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A. INTRODUCTION

En biologie clinique, le dosage de l'hémoglobine plasmatique a un
r6le important dans le diagnostic et le surveillance de pathologies
variées, ayant pour origine une hémolyse. L'hémolyse entraine un
affaiblissement du malade par anémie (troubles cardiovasculaires,
respiratoires...) ; en outre, 1'hémoglobine libérée peut étre la
cause d'une importante insuffisance rénale, aux conséquences séve-
res.

Apres avoir rappelé la structure, la stabilité et les caractéris-
tigues spectrales des dérivés hémoglobiniques, nous illustrerons
1'"intérét de son dosage.

Le dosage de 1'hémoglobine trouve des applications aussi bien dans
1'industrie pharmaceutigue qu'en pathologie médicale ou dans la
prophylaxie de certaines maladies professionnelles.

Les méthodes de dosages sont fort nombreuses et utilisent les dif-
férentes techniques de la "physico-chimie" biologique (colorimétrie
spectrophotométrie - spectrométrie d'absorption atomique - immuno-
logie - chromatographie - luminescence...).

Lors de ce travail, nous allons adapter sur un spectrophotométre
Uvikon 820 (Roche Kontron) le technique publiée par Taulier (43)
utilisant un procédé mathémaétique, la dérivation.

L'étude critique des résultats, illustre l'intérét de cet outil
mathématique et nous engage a développer cette procédure pour

1'évaluation quantitative d'autres molécules.







B. HEMOGLOBINE ET SES DERIVES

I. Définition et structure

e e N e e -

L'hémoglobine est un composé macromoléculaire chromoprotéique
(26), de masse moléculaire 64500, résultant d'unassemblage de 4
chaines polypeptidiques ou globine, combinées chacune & un héme et
réunies entre elles par des forces d'interactions non covalentes
telles des liaisons hydrophobes et électrostatigues.

* Le noyau héminique contient une molécule de protoporphyrine
et un noyau de fer ionisé II +,1ié aux 4 atomes d'azote des noyaux
pyrroles par deux liaisons covalentes et deux liaisons de coordina-
tion sous la forme d'un systéme en résonnance. L'atome de fer II +
hexacoordinné réalise ainsi un complexe susceptible d'échanger 2
autres liaisons soit avec des résidus de la globine, soit avec des
ligands.

* La globine est constituée de 4 chaines, identiques 2 a 2,
de structure primaire et conformationnelle connue (chaines o~ 141
AA, chaines B 146 AA dont l'organisation est fonction du stade de
développement).

On note la structure & pour 1'hémoglobine embryonnaire, ¥ pour

1'hémoglobine foetale, f§ et § pour l'hémoglobine adulte. (fig 1)

) |
o :
—
-~
/B
/
] l
13
3 A
; F=7 8
L ot g L T T i ¢ st ;
0 3 6 Nassance 3 6
vie utérine (en mois) age post-natal (en mois) 'l

Fig 1 : Evaluation de la synthése des chaines d'hémoglobine en
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fonction de 1'Age. Hématologie. J. BERNARD. Page 46. fig 37.

II1. Biosynthése de 1'hémoglobine

—— o e e A e S -

2.1. Syntheése de 1'heéme (3).

Elle se fait dans les mitochondries des érythroblas-
tes ol toutes les enzymes nécessaires sont réunies. A partir de la
glycine et de l'acide succinique, une série de précurseurs inter-
médiaires sont synthétisés : les porphyrines.

L'incorporation du fer dans la protoporphyrine III réalise l'héme,
La pyridoxine (vitamine B 6) est le co-enzyme de l'ala-synthétase

et de l'héme synthétase aux deux extrémités de la chaine de réac-

tion qui méne a l'heéme. (fig 2)

Le défaut de synthése de 1'héme n'est cependant qu'une conséguence
trés tardive et exceptionnelle de la carence en vitamine B 6.

La régulation de la synthése de l'héme se fait essentiellement au

niveau de l‘ala—synthggg} enzyme clef dont l'activité est inhibée

par son produit direct l'acide § amino lévulinique (Ala) et par le

produit final, 1l'heéme.

