifiées dans I’ordre de leur élution :
HbAla, HbAlb, HbF, HbAlc labile identifiée « LALlc » sur le chromatogramme, HbAlc,
HbAO. La surface de I’hémoglobine Alc est calculée a I’aide d’un algorithme gaussien expo-
nentiellement modifié qui permet d’exclure la surface des pics dus a I’HbAlc labile et a

I’hémoglobine carbamylée de la surface du pic Alc.
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Patient report Patient report
Bio-Rad DATE: 03/23/2007 Bio-Rad DATE: 01/25/2008
D-10 TIME: 04:03 PM D-10 TIME: 04:03 PM
S/N: #DASHS505313 Software version: 3.50-1 S/N: #DASHS505327 Software version: 3.50-A1
Control ID: 33712 Sample ID: 00010
Injection date 11/08/2006 10:00 AM Injection date 01/25/2008 03:50 PM
Injection #: 5 Method: HbAlc Injection #: 14 Method: HbAlc
Rack #: D4 Rack position: 5 Rack #: C1 Rack position: 2
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]

0.061 0.06 -

0.05 005

0.041 0.04

0.03 0031 £ &2
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0.02 0.021
0:0 1:00 2.00 3:00 0:0 1:00 2:00 3:00
Peak table - ID: AICTRH Peak table - ID: 00010
Peak R.time Height Area Area % Peak R.time Height Area Area %
Ala 0.21 3951 17524 1.0 Ala 0.20 6503 24054 0.9
Alb 0.28 5794 31276 1.8 Alb 0.28 7981 47991 1.8
F 0.44 1852 11829 0.7 E O:43 2600 LCA23 1500
LAIC/CHb-1  0.67 3008 18783 1.1 LALlc/CHb-1 0:63 otid 3220 D
Alc 0.79 13142 131154 103 Laxlc/CHb2 0:08 6802 54:‘23: i'g
P3 1.39 14754 56407 32 ’:;C (1";‘; ii:; :(5’3262 i
: 3 1.8 : :
:gkmw" 1 :; 13:2228 132;,;40 o A0 1.44 527758 2231123 83.3
' : Total Area: 2679047
Total Area: 1742844
Concentration:
Concentration:
% Alc 5.4

% Alc 10.3

Figure 10 : Exemples de chromatogrammes obtenus avec la méthode Bio-rad D-10® HbAlc
» Bio-rad Turbo variant Il

Le systtme VARIANT™ II TURBO combine un systtme CLHP Bio-Rad a une cadence
analytique de 97 secondes par test avec détection des variants de I'hémoglobine pour le dosage
de I'HbAlc (Annexe 2). Congu pour des volumes d'analyses élevés, automatise, le systeme
VARIANT Il TURBO fournit des résultats avec une analyse en 1,5 minute.

Le coffret VARIANT Il TURBO permet le dosage automatisé de I'HbAlc avec une identi-

fication positive des échantillons et une gestion des données.

Aucune préparation manuelle des échantillons n'est nécessaire.
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Figure 11 : Bio-Rad Turbo Variant Il

» Cobas-Intégra®: Principe méthodologique du dosage de ’HbAlc
Le Cobas-Intégra® 400 de Roche (figure 13), est un automate multiparamétrique dont
le panel d’analyse s’étend a la biochimie, La technique de dosage de I’HbA1C sur le Cobas-
Intégra® 400 repose sur le principe de I'immunoturbidimétrie. Aprés hémolyse, I’Hb libérée
subit une dégradation protéique par la pepsine pour permettre la réaction immunologique avec
la partie N-terminale de la chaine .

Pour le dosage de I’Hb, les hémes sont oxydés. L’Hb totale est déterminée dans
I’hémolysat a I’aide d’une méthode colorimétrique n’utilisant pas le cyanure et fondée sur la
formation d’un chromophore brun-vert dans une solution détergente alcaline. L’intensité de la

couleur est proportionnelle a la concentration en Hb de I’échantillon et déterminée par la me-
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sure de I’augmentation de I’absorbance a 552 nm. Le résultat du dosage est calculé a I’aide

d’une constante déterminée a partir du calibrateur primaire chlorohémine.

Le dosage de I’HbA ¢ utilise des anticorps monoclonaux fixés a des particules de la-
tex. Les anticorps se lient a la partie N-terminale de la chaine  de I’HbA1c. Les anticorps en-
core libres sont agglutinés a I’aide d’un polymeére synthétique présentant plusieurs répliques de

la partie N-terminale de la chaine B et son fraction de valine glyquée (2-déoxyfructosevaline).

L’INTEGRA détecte spécifiquement les quatre premiers acides aminés de I’extrémité

N-terminale de la chaine B-globine (figure 12)

1 1
Ailc : Gluc Val His Leu Thr :Pro Glo - Glu Ala
Hb 1 1
Elc 1 Gluc Val His Lleu Thr 1Pro Glu —— Lys Al
1 |
Position brmmmmm e mm s e s m e . 26

Site gpécifique d'ldentification
de la glycation de la chaine
g-globine de I'Hb par I'anticorps Tina-quant™ HbA1c

Figure 12 : L'épitope utilisé dans 1’essai Tina-quant® HbAlc permet une identification par

I’anticorps indépendamment de la variante de I’hémoglobine (Hb)

De plus, ce choix d’anticorps explique pourquoi les variants de I’Hb comme I’HbS, I’HbE,
I’HbC et I’HbD n’affectent pas les résultats de 'HbA lc générés par ce test. Les mutations ge-
nérant les variants courants de I’Hb ne sont pas contenues dans la région détectée par
I’anticorps (les quatre premiers acides aminés de I’extrémité N-terminale de la chaine B-
globine) et la séquence d’acides aminés est donc préservée et identifiée indépendamment de

variant.
L’INTEGRA comprend les variantes de I’hémoglobine dans le calcul de ’'HbAlc

HbA1c (incl. HbX1c)

x1
Total hémoglobine (incl. HbX) 00

%HbA1c =
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Y i

Glycopeptides Latex+anticorps Glycopeptides liés

Latex + anticorps Agglutinatenr Latex + anﬁcorps
agglutinés

Figure 14 : Schéma illustrant le principe du dosage de I’'HbA1c¢ par immunoturbidimétrie sur
le Cobas-Intégra® 400 plus.
1.4. Etude statistique

- Etude de ’influence des variants
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Vingt échantillons présentant une anomalie de 1’hémoglobine : HbC (9 sujets), HbS (9
sujets), HbJ (1 sujet), HbH (1sujet)

Les variants HbC et HbS ont été confirmé par Bio-rad D-10 (Figure 15), les autres

anomalies HbH et HbJ ont été confirmé par 1’électrophorése de ’hémoglobine (Annexe 2).

On a effectué une corrélation entre les taux de I’HbAlc qui présentant des hémoglobi-
nopathies dosé par les deux méthodes.