Glycing —— Acide succinique

(i- -a=|ala-synthétase + BBI
Y

ALA (ou acide & amino.- évulinique)

Porphobilinogéne

Uropdrphyrinogéne — uroporphyrine( forme d’élimination)
Coproporphyrinogéne —- coproporphyrine {forme d’élimination)
Protoporphyrinogéne

Protoporphyrine Il + Fer**
L

l

HEME

Fig 2 : Synthése de 1'héme (Hématologie. J. BERNARD. p. 48. fig. 39)




2.2. Synthése de. la globine.

Elle se fait selon le schéma général de la synthese
des protéines. Il existe une synchronisation normale de la synthése
des chaines alpha et non alpha : une chaine alpha et une chaine non
alpha s'associent pour former un dimere, deux diméres associées a
4 molécules d'héme constituant une molécule d'hémoglobine. La
synchronisation entre la synthése de 1'héme et celle de la globine
se fait par 1l'intermédiaire de 1'héme quil stimule la synthése des
chaines de globines. L'héme jour un rdle clef dans la régulation
de la synthése de 1'hémoglobine (héme et globine).

On ignore en revanche encore le mécanisme exact du passage de la
synthése d'une chaine non alpha & une autre et principalement celui
du "switch" de la syntheése de la chaine gamma & celle de la chaine

beta autour de la naissance.

III. Catabolisme de l'hémoglobine.

e e b S e e e

Au sein de la cellule macrophagique, on retrouve les di-
vers composés suivants

- le fer qui sera réutilisé par 1'hématopoigse

- la globine qui est dégradée en acides aminés

- le noyau tetrapyrrolique est transformé sous l'action
d'enzymes spécifiques en une série de pigments libérés dans le
plasma sous forme de bilirubine libre (ou non conjuguée) qui est
fixée sur 1l'albumine et transportée vers les cellules hépatiques.

Au niveau de l'hépatocyte, une glycuronyl transférase
transforme la bilirubine non conjuguée en bilirubine glycurono
conjuguée hydrosoluble qui passe dans la bile et s'élimine dans les
selles sous la forme d'une série de dérivés dont le plus important

est le stércobilinogéne.



IV. Stabilité

In vivo et in vitro, 1'hémoglobine peut étre soumise a
1'action des oxydants qui la transforme en methémoglobine.
L'atome de fer passe de 1'état ferreux Fe 2 + a 1'état ferrique
Fe 3 + et se trouve 1ié par une valence ionique a un ion OH - qui
occupe la place de l'oxygéne.
4.1. In vivo
Dans 1'érythrocyte, l'hémoglobine est oxydée en méthé-
moglobine (systémes oxydants mal connus) et la methémoglobine,
devenue incapable de fixér 1'oxygéne, est reconvertie contnuelle-
ment en hémoglobine réduite.
Une methémoglobinémie faible atteste de cet équilibre.
Deux methémoglobines réductases appartenant au groupe
des flavoprotéines assurent la réduction de la methémoglobine.

- methémoglobine réductase I

Hb 34 \\_"/ﬂ Hb2+
Flavine Flavine
réduite
K/
N AD N ADH

La glycolyse anaérobie joue un rble capital, car
elle fournit 1l'essentiel du N A D H par 1l'intermédiaire de la

phospho-glycéraldéhyde deshydrogénase.

- methémoglobine réductase I1I

Hb3+ Hb2+

XH2

X X

Flavine (_ Flavine réduite

/N NADP

NADPH




Le passage par un catalyseur rédox inconnu est nécessaire
car la flavine ne rentre pas en contact-avec la methémoglobine. Ce
systeme de protection a un rdle moindre que celui exercé par la
réduction de type I.

| L'hémoglobine est transformée en verdoglobine sous 1'acti-
on de peroxydes divers.

La glutathion peroxydase, la glutathion réductase, la ca-
talase et le N A D H sont des systémes protecteurs empéchant cette
transformation selon le schéma suivant
(1) X 02 + Hp 0 = X + H2 02
(2) Hb —_ verdoglobine

(x 0, ouH, 0p)

(3) OpX X + H2 02
L 4
Glutathion
peroxydase Catalase —» Hp 0 + 1/2 02
Y
2 G SH GS - G S
k_/
Glutathion réductase
N ADP NADPH

4.2. in vitro
Soumise a l'action d'oxydants, du monooxyde de
carbone, d'acides, de bases ou d'ions cyanure, l'hémoglobine se
transforme en divers composés (27).

Carboxy Hémoglobine (Hb Co)
Sulfhémoglobine (Suf Hb)

- Co JT + Co
2+ H2 S T

Hémoglobine (Hb)  _* 02

oX lTred - 02

Fe
Oxyhémoglobine (Hb 02)

Methémoglobine (met Hb)  ~
i 3, + CN(ﬂ)lr - c N(=) g01des ou Hématine
€ ases acide + globine

Cyanmethémoglobine — ou alcaline




Par sa structure méme, par son instabilité, 1'hémoglobine
est un composé difficile & doser car il ne s'agit pas d'une mblé—
cule chimique simple mails d'un ensemble de composés.

La méthode que nous nous sommes proposés d'étudier doit

limiter les imprécisions dues a 1'instabilité de ce composé.

S A D T G S e e mm e e M M e e e m e S e R e A W e e S e
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5.1. Carboxyhémoglobine

- le sang est dilué, hémolysé et saturé avec de 1l'oxyde
de carbane.
- le spectre présente un maximum d'absorption a 539 nm.

5.2, Oxyhémoglobine

- apreés hémolyse et dilution dans un tampon ou une solu-
tion alcaline de pH 8 (destiné & éviter la précipita-
tion des protéines), le spectre d'oxyhémoglobine pré-
sente 2 maxima a 540 et 576 nm.

5.3. Cyanmethémoglobine

- le réactif de Drabkin transforme toutes les formes
d'hémoglobine & l'exception de la sulfhémoglobine.
Ce réactif contient du ferricyanure de potassium Kz Fe
(CN) 6 (qui oxyde les hémoglobines en methémoglobine),
du cyanure de potassium (KCN) (qui assure la conver-
sion en cyanmethémoglobine) et un détergent qui évite
la précipitation des globulines (cf matériels et
méthodes).

- le spectre présente deux bandes d'absorption interes-

santes vers 540 et 420 nm. (fig 4)
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Bilirubine. Spectre d'absorption et spectre en

dérivée seconde de 650 a 380 nm.

Fig 6
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L'étude des spectres que nous avons tracés a l'Uvikon

820 montre pour

5.4. Hémoglobine totale
- le spectre d'un hémolysat de globules rouges enre-
gistré entre 600 et 380 nm présente 3 bandes d'ab-
sofption vers 575 nm, 540Inm et une bande treés
nette entre 440 et 400 nm. (}ig 5)
L'existence de bandes d'absorption et non de pics
s'explique par la présence de différentes formes d'hémo-
globine dans 1'hémoglobine totale, chacune d'elles absor-

bant & une longueur d'onde précise.



5.5, Bilirubine

- 1a bilirubine étant un produit du catabolisme de
1'hémoglobine, il est necessaire de réduire au
maximum 1l'influence de ce composé lors du dosage.
La bilirubine absorbe, en effet, dans la bande
490 - 380 nm, avec une zone caractéristique entre

450 et 490 nm - fig 6.
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C. INTERETS DU DOSAGE DE L'HEMOGLOBINE DANS LES LIQUIDES BIOLOGIQUES

I. Contrb6le de qualité au niveau des centres de transfusion

——— S S

—— e —-—— —

La loi impose un taux maximum de 50 mg/l d'hémoglobine pour
la commercialisation des plasmas frais congelés.

I1 est donc indispensable d'avoir une méthode permettant
d'évaluer la teneur en hémoglobine & des taux trés bas, de fagon

précise, compatible avec des dosages en grandes séries.

II. Intéréts en pathologie médicale

2.1, Diagnostic des hémolyses d'origine accidentelles (3)

a) hémolyse bactérienne et parasitaire.
- bactérienne
Le principal agent bactérien responsable d'hémo-
lyse aux conséquences graves est Clostridium perfringens (C.
perfringens). Toute septicémie a C. perfringens peut entrainer une
anémie hémolytique qu'il faut surveiller.