Patient report Patient report
Bio-Rad DATE: 09/23/2010 Bio-Rad DATE: 09/23/2010
D-10 TIME: 02:57 PM D-10 TIME: 02:58 PM
S/N: #DA3G222606  Software version: 3.57 S/N: #DA3G222606  Software version: 3.57
Sample ID: RACKC2-1-24-17-9-2010 Sample ID: RACKB3-1-13-23-9-2010
Injection date 09/17/2010 11:18 AM Injection date 09/23/2010 11:15 AM
Injection #: 24 Method: HbAlc Injection #: 13 Method: HbAlc
Rack #: C2 Rack position: 1 Rack #: B3 Rack position: 1
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0.05 005

0.04 0.04

00313 2 003
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0.02 002 l
0:0 1:00 200 3:00 00 1:00 200 300
Peak table - ID: RACKC2-1-24-17-9-2010 Feak able:e ID7RACKE 10 9200
Peak R.time Height Area Area % Peak Rtime Height Area Area %
Wekniowii 013 7678 42 04 Unknown 0.14 10208 13877 04
e 020 4501 13413 05 Ala 0.20 6542 23873 08
Alb 0.28 5343 43577 17 ol 028 O = 20 08
LAIC/CHb-1  0.68 2329 17693 0.7 F 042 1810 12280 04
s o8 7404 1290, 63 LAIC/CHb-1  0.67 2654 20186 0.7
3 137 23435 ToatsT a1 Alc 0.79 8243 82393 5.1
A0 148 357969 1407810 55.7 P3 136 20991 — 1046395334
S-Window 167 489999 853066 33.8 20 146 AT0193; =~ 1979912, 639
Toil Fors C-Window 1.79 407012 834752 27.0
: Total Area: 3096895
Concentration: % mmol/mol
Concentration: % |mmol/mol
Alc 63 46
Alc 5.1 32
la 1b

Figure 15 : Exemples de chromatogrammes en cas d’anomalie de I’Hb (1a HbS), (1b HbC)
obtenus avec la méthode Bio-rad D-10® HbAlc
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- Etude de la corrélation

- Corrélation entre les valeurs de la glycémie et taux de I’HbA1c dosé par HPLC.
- Corrélation entre les valeurs de la glycémie et taux de I’HbA1c dosé par la turbidimétrie.

- Corrélation entre les deux méthodes.

- Analyse statistique

L’analyse des données a été effectuée a I’aide de logiciel IBM® SPSS® Statistics.
Pour I’évaluation de la précision nous avons calculé les coefficients de variation pour la répé-

tabilité (Annexe 4).
Pour la comparaison des moyennes, nous avons utilisé le test t de student.
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RESULTATS

I1.1. Répartition des sujets étudiés selon le sexe
Dans cette étude, la répartition des sujets étudiés selon le sexe est représentée dans la

figure 16 :

sexe du patient

B masculin
= féminin

Figure 16 : Répartition des sujets étudiés en fonction du sexe
D’apres la figure on remarque : sexe féminin 58.48%, sexe masculin 41.52% avec une

sex-ratio (H/F) de 0.71 (pour 100 patients de sexe féminin on a eu 71 patients de sexe mascu-

lin.
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11.2. Répartition des sujets étudiés en fonction de la tranche d’age

La répartition des sujets étudiés en fonction de la tranche d’age est représentée dans la

figure 17 :
sexe du
patient
— B masculin
50.0
I féminin
masculin
Moyenne = 56.11
Ecart tgpe =16.176
M=12
40.0
féminin
Moyenne = 53.86
Ecart type = 14.812
M =167
o
c 3009
@
3
o
0
R
'S
20.0-
10.0-
Tt 12) Wt ! 2
oo

T T I T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 &5 ¥0 75 B0 85 90 95 100

age du patient

Figure 17 : Répartition des sujets étudiés en fonction de la tranche d’age
L’age des patients est compris entre 4 et 90 ans avec une médiane de 57 ans, une

moyenne de 54.80 ans et un écart type de £15.41 ans. La classe d’age la plus importante (55-

60 ans) chez les femmes et (60-65 ans) chez les hommes.
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11.3. Répartition des patients en fonction du taux de la glycémie

M<11gl

\Valeur de la glycémie en gll M11-1.26 g1
aly g W= 1.26 g

Figure 18 : Répartition en pourcentage du taux de la glycémie
D’aprés les résultats du taux de la glycémie on remarque : les patients >1.26 g/l repré-

sente le pourcentage le plus important 48.75%, <1.10 g/l représente 31.25%, et 1.10-1.26 g/l

représente 20%
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11.4. Répartition des patients en fonction de la valeur de ’'HbAlc

11.4.1. Par la méthode HPLC

HbA1c en % par la méthode HPLC

M-
He-7%
O7-8%
W-c%

Figure 19 : Répartition en pourcentage du taux de I’'HbA 1c¢ par la méthode HPLC

D’apres les résultats de ’HbA1c par ’HPLC on remarque :
Les patients ont de ’'HbAlc < 6% représente 23.53%, 6-8% représente 29.41%, 7-8%
représente 18.69%, >8 représente 28.37%.
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11.4.2. Par la méthode immunoturbidimétrie

¢ en % par la méthode Turbidimeétrie
HbA1 b | éthode Turbidimeétri
W-c=
He-7%
O7-5%
W=

Figure 20 : Répartition en pourcentage de I’HbA ¢ par la méthode immunoturbidimétrie
D’aprés les résultats de ’'HbAlc par la méthode immunoturbidimétrie on remarque :

Les patients ont de I’HbAlc <6% représente 33.22%, 6-7% représente 29.76, 7-8%
représente 17.30%, et >8% représente 19.72%.
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I1.5. Corrélation entre la glycémie et la HbAlc

I1 s’agit d’une étude de corrélation entre le taux de la glycémie et I’'HbA lc pour chaque

méthode (HPLC, turbidimétrie), les résultats sont représentés dans les figures 21, 22 :

RZ Linéaire = 0.672
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o
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Figure 21 : Tracé comparatif des résultats observés entre la glycémie et ’HbAlc par ’HPLC

La corrélation entre la glycémie et I’HbA1c par ’HPLC est positive (HPLC r de Bra-

vais Pearson = 0.82) et significative avec un p<0.001. L’équation de la régression linéaire

est:
HbAlc =2.48x% (glycemie a jeun) +3.59
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HbA1c en % selon la Turbidimétrie
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Figure 22 : Tracé comparatif entre la glycémie et I’'HbA 1¢ par la turbidimétrie

La correlation entre la glycémie et 1I’HbAlc par la turbidimétrie est positive (r de

bravais pearson = 0.843) et significative avec un p<0.001. L’équation de la régression li-

néaire est :
HbAlc =2.38x (glycémie a jeun) +3.34 (turbidimétrie)
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11.6. Corrélation entre les deux méthodes

Il s’agit d’une étude de corrélation pour toutes les valeurs du dosage de I’HbA 1c obte-
nue par deux méthodes (HPLC et turbidimétrie) ainsi que pour une série des patients (20 su-

jets) ayant une anomalie de I’hémoglobine.