- parasitaire

Lors d'un acces palustre, une anémie en général
banal peut apparaitre. Lors de la libération des plasmodiums par
éclatement du globule rouge, 1'hémoglobine se trouve relarguée dans
le plasma.

b) hémolyse d'origine toxique.

Les toxiques agissent par altération massive du
métabolisme globulaire ou par agression directe de la membrane du
globule rouge.

- toxiques professionnels ou accidentels.

L'hydrogéne arsénié, l'aniline, le nitrobenzéne, le
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naphtaléne, le plomb, le sulfate de cuivre sont les principaux
produits chimiques responsables d'hémolyse importante.

En médecine préventive, il est donc essentiel de
surveiller le taux d'hémoglobine des personnels en contact avec ses
produits.

- médicaments :

Les sulfamides, les sulfones, la phénylhydrazine et
la phénacétine peuwent €tre la cause d'une hémolyse brutale chez
certains sujets.

Le dosage de 1'hémoglobinurie est donc indiqué pour
prévenir tout risque d'insuffisance rénale aigué@.

- toxines animales et végétales :

Les venins de serpents (vipére, crotale, cobra),
les sécrétions organiques d'insectes (araignées, hyménoptéres ...),
les toxineé de certains champignons peuvent entrainer des chocs
hémolytiques.

Le taux d'hémoglobine plasmatique aura un intérét
pour évaluer l'étendué de l'agression. |

c) hémolyse mécanique.

L'implantation de prothéses cardiaques, de valves,
ou de prothéses vasculaires a permis d'augmenter l'espérance de
vie de nombreux malades atteints de malformations. La présence
d'un"corps"étranger" au sein de l'organisme ne doit pas entrainer
la lyse des globules ; le taux d'hémoglobine plasmatique peut alors
étre considéré comme un marqueur du fonctionnement de cet appareil-
lage. |

d) hémolyse immunologique
Lors des conflits immunitaires, la fixation du

complexe antigene-anticorps sur le globule rouge entraine sa des-
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truction. l'anémie hémolytigue néonatale par iso-immunisation

foeto-maternelle en est un des exemples les plus typiques connus.

2.2. Surveillance des traitements susceptibles de créer

une hémolyse.

a) l'oxygénothérapie hyperbare

Lors du traitement des accidents de décompression,
des intoxications au monocoxyde de carbone ou des plaie a germes
anaérobies, un surdosage en oxygeéne peut entrainer des lyses globu-
laires.

Le taux d'hémoglobine plasmatique sera la marqueur
de cette lésion.

b) radiothérapie

Les rayonnements utilisés en thérapeutigue agressent
de fagon identique les cellules néoplasiques et les cellules saines.
Par la mesure de 1'hémoglobinémie et de 1'hémoglobine plasmatiqgue,
le clinicien pourra juger de l'étendue des effets secondaires de
son traitement.

c) hémodialyse

L'épuration extra-rénale est une technique indispen-
sable pour maintenir en vie les insuffisants rénaux aigus en atten-
te de greffe ou non greffables. Ce procédé physique doit £&tre le
plus physiologique possible pour éviter d'affaiblir un peu plus les
patients.

La mesure de l'hémoglobine plasmatique permet de
"tester" différents types de membranes d'hémodialyse afin d'éva-
luer leur effet mécanique sur les hématies. En effet, le dialyseur
ne doit pas altérer les globules rouges lors de leur passage.

Par ailleurs, l'évaluation des dérivés hémoglobini-
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ques, aprés lavage du dialyseur permet d'apprécier le volume de
sang résiduel d'un type donné d'appareil. En effet, 1'épurateur
idéal doit avoir un volume mort le plus faible possible, sinon le

patient habituellement anémié verrait son hémoglobinémie chuter.

2.3. Contrlle de gualité en biologie

a)- évaluation d'une nouvelle méthode de dosage au
laboratoire :

Par cette technigque rapide et précise, il est faci-
le de quantifier 1'interférence de 1'hémoglobine sur une nouvelle
méthode de dosage (exemple : dosage du fer en spectrométrie
d'absorption, dosage des carotémides...).

b)- validation des résultats

des taux élevés de potassium sérique ou de LDH
peuvent &tre considérés comme pathologigues si le taux d'hémoglo-
bine plasmatigue est normal. On peut ainsi écarter l'interférence

d'une discrete hémolyse.

Ces différents exemples montrent gue le dosage de
1'hémoglobine et que la teneur en hémoglobine plasmatique sont de
plus en plus intéressants pour le clinicien. Hier peu demandé en
rTaison du manque de sensibilité, de précision, ce dosage devient
aujourd'hui un "outil" apprécié dans différents domaines allant
de 1'industrie & la médecine. )

En médecine, il sera aussi utile a titre prophylac-
tique que thérapeutigue. Avec le développement des circulations
extra-corporelles en chirurgie cardiague et la banalisation de

l'épuration extra-rénale, il sera le témoin du bon déroulement de

ces opérations.
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Certes, depuis longtemps les hémolyses et leur évalu-
ation ont pu étre diagnostiquées et suivies par le dosage de
l1'haptoglobine. Toute hémolyse entraine en effet la chute du taux
d'haptoglobine par formation d'un complexe haptoglobine-hémoglobine,
ce dernier étant dégradé par les macrophages. En évaluant de facgon
précise le taux d'hémoglobine, marqueur principal et naturel de
l1'hémolyse, on évite un dosage intermédiaire, source d'imprécision
dans l'interprétation, pour poser directement le diagnostic d'hémo-

lyse et envisager ou non un traitement (3, 37, 38).
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D. LES DIFFERENTES METHODES DE DOSAGE DE L'HEMOGLOBINE

I. Transformation de 1'hémoglobine en czanmethémoglobine par la

- - T o ———— - - - ——

Les dérivés hémoglobiniques en présence de cyanure de potas-
sium (KCN) et de ferricyanure de potassium (Fe (CN)g K3) sont
transformés en cyanmethémoglobine qui absorbe & 540 nm. La limite
de détection est de 15 mg/l.

Cette technique est la plus ancienne et la plus classique ;
elle sert de référence en Hématologie pour le dosage de 1'hémo-
globine (9).

Les avantages sont nombreux (48)

- les réactifs sont réduits a 1l'utilisation d'une seule

solution.

- tous les dérivés de 1'hémoglobine sont détectés.

- le maximum d'absorption est stable et bien défini (540 nm).

- la loi de Beer Lambert est respectée méme avec un taux
d'absorption élevé.

- des solutions stables peuvent €tre facilement préparées
avec de 1'hémoflobine cristallisée ou des globules rouges
frais.

- la cyanmethémoglobine est un dérivé stable, la lecture fai-
te gquelques minutes aprés addition de sang au réactif pour-
ra €tre contrflée quelques jours apreés en cas de litige.
Cependant, il existe des inconvénients qui ne peuvent Eétre

négligés

- l'utilisation de cyanure de potassium impose des mesures
de précaution strictes en raison de sa toxicité.

- la soluti?n de Drabkin est sensible & la lumigre. La concen-

CNT)

tration —___~ doit &tre constante:
tampon
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- la standardisation des étalons par dosage du fer en
spectrométrie d'absorption atomique est rendue impossible
par l'utilisation de K5 Fe (CN)g.

- ltautomatisation du dosage est délicate, car la vitesse
de transformation des dérivés en cyanmethémoglobine est

lente (16).

II. Formation d'hématine alcaline D 575.

T e Ty Py

L'hémoglobine peut &tre transformée en hématine alcaline par
1'eau ammoniacale ou en hématine acide par l'acide chlorhydrique
N/10 (coloration brune).

Dés 1947, King (22) et ses collaborateurs avaient noté le
mangue de fiabilité des techniques basées sur la formation d'héma-
tine acide. Ils développent une méthode basée sur la transformation
de 1l'hémoglobine en cyanhématine alcaline.

La facilité & préparer des solutions étalons est reconnue mais
l'inconvénient majeur est la faiblesse de coloration du produit
final. En effet, 4 molécules d'heéme liberent 30 % de coloration en
moins qu'une molécule d'hémoglobine.