Les résultats de cette étude représentée dans les figures suivantes :

RZ Linéaire = 0,968

1:5.007

12509

10.00

7.50

HbA1c en % selon la Turbidimétrie

5.00

500 ?.Isn 1 n'.n:u:u 1 zl.sn 1 5.'nu
HbA1c en % selon HPLC

Figure 23 : Tracé comparatif pour toutes les valeurs du dosage de I’HbAlc obtenue par les

deux methodes (HPLC et la turbidimetrie)

La corrélation I’HbA ¢ est trés positive (r de Bravais Pearson = 0.984) et tres signifi-

cative avec un p<0.001. L’équation de la régression linéaire : HbAlc (turbidimétrie) = 0.06 +

0.94 x HbAlc (HPLC)
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R2 Lindaire = 0.979
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Figure 24 : Tracé comparatif du taux de I’HbALc pour une série des patients (20 sujets) ayant

une anomalie de I’Hb par les deux méthodes (HPLC et la turbidimétrie)

La corrélation est tres positive (r de Bravais Pearson =0.989) et tres significative avec

un p<0.001.

L’équation de la régression linéaire : HbAlc (turbidimétrie) = 0.41 + 1.02 x HbAlc (HPLC)
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11.7. Etude de la répétabilité

Pour I’étude de I’imprécision intra série (répétabilité) nous avons dosé I’HbAlc¢ par les

deux méthodes 10 fois dans la méme série pour chacun des deux niveaux de contrdle : bas

(5.5%) et haut (10).

Les coefficients de variation sont reportés dans le tableau XI:

Tableau XI : Résultats de 1’étude de la répétabilité

HbAlc (HPLC) HbA1c (turbidimétrie)
Echantillon de contrdle de qualité Bas Haut Bas Haut
N 10 10 10 10
Moyenne 5.72 11.15 5.18 9.49
Ecart-type 0.078 0.42 0.15 0.036
Coefficient de variation (CV) % 136% |3.7% 2.89 % 0.37 %
Limites acceptable 3.8% 3.8% 3.8% 3.8%

Coefficients de variation respectifs sont de 1,36 % et 3.7 % (HPLC), 2.89% et 0.37%

(turbidimétrie).
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11.8. Test t de student :

Tableau XII : Statistiques d

es échantillons

appriés
Moyenne N Ecart type
HbA1c en % selon HPLC 7.3176 289 1.78666
HbAlc en % selon la Tur-
o ) 6.9078 289 1.69921
bidimétrie

Tableau XI11 : statistique différentiel des échantillons appariés

Test des échantillons appariés

Différences appariées

Intervalle de confiance de la

Moyenng différence & 95 %
' arraur
Moyenne | Ecarttype standard Inférieur Supérieur t ddl Sig. (bilatéral)
Paire 1 HbAlcen % selon HPFLC
-HbAleen % selonla 40985 32457 01804 7227 44743 21.467 288 .000
Turbidimétrie

D’apres les deux tableaux on a pu constater que :

La moyenne des valeurs de ’HbA1C obtenu par la méthode turbidimétrique = 6.9078 %
La moyenne des valeurs de ’'HbA1C obtenu par la méthode HPLC = 7.3176 %

La moyenne de la différence entre les deux valeurs = 0.40985

Signification : valeur-p < 0.001
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DISCUSSION

Le diabete est une maladie aggravant I'invalidité, provoquant la diminution de I'espé-
rance de vie, et engendrant de forts colts médicaux. L’HbALc joue un rdle important, non seu-

lement dans le suivi de I’équilibre du diabéte, mais aussi dans la prévention des complications

du diabéte.

Dans notre étude, les femmes représentent 58.48% de notre population. Nous ne pou-
vons pas affirmer a partir de ce pourcentage une prévalence plus élevee des sujets du sexe fé-
minins comparés a ceux du sexe masculin. Ceci peut étre en relation avec notre petit échantil-
lon choisi et par occurrence a la période d’étude. En effet, la prédominance du sexe féminin
dans la population diabétique de type 2 avait été rapportée par plusieurs études en 1’occurrence
celle de [Glitho, S. 2006] [54] son étude montre que huit (8) contre sept (7) hommes sont dia-
bétique soit des pourcentage respectifs de 53.33% et de 46.67%, Habi, M. A.(2015) [55] qui a
démontré que 73% des sujets atteints de diabéte sont des femmes contre 27% d’hommes,
RAHAL Fouzia, BELMEHDI Amina (2017) [56], I’analyse des résultats montre qu’il existe
significativement plus de sujets féminins dans 1’échantillon soit 53 % de I’effectif total que de

sujets masculins 47 %.

La tranche d’age la plus fréquente est de 55 a 60 ans chez les sujets de sexe féminin
avec une moyenne de 53.86 ans et de 60 a 65 ans chez les hommes avec une moyenne de
56.11 ans. Pour les deux sexes la tranche d’age de 55-65 est la plus fréquente avec une
moyenne de 54.80 ans. L’age moyen de nos malades est légerement supérieur a celui observé
par (Youssouf, 2007) [57] au Mali (51,5 ans) avec des extrémes de 24 a 79 ans et (Moham-
med et al., 2007) [58] au Maroc (53 ans) avec des extrémes de 17 a 84 ans, une étude réalisé
par Parfait et Faoziath Doffon et Bakary university d’Abomey Calavi (2009) [59] a dé-
montré que 14 patients sur 25 ont un age compris entre 40 et 50 ans soit 56.66% des patients
ayant composé son cohorte. Ces resultats confirment nos études bien que la tranche d’age la

plus fréquente est de 60 a 65 ans.

Le taux de la glycémie montre que 48.75% > 1.26 g/l (diabétique), et 20% 1.10-1.26
(intolérance au glucose). Il est tres connu que le diagnostic du diabete repose sur la glycémie a
jeun. Pour la premiére fois, un comité d'experts internationaux s'est réuni afin de définir les

normes de I'némoglobine glyquée qui pourraient servir pour le diagnostic de diabete.
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Ce travail a été publié dans le Journal of the American Medical Association (JAMA), revue
tres lue par les médecins.

Une étude multicentrique internationale menée entre avril 2006 et ao(t 2007 afin d'éta-
blir de facon précise la relation existant entre la valeur de I’HbALc et la glycémie moyenne au
cours des trois mois précédents a montré une corrélation significative entre la glycémie et le

taux d’hémoglobine glyquee [61].

Nos résultats ont montré qu'il existe une corrélation trés significative entre le pourcen-
tage d'hémoglobine glyquée et la glycémie (r = 0,82 HPLC, r = 0.843 turbidimétrie). A priori,
cela laisse penser que la détermination de I’HbAlc suffit pour préjuger de 1'évolution de la

maladie.

L’hémoglobine glyquée est un bon indicateur de la présence du glucose dans notre or-
ganisme. Il ttmoigne de certains mécanismes qui peuvent conduire a des complications ocu-

laires, rénales, vasculaires ou neurologiques. souligne le Pr Reach.

« En-dessous de 7%, c’est un diabéte équilibré, entre 7% et 8% mal équilibré, entre 8%

et 10% intervention thérapeutique et au-dela de 10% c’est catastrophique. »

La répartition des patients en fonction du taux de I'némoglobine glyquée chez nos su-
jets étudiés donne des pourcentages élevés entre 7 et 8% et supérieur a 8%. Ce résultat montre
que la majorité de ces patients étudiés ont un diabéte mal équilibré.

Le dosage de ’'HbAlc bénéfice actuellement d’une vingtaine de techniques différents
disponible sur le marché, cette variabilité des méthodes d’analyse considéré parmi les facteurs
favorisant la variation des valeurs de I’HbAlc, notre étude basée sur la comparaison entre
deux méthodes qui sont la methode HPLC (bio-rad D-10, Turbo Variant Il) et immunoturbi-

dimétrique (Cobas-integra 400 plus).

Les résultats obtenus avec le Bio-rad D-10 et turbo variant Il sont nettement élevés
qu’avec le Cobas-integra 400 plus. Pour assurer la transférabilité des résultats fournis par les
deux analyseurs, il est nécessaire d’appliquer 1’équation de régression comme le recomman-
dent I’'IFCC et le NGSP, en vue de ne pas rendre un résultat pathologique a un patient sain et

modifier ainsi la décision clinique et la prise en charge thérapeutique.
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Délai de réponse des résultats pour Bio-rad D-10 est 3 min et Turbo Variant Il 1.5 min pour
chaque échantillon ; le Cobas-integra donne une réponse apres 13 min pour le premier échan-

tillon et 1 min pour les résultats suivants.

La technique chromatographique permet la mise en évidence des variants de
I’hémoglobine sur les tracés chromatographique, ces anomalies de 1’hémoglobine peuvent
passer inapergue en cas de dosage de I’hémoglobine glyquée par la méthode immunoturbidi-
métrie sur le Cobas-integra 400 plus et ne seront donc pas prises en considération lors de

I’interprétation des résultats.

Nous n’avons signalé aucune différence entre les deux appareils dans le dosage de

I’HbA ¢ en cas de la présence de variants (corrélation tres significative r=0.99).

Certains auteurs, Lenters-Westra, E., Siebelder, C., Slingerland, R.J., Weykamp,
C.W., laboratoire de Référence IFCC/NGSP (Laboratoire de Référence Européen, Pays-Bas)
ont conclu que la méthode parfaite de mesure de I’'HbA ¢ (en cas des variants S, D, H, E et J)
n’a pas encore ¢ét¢ ¢laborée et le choix entre les différentes méthodes existantes se fera en

fonction des priorités du laboratoire.

Le calcul de la régression linéaire montre une excellente corrélation (r = 0,98), statisti-
guement tres significative (p<0.001) entre les deux techniques, résultat concordant avec
I"étude de (Anton Szymanowicz, Marie-Jo Neyron, Ann Biol Clin 2010 ; 68 (2) : 227-33)
qui ont trouvés (r = 0,996) [62].

Les équations obtenues sont comparables a la relation reliant les deux méthodes de standardi-
sation NGSP du programme américain certifiant le D-10®, et IFCC qui certifie la technique
adapte sur le Cobas-Intégra®, rappelee ici : NGSP = (0,915x IFCC) + 2,15. Cette relation a été
établie par les membres des deux groupes d’experts NGSP et IFCC dans un souci de standar-

disation et de transférabilité des résultats.

Nos résultats montrent que les coefficients de variation sont inférieurs a 3.8%, le cri-
teres de précision (répétabilite) est satisfaisant et réponde aux exigences émises par la SFBC
(Société Francaise de Biologie Clinique) et les sociétés scientifiques de diabétologie et
I’AFSSAPS (Agence national de sécurité du médicament et des produits de santé). Les résul-

tats objectivés par la présente étude sont comparables a ceux obtenus avec d’autres analyseurs.
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La comparaison des moyennes de I'HbAlc des 289 patients donne une moyenne de
7,32 % (HPLC), 6,9 % (immunoturbidimétrique) avec un p < 0.001, résultat concordant avec
I"étude de (Lamri.M.A, Congres de biologie médicale et de médecine de laboratoire 6 et 7
Mai 2018) [63] qui a trouvé une moyenne de 7,46 % (HPLC), 6,78 % (immuno-
turbidimétrique ) avec un p < 0.001 et conclu qu’il y a une différence significative d ou
I"intérét de garder la méme technique de dosage de I'HbALc pour le bon suivi des malades

diabétiques.
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Le dosage de ’HbAlc représente un paramétre de référence pour la surveillance de
I’équilibre glycémique. Il revient au biologiste de connaitre les limites de la méthode utilisée
afin d’avoir un regard critique sur les résultats et d’apporter une aide a I’interprétation.

L’objectif de ce travail consiste a I’évaluation d’un analyseur de HbAlc : le Bio-rad D-
10 et Turbo Variant Il utilisant la méthode chromatographique et a comparer ses performance
analytiques a celle de I’analyseur Cobas-integra 400 plus utilisant une méthode immunoturbi-
dimétrique.

Le Bio-rad D-10 et Turbo Variant Il permet un dosage de I’HbA ¢ facile et d’une pra-
ticabilité satisfaisante. Sa simplicité d’emploi et sa cadence en font un automate particuliére-
ment adapté aux laboratoires traitant une grande quantité de prélévements.

Il présente 1’avantage de fournir des graphiques pour le contréle qualité et des résultats exploi-
tables d’HbAlc en présence des variants d’hémoglobine les plus courants notamment I’HbS et
I’HbC.

Le principal inconvénient que nous avons relevé lors de cette validation est la nécessité
d’effectuer un pré dilution pour les échantillons de faible volume et d’identifier manuellement
tous les échantillons pré dilués.

Sous ce type de réserve, le D-10 et Turbo Variant Il est donc des appareils intéressant
puisqu’il permet a de nombreux laboratoires de disposer d’un petit automate d’HPLC a la fois
fiable et facile d’utilisation répondant aux exigences des critéres de certification NGSP. 1l
semble donc répondre aux attentes des biologistes et aux exigences des cliniciens et parait
compétitif au sein des analyseurs d’HbA 1c présents sur le marché.

Le Cobas-integra 400 plus, ce test ne donne aucune indication quant a la présence ou
non d’une variante. Cependant, 1’essai immunologique ne nécessite pas d’identifier les va-
riantes individuelles de I’Hb car toutes les formes de I’Hb sont comprises dans le calcul de

I’HbA1c. Ces limites de I’utilisation dépendent de 1’épitope reconnu.

Mais concernant le taux de ’HbAlc donnée par les deux analyseurs, on a trouvé une
corrélation tres significative, méme dans le cas des variants hétérozygotes de I’hémoglobine.