C'est en 1984 que Zander (48) et son équipe proposent la
transformation de 1l'heme, par un détergent alcalin non ionique,
en un produit final stable présentant un pic d'absorption carac-
téristique a 575 nm.
Le dérivé D 575 ainsi obtenu est stable, chimiquement défini, il
se forme rapidement (2 mn) quelgue soit le type d'hémoglobine
concerné. Le détergent apporte a la technique 1l'avantage de réduire
les interférences dues au plasma lui-méme et de disperser les
micelles lipidiques des sérums lactescents.

La linéarité est vérifiée entre 50 et 250 g d'hémoglobine par litre.
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III. Méthodes basées sur_les propriétés peroxydasigues

e e T -

3.1. Technigues colorimétriques

Principe général

L'hémoglobine catalyse l'oxydation d'un chromogéne
par un péroxyde (Hp Op ou péroxydes organiques). L'intensité de la
coloration est directement proportionnelle au taux d'hémoglobine.

pyridine

Dés 1942, Flind (13) propose une méthode utilisant
comme chromogéne de la pyridine. En raison du haut pouvoir cancéri-
géne de cette derniére, la méthode est aujourd'hui abandonnée.

benzidine

Le dosage en microméthode a été mis au point par
Wu (47) en 1923 ; depuis de nombreuses équipes 1l'ont modifié
(Karr - Crosby - Furth Hanks) (21 - 8 - 17).

Crosby et Furth (8) en 1955 proposent

une lecture a 515 nm

la réalisation de 3 essais par prélevement.

L'utilisation du mélange méthanol-chloroforme
élimine 1l'interférence des lipoprotéines. La sensibilité est telle
que des dosages d'héﬁoglobine entre 20 et 200mg/l sont possibles.
Cependant, des dilutions sont nécessaires afin d'avoir une absorp-
tion finale comprise en 0,1 et 0,6.

La présence de bilirubine dans le prélevement est génante pour le
dosage.

Hanks (4) en 1959, améliore la méthode en s'atta-
chant & la qualité du prélévement et & la qualité de la benzidine
(purifiée a 1'éthanol). Il préfére la lecture spectrométrique a

700 nm. Le dosage automatisé sera introduit par Spiegel et Tonchen
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(41) en 1969.
Les valeurs normales de l'hémoglobine plasmatique sont comprises
entre 8 et 46 mg/l par cette méthode.

Tétraméthylbenzidine

Les propriétés cancérigenes de la benzidine ayant été
mises en évidence, plusieurs équipes, dont celles de Levinson et
Goldman (24), mettent au point une techniquesg basée sur 1'utilisa=
~tion de la tétraméthylbenzidkm.Le manque de fiabilité et 1l'insta-
bilité de la coloration obtenue limitérent son emploi.

En 1984, Salauze (35)et ses collaborateurs stabilisent
la réaction en ajoutant de la déféroxamine. La précision est bonne
avec un coefficient de variation de 3 %. Le pourcentage de récupé-
ration compris entre 95 et 104 % montre une exactitude excellente.
Le seuil de détection est fixé a 0,22 pMmole/l.

22' Azino di (3 éthylbenthiazoline 6 sulfonic acid)

ou A TB S

Takanayanagi et Renée (42) utilisent 1'A T B S comme
chromogéne. Cette technique offre une linéarité jusqu'a 1 g/1,
un minimum détectable de 20 mg/l.

La précision est attestée par un coefficient de variation
de 2,39 %, l'exactitude par un pourcentage de récupération de 102 %.

Les valeurs normales de 1'hémoglobine plasmatique par
la méthode sont comprises entre 0 et 50 mg/1l.

La turbidité due & la précipitation des protéines plasma-
tiques et des lipides au pH de réaction (voisin de 2) est éliminée
par une centrifugation avant la lecture. De faibles taux d'hémo-
globine imposent trois essais par échantillon.

Pour compléter cette étude bibliographique, nous note-

rons que d'autres chromogenes ont été utilisés tels 1l'orthotolidine,
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le paraaminobenzoate, l'orthodianisidine, le vert malachite, les
phénothiazines, le dicarboxidine (1).
Aucune amélioration fondamentale