Certains laboratoires pourront opter pour I’utilisation d’un essai immunologique afin
d’obtenir un résultat rapide et fiable de I’HbAlc sans tenir compte de la présence ou de

I’absence d’une variante de I’hémoglobine. D’autres laboratoires en revanche chercheront a
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identifier la présence d’une variante et opteront pour une CLHP & échange de cations accom-
pagnée (dans le meilleur des cas) d’un algorithme de vérification associé afin d’éviter tout ré-
sultat erroné. Chaque laboratoire pourra donc avoir donc une approche différente quant aux

avantages/ inconvénients des différentes méthodes de mesure de I’HbA lc.
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Annexe 1 : chromatogramme des variants de I’hémoglobine par I’HPLC (Turbo Variant I1)

[Sample 1D: 22103903054 Arrmyswmmnwt—zwwmvwm
Patient ID: Injection Number: 2489 i
Name: Run Number: 141
Physician: Rack ID:

Sex: Tube Number: 3
DOB: Report Generated: 23/04/2019 11:38:19

Operator ID

Comments:

Name k % Area % Time (min) |
Unknown \ 0.3 0.118 5025
Ala 0.8 0.169 15454 |
A1b 1.6 0.238 30136
[Alc 1.6 0.385 31997
Alc 8.2' 0.481 86561
P3 2.8 0.771 53865
Pa 1.0 0.856 ~ 19051
Unknown = 1.7 0.947 32672
Ao 50.9 0.997 988661
Variant Window 349 1.147 677336
1
*Values outside of expected ranges Total Area: 1,940,760
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HbA1c (NGSP) = 8.2* %

%A1C

003
- e
0.00 0.25 050 0.75 1.00 1.25 1.50

*Values outside of expected ranges

: % Area
Unknown i 0.4 0.118 4944
Ala 05 0.176 5876 |
A1D 0.7 0.240 ~ 8794
F 1.0 0273 12653 |
TAic 13 0.392 16394
AlC 82 0.491 48091
P3 24 0.774 29173
P4 0.9 0.858 10719
Ao 285 1.005 592101
C 0.3 T.191 391087
Total Area: 1,219,832 j
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Annexe 2 : Electrophorese de 1’hémoglobine

LABORATOIRE D'ANALYSES DE BIOLOGIE MEDICALE

Professeur Abdelaziz TARZAALI
Analyses effectuées sur Caplllarys-SEBIA-

Dossier N® 0794478357 L.A.B.M: BENHELAL@

Examen du : 16/05/2019 N° 27
Age 81 ans .{ l

Electrophorése de I'Hémoglobine
CAPILLARYS HEMOGLOBINE

[Hb Al

Hb HI

[Hb A2

- Y ' ' [ P ' ' ' . ' '
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 200 200 300

Fractions % Ref. %
Hb H 27,3
Hb A 71,0
Hb A2 1,7

Commentaire:

Profil en faveur d'une alpha thalassémie intermédiaire (hémoglobinose H), a confirmer par une
enquéte familiale.

VAL/:EZURS DE REFERENCE : age supérieur & 6 mois :
HbA2:22-32% iologi
L F i Le biologiste
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LABORATOIRE D'ANALYSES DE BIOLOGIE MEDICALE

Professeur Abdelaziz TARZAALI
Analyses effectuées sur Capillarys-SEBIA-

Dossier N® 0794450225 L.A.B.M: BENHELAL@
Examen du : 23/04/2019 N® 39
Age 26 ans l ' [
Electrophorése de I'Hémoglobine
CAPILLARYS HEMOGLOBINE
Hb A
Hb S
Hb A2
Fractions % Ref. %
I:IKA 57,4
Hb S 39,7
Hb A2 29
Commentaire:
Profil en faveur d'une drépanocytose hétérozygote, a confirmer par une enquéte familiale.
VALEURS DE REFERENCE : age supérieur a 6 mois :
HbA2:2,2-32% Le biologiste
HbF<1%
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LABORATOIRE D'ANALYSES DE BIOLOGIE MEDICALE

Professeur Abdelaziz TARZAALI
Analyses effectuées sur Capillarys-SEBIA-
Dossier N® 0794471141 L.A.B.M: BENHELAL®@
Examen du : 08/05/2019 N 33
Age 25 ans ' '
Electrophorése de I'Hémoglobine
CAPILLARYS HEMOGLOBINE
Hb A
HbJ
Hb A2}
o —20_ 40 &0 80 100 77207 71;) 1680 :;7 Z’ID ?.‘(;‘A_‘
Fractions % Ref. %
Hb J M3 S
Hb A 67,6
Hb A2 1,1
Commentaire:
Profil en faveur d'une hémoglobinose J, 4 confirmer par une enquéte familiale.
Le biologiste
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Annexe 3 : Tableau des données brutes

% HbAlc | HPLC % HbAlc | Turbid Glycémie Classes Anomalies
N° Sexe Age (HPLC) Classes (Turbid) Classes g/l Glycémie Hb
1| M 55 79 7-8% 741 7-8%
2 |F 56 76 | 7-8% 743 | 7-8% 2.42 | >1.26 ¢/l
3|F 62 87 | >8% 839 | >8% 1.38 | >1.26 ¢/l
4| M 44 68 |6-7% 672 | 6-7% 143 | >1.26 ¢/l
5| M 70 57 | <6% 558 | <6% 13| >1264¢/
6| M 67 72| 7-8% 694 | 6-7T%
7|F 17 114 | >8% 1091 | >8%
8 | F 55 66 |6-7% 636 | 6-7%
9| F 80 69 |6-7% 639 | 6-7%
10 | M 90 85| >8% 8.06 | >8% 1]<11g/l
11 | M 55 68 |6-7% 633 |6-7% 122 | 1.1-1.26g/l
12 | F 82 63|6-7% 596 | <6 %
13 |F 44 52 | <6% 508 | <6% 09 | <1ligl
14 | F 70 66 | 6-7% 651 | 6-7T%
15| M 52 6.1|6-7% 6.06 | 6-7%
16 | F 53 102 | >8% 9.89 | >8% 1.79 | >1.26 g/l
17 | F 58 87| >8% 839 | >8% 1.83 | >1.26 g/l
18 | F 25 58 | <6% 566 | <6% 114 [ 1.1-1.26¢g/
19| M 39 6.1|6-7% 587 | <6% 1.38 | >1.26 g/l
20| M 25 121 | >8% 12.67 | >8% 3.67 | >1.26 g/l
21 | M 76 87 |>8% 792 | 7-8%
22 | F 69 87| >8% 823 | >8%
23 | F 46 84| >8% 8.08 | >8% 2.1 | >1.264g/l
24 | F 55 59 | <6% 564 | <6% 125 11-12649/
25 | F 34 6.1|6-7% 555 | <6 % 0.98 | <1.1¢/l
26 | F 51 69 |6-7% 665 | 6-7%
27 | F 50 66 |6-7T% 6.47 | 6-7T%
28 | F 38 56 | <6% 518 | <6%
29 | M 44 56 | <6% 574 | <6% 153 | >1.26 g/l
30 | M 66 74 | 7-8% 688 | 6-7% 141 | >1.26 g/l
31| F 60 63|6-7% 578 | <6%
32| M 51 58 | <6% 555 | <6% 11)11-1.26¢/
33| M 39 9.1 | >8% 8.78 | >8% 1.93 | >1.26 g/l
34| F 40 68 |6-7% 633 |6-7%
3B | F 46 57 | <6% 56 | <6% 1.27 | >1.26 ¢/l
36| M 66 66 |6-7T% 6.42 | 6-7T%
37 | F 45 65|6-7% 6.17 | 6-7T% 091 | <1149/l
38| M 53 74 17-8% 705 | 7-8% 11]11-1.26¢/
39| F 26 54| <6% 456 | <6% 094 | <119/
40 | M 60 121 | >8% 12.18 | >8%
41 | F 76 82| >8% 798 | 7-8% 2.94 | >1.26 g/l
42 | F 64 7217-8% 6.64 | 6-7T%
43 | M 74 77| 7-8% 7321 7-8% 1.64 | >1.26 g/l
44 | M 61 73|7-8% 711 7-8% 1.93 | >1.26 g/l
45 | F 46 64 |6-7% 601 | 6-7% 1.48 | >1.26 g/l
46 | F 63 6.4 6-7T% 657 | 6-7T% 1.7 | >1.26 g/l
47 | F 67 59| <6% 581 | <6%
48 | M 66 6.4 |6-7T% 609 | 6-7%
49 | F 35 58 | <6% 56 | <6% 091 | <119/l
50 | M 44 78 | 7-8% 728 | 7-8%
51 | F 31 54 | <6% 487 | <6% 0.87 | <1149/l
52 | F 62 54 | <6% 523 | <6% 1.05 | <119/
53 | F 58 6.1|6-7% 594 | <6%
54 | M 58 8|>8% 759 | 7-8% 2.12 | >1.26 g/l
55 | F 33 53 | <6% 503 | <6% 0.98 | <1.1¢/l
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56 | F 30 56 | <6% 531 | <6% 1.05 | <119/

57 | M 10 52 | <6% 495 | <6% 095 | <1.1g/l

58 | M 84 6.7 6-7% 6.45 | 6-7% 0.86 | <1.1g/

5 | F 67 69 |6-7% 643 | 6-7%

60 | M 79 9| >8% 878 | >8%

61 | M 4 53 | <6% 479 | <6%

62 | F 40 69 |6-7% 529 | <6% 0.84 | <119/l

63 | F 52 107 | >8% 10.19 | >8%

64 | M 30 8|>8% 739 | 7-8%

65 | M 79 101 | >8% 897 | >8%

66 | F 54 63[6-7% 584 | <6%

67 | M 72 66 |6-7T% 642 | 6-7%

68 | M 76 7717-8% 747 | 7-8%

69 | M 65 6.7 6-7T% 6.2 | 6-7% 117 [ 1.1-1.26 g/l

70 | M 54 6.7 6-7T% 653 | 6-7%

71 | F 63 66 |6-7T% 6.28 | 6-7%

72 | F 60 59 | <6% 569 | <6%

73| M 60 8.7 >8% 84| >8% 125 11-1264¢g/

74 M 51 69 |6-7% 643 | 6-7% 1.86 | >1.26 ¢/l

75 | F 68 68 |6-7T% 623 |6-7%

76 | F 35 75|7-8% 703 | 7-8%

77 | F 52 121 | >8% 10.78 | >8% 2.34 | >1.26 g/l

78| M 65 6.2 |6-7T% 6.03 | 6-7%

79 M 61 82| >8% 791 | 7-8% 2.19 | >1.26 ¢/l

80 | F 60 717-8% 698 | 6-7% 1.38 | >1.26 ¢/l

8l | F 53 69 |6-7T% 664 | 6-7%

82 | M 50 7417-8% 6.96 | 6-7%

83 | F 48 6.16-7% 567 | <6%

84 | F 57 65|6-7% 6.1 ]6-7% 1.1]11-12649/

85 | F 63 717-8% 6.78 | 6-7% 1.07 | <119/

86 | F 79 6.7 |6-7T% 643 | 6-7% 1]<11gl

87 | F 40 5[<6% 455 | <6%

88 | F 69 717-8% 6.71 | 6-7% 1.45 | >1.26 ¢/l

89 | F 39 56 | <6% 517 | <6%

90 | M 64 135 | >8% 1331 | >8%

91 | F 43 52 | <6% 491 | <6% 094 | <119/

92 | M 8 77 17-8% 741 7-8%

93 | M 62 8.8 | >8% 837 | >8% 2.33 | >1.26 ¢/l

94 | M 43 66-7% 576 | <6% 117 | 1.1-1.26 g/l

9% | F 43 59 | <6% 59 | <6% 1.09 | <119/

9% | F 47 59 | <6% 586 | <6% 11)11-1.269/

97 | M 45 721 7-8% 6.89 | 6-7% 1.45 | >1.26 ¢/l

9 | F 68 81| >8% 787 | 7-8% 1.81 | >1.26 g/l

9 | F 62 6.1 |6-7% 584 | <6%
100 | M 63 85| >8% 828 | >8% 1.58 | >1.26 g/l
101 | F 59 66-7% 5.66 | <6 % 117 [ 1.1-1.26 g/l
102 | F 37 59 | <6% 553 | <6% 11 ]11-12649/
103 | F 78 82| >8% 7717-8% HbC 40.3%
104 | M 55 65|6-7% 6.28 | 6-7%
105 | M 47 57 | <6% 549 | <6% 113 [ 1.1-1.26¢g/
106 | F 38 54 | <6% 522 | <6%
107 | F 62 56 | <6% 533 | <6%
108 | M 51 73|7-8% 706 | 7-8% 1.67 | >1.26 ¢/l
109 | F 84 65|6-7T% 634 | 6-7T% 11)1.1-1.26¢/
110 | M 62 9.1 |>8% 874 | >8% 1.74 | >1.26 g/l
111 | F 53 64 |6-7T% 6.29 | 6-7% 1.03 | <1.1¢/
112 | F 54 6.7 |6-7T% 63 |6-7% 1.33 | >1.26 ¢/l
113 | F 49 6.1 6-7% 585 | <6%
114 | M 77 159 | >8% 1574 | >8%
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115 | M 54 66 | 6-7% 644 | 6-7T%

116 | F 59 72| 7-8% 698 | 6-7% 145 | >1.26 g/l
117 | F 38 79 | 7-8% 772 1 7-8%

118 | F 38 59| <6% 572 | <6% 1.1]11-1264¢/l
119 | F 67 64 |6-7% 569 | <6%

120 | M 35 646-7T% 8.17 | >8% 2.25 | >1.26 g/l
121 | M 60 9|>8% 8.63 | >8% 2.25 | >1.26 g/l
122 | M 52 68 | 6-7% 642 | 6-7% 1.1]11-1264¢/l
123 | F 78 89| >8% 8.49 | >8% 1.36 | >1.26 g/l
124 | F 58 7117-8% 6.77 | 6-7T% 1.42 | >1.26 g/l
125 | M 7 81>8% 763 | 7-8%

126 | F 69 74 | 7-8% 724 | 7-8% 1.44 | >1.26 g/l
127 | M 65 6.6 | 6-7% 635 |6-7%

128 | M 40 59| <6% 581 | <6%

129 | F 37 66 | 6-7% 6.04 | 6-7% 1.07 | <119/l
130 | F 72 82| >8% 8.26 | >8% 1.95 | >1.26 g/l HbS 39.7%
131 | F 76 55| <6% 495 | <6% 059 | <1.14g/l

132 | F 52 68 |6-7% 681 |6-7% 1211 1.1-1.264¢/l
133 | M 44 111 | >8% 107 | >8%

134 | F 57 5| <6% 44 | <6%

135 | F 41 99 | >8% 939 | >8% 2.01 | >1.26 ¢/l
136 | F 42 101 | >8% 975 | >8% 3| >1.264¢/
137 | M 43 91>8% 912 | >8%

138 | F 36 56 | <6% 533 | <6% 1.06 | <1.1g/l

139 | F 56 6.7 6-7% 651 | 6-7% 099 | <119/l
140 | F 37 55| <6% 526 | <6%

141 | M 67 104 | >8% 1012 | >8%

142 | M 66 86 |>8% 757 | 7-8%

143 | M 60 87 |>8% 7741 7-8% 1.45 | >1.26 g/l
144 | M 67 66 | 6-7% 596 | <6%

145 | M 58 63]16-7% 5.86 | <6% 1.48 | >1.26 g/l
146 | M 41 82| >8% 752 | 7-8%

147 | F 49 109 | >8% 9.65 | >8% 279 | >1.26 g/l
148 | F 73 721 7-8% 6.5|6-7% 1.82 | >1.26 g/l
149 | M 60 55| <6% 536 | <6% 0.96 | <1.14/l
150 | F 60 87| >8% 7731 7-8% 1.78 | >1.26 g/l
151 | F 66 94 | >8% 8.68 | >8% 213 | >1.26 g/l
152 | M 67 7717-8% 6.85 | 6-7% 0.98 | <1.1g¢/
153 | M 63 72| 7-8% 6.76 | 6-7%

154 | M 76 6.6 | 6-7% 6.1 6-7%

155 | M 55 55| <6% 51| <6%

156 | M 51 93| >8% 8.47 | >8%

157 | F 46 83| >8% 757 | 7-8%

158 | M 32 711 7-8% 641 | 6-7%

159 | F 49 91| >8% 838 | >8%

160 | F 72 97 | >8% 873 | >8% 1.74 | >1.26 g/l
161 | M 87 76 | 7-8% 717-8% 13| >126¢/
162 | M 50 65|6-7% 6.1]6-7% 1.04 | <11g/
163 | M 70 8|>8% 728 | 7-8% 1.85 | >1.26 g/l
164 | M 84 65|6-7% 6.2 6-7% 121 11.1-1.264¢/l
165 | F 60 64| 6-7% 594 | <6% 1.55 | >1.26 g/l
166 | M 34 57| <6% 536 | <6% 1.1]1.1-1.264¢/l
167 | F 74 87 |>8% 794 | 7-8%

168 | F 20 87| >8% 821 | >8%

169 | F 69 85| >8% 7851 7-8%

170 | F 60 9|>8% 8.18 | >8% 1.62 | >1.26 g/l
171 | M 63 76 | 7-8% 729 | 7-8% 1.8 | >1.26¢g/l
172 | F 52 57 | <6% 539 | <6% 0.92 | <1.1g¢/
173 | M 55 71]17-8% 66 | 6-7%
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174 | F 70 717-8% 6.55 | 6-7% 124 | 1.1-1.26 ¢/l
175 | F 53 95| >8% 884 | >8% 211 | >1.26 g/l HbS 28.8%
176 | F 59 95| >8% 8.78 | >8% 2.84 | >1.26 g/l
177 | F 58 751 7-8% 688 | 6-7% 152 | >1.26 g/l
178 | M 53 48 | <6% 462 | <6%

179 | F 62 63|6-7% 6.19 | 6-7%

180 | M 60 81|>8% 742 | 7-8% 1.02 | <119/

181 | M 25 51| <6% 497 | <6% 097 | <1.14¢/l

182 | F 67 118 | >8% 1059 | >8% 28 | >1.26 g/l
183 | F 41 135 | >8% 126 | >8% 3.38 | >1.26 g/l
184 | F 65 9.7 | >8% 824 | >8%

185 | F 51 92 | >8% 8.18 | >8% 2.03 | >1.26 g/l
186 | F 48 751 7-8% 687 | 6-7%

187 | M 36 56 | <6% 535 | <6% 1.07 | <1l1lg/l

188 | F 65 68 |6-7% 631 | 6-7% 11 ]11-12649/
189 | F 58 57| <6% 54| <6% 11 ]11-12649/
190 | M 54 6.9 | 6-7% 6.37 | 6-7T% 11]11-12649/
191 | F 66 83|>8% 772 1 7-8%

192 | F 56 115 | >8% 1045 | >8%

193 | F 77 58 | <6% 509 | <6% 099 | <119/l

194 | F 67 93| >8% 885 | >8% 1.74 | >1.26 g/l
195 | F 72 75| 7-8% 6.74 | 6-7% 225 | >1.26 g/l
196 | F 40 57| <6% 548 | <6% 0.9 | <114/

197 | F 68 66 | 6-7% 6.36 | 6-7%

198 | F 25 48 | <6% 478 | <6% 083 | <119/l HbJ 31.3%
199 | M 56 75|17-8% 72| 7-8% 1.88 | >1.26 g/l
200 | M 53 9.7 | >8% 9.06 | >8% 2.03 | >1.26 g/l
201 | F 61 771 7-8% 737 | 7-8%

202 | M 52 6.1 |6-7% 578 | <6%

203 | F 46 56 | <6% 517 | <6% 0.99 | <114l
204 | F 56 63]16-7% 599 | <6% 1.1]111-12649/
205 | M 65 68| 6-7% 642 | 6-7%

206 | F 30 65|6-7% 6.39 | 6-7%

207 | M 42 58 | <6% 56 | <6% 1.07 | <1l.1lg/
208 | F 39 59| <6% 553 | <6% HbC 36.8%
209 | F 58 59| <6% 58 | <6% HbC 28.2%
210 | M 70 7917-8% 746 | 7-8%

211 | F 8 571 <6% 497 | <6% 091 | <114/l
212 | M 47 89| >8% 78 7-8% 1251 1.1-1.26¢g/l
213 | M 33 51| <6% 499 | <6%

214 | F 60 131 | >8% 11.87 | >8% 29 | >1.264/l
215 | F 57 82| >8% 756 | 7-8% 1.86 | >1.26 g/l
216 | M 69 84 |>8% 797 | 7-8%

217 | M 55 741 7-8% 6.85 | 6-7%

218 | F 46 6.7 6-7T% 635 |6-7%

219 | F 62 64 |6-7% 6.06 | 6-7%

220 | F 24 49 | <6% 476 | <6% 089 | <1.1g/
221 | M 39 57 | <6% 551 | <6% 1.1]1.1-1.264¢/l
222 | M 64 51| <6% 5.07 | <6% 1.03 | <1l.1lg/l
223 | M 71 92 | >8% 834 | >8%

224 | M 56 126 | >8% 10.96 | >8% 3.34 | >1.26 g/l
225 | M 59 7117-8% 649 | 6-7%

226 | M 65 78| 7-8% 705 | 7-8%

227 | F 59 92 | >8% 8.12 | >8% 1.1]11-1.264¢/
228 | M 82 6.2 6-7% 579 | <6% 1.1]11-1264¢/
229 | F 36 56 | <6% 526 | <6%

230 | M 63 791 7-8% 727 | 7-8%

231 | M 62 7717-8% 707 | 7-8%

232 | F 36 717-8% 623 16-7% 1.08 | <llg/l
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233 | M 57 12 | >8% 1267 | >8% 2.61 | >1.26 g/l HbS 31.9%
234 | M 29 59| <6% 556 | <6% 1.06 | <1.1lg/

235 | F 76 6.1]6-7% 5,63 | <6%

236 | F 37 58 | <6% 551 | <6%

237 | F 63 711 7-8% 6.74 | 6-7% 1.63 | >1.26 g/l

238 | F 44 56 | <6% 507 | <6% 1.07 | <119/

239 | F 49 96 | >8% 891 | >8%

240 | F 57 6.9 | 6-7% 642 | 6-7%

241 | F 62 128 | >8% 1162 | >8% 31| >1.264¢/l

242 | F 69 57| <6% 544 | <6% 1]<11g/

243 | M 79 6.1|6-7% 568 | <6% 1]<11g/

244 | M 66 71|17-8% 6.57 | 6-7% 153 | >1.26 g/l

245 | M 56 751 7-8% 689 | 6-7% 135 | >1.26 g/l

246 | M 59 105 | >8% 984 | >8%

247 | F 47 76 | 7-8% 707 | 7-8% 131 | >1.26 ¢/l

248 | F 58 81| >8% 7517-8%

249 | F 70 81|>8% 765 | 7-8%

250 | M 54 68| 6-7% 623 |6-7%

251 | F 63 63|6-7% 564 | <6%

252 | F 57 56 | <6% 529 | <6% HbS 34.4%
253 | F 36 6.1|6-7% 541 | <6%

254 | M 56 59 | <6% 561 | <6% 1.04 | <1.1¢/

255 | F 73 65| 6-7T% 6.07 | 6-7% 1.07 | <11g/

256 | M 59 75| 7-8% 6.83 | 6-7% 1.38 | >1.26 ¢/l

257 | M 68 75|17-8% 717-8%

258 | F 59 57| <6% 535 | <6%

259 | F 50 6.1 |6-7% 556 | <6 % 079 | <1149/

260 | F 717-8% 6.29 | 6-7% 1.06 | <1.1g/l

261 | F 771 7-8% 6.97 | 6-7%

262 | F 81 89| >8% 872 | >8% HbH 27.3%
263 | F 65 6.1]6-7% 583 | <6% HbC 33.4%
264 | M 43 119 | >8% 1165 | >8% HbC 38.8%
265 | F 43 85| >8% 784 | 7-8% HbC 36.6%
266 | M 51 73| 7-8% 6.95 | 6-7% 2.59 | >1.26 g/l

267 | F 69 791 7-8% 7451 7-8%

268 | F 42 68 | 6-7% 652 |1 6-7% 1| <11gl

269 | F 63 56 | <6% 5.55 | <6% 1.26 | >1.26 g/l

270 | F 63 771 7-8% 7117-8%

2711 | M 40 721 7-8% 658 | 6-7%

272 | F 32 53| <6% 518 | <6% 1.1]111-12649/

213 | M 62 6.1]6-7% 6 |6-7% 1.47 | >1.26 g/l

274 | M 70 6.1|6-7% 545 | <6% 1.46 | >1.26 g/l

275 | F 43 65|6-7T% 6.25 | 6-7%

276 | F 59 6.716-7T% 6.46 | 6-7%

217 | F 5 64 |6-7% 6 |6-7%

218 | M 60 89| >8% 8.45 | >8%

219 | M 63 6 |6-7T% 583 | <6% 122 |1 1.1-1.26 g/l

280 | F 40 48 | <6% 428 | <6% 094 | <1.14¢/l HbS 38.61%
281 | M 77 57| <6% 54 | <6% HbS 37.2%
282 | F 64 57| <6% 58 | <6% 1.1]11-1.264¢/ HbC 34.6%
283 | F 65 6.1]6-7% 5.65 | <6% 1.05 | <1l1lg/l HbS 31.8%
284 | F 59 616-7% 62| 6-7% HbC 28.3%
285 | F 56 81|>8% 763 | 7-8% 2.36 | >1.26 ¢/l HbS 34.3%
286 | F 58 57| <6% 544 | <6% 1.1]11-1.264¢/ HbS 35.5%
287 | F 45 56 | <6% 493 | <6% 0.96 | <1.14¢/l

288 | F 60 10| >8% 948 | >8% 1.74 | >1.26 g/l

289 | M 75 84]>8% 787 | 7-8% HbC 35%
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Annexe 4 : Données brutes de la répétabilités (test intra-serie)

HPLC % Turbidimétrie %

bas haut bas haut
5.6 10 4,93 9.48
5.9 11.1 5.13 95
5.7 11.3 5.2 9.53
5.8 11.3 5.25 9.51
5.7 11.6 5.3 9.49
5.7 11.2 5.33 9.53
5.7 11.2 5.41 9.48
5.7 11.2 4,95 9.48
5.7 11.3 5.13 9.55
5.7 11.3 5.2 9.42
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Comparaison de deux méthodes de dosage de I’hémoglobine glyquée (HbAlc) par technique

HPLC et technique immunoturbidimétrique

These d’exercice de fin d’étude présentée en vue de I’obtention du diplome de Docteur en Pharmacie

Session: Juillet 2019

Résumé :

L'hémoglobine A1C (HbALc) est le parametre clé de I'enquéte de controle de la glycémie chez
les patients diabétiques. Son dosage est effectué par des techniques bien contrdlées, dont les avantages
et les limites doivent étre connus lors de I’interprétation des résultats en pratique clinique. Les tests
HbA1c sont standardisés par rapport a une méthode de référence internationale, ce qui permet d'obtenir
des résultats comparables d'une méthode et d'un laboratoire a 1’autre. Notre étude visait a comparer
deux méthodes de dosage de ’HbAlc.

Meéthodes: 289 échantillons ont été prélevés chez les patients. L’analyse de HbA lc a été réalisé
simultanément avec un test immunoturbidimétrique de premiére génération sur un Cobas-integra 400
plus (ROCHE) et en utilisant la chromatographie liquide a haute pression par échange ionique catio-
nique (HPLC) sur un systeme Bio-rad D-10 et Turbo Variant II.

La comparaison des techniques montre une corrélation trés significative avec un r = 0.984 et
une équation de la régression linéaire HbAlc (turbidimétrie) = 0.06 + 0.94 x HbAlc (HPLC). Les ré-
sultats obtenus pour la précision intra-séries sont tres satisfaisants avec des CV compris entre 1,36 et
3,7 % (HPLC) et entre 0.37 et 2,89 % (Turbidimétrie). La présence des variants pour les plus couram-
ment rencontrés (HbS, HbC) n’entraine pas d’impossibilité d’interpréter les résultats par aucune des
deux techniques.

En conclusion, les deux méthodes fournissent des résultats avec un niveau conforme aux re-
commandations des établissements savantes. L’ensemble des critéres décisionnels pertinents pour le
choix doit tenir compte des objectifs prioritaires du laboratoire et de son environnement.

Mots-clés : Diabete - Hémoglobine Alc — HPLC — Immunoturbidimétrie.
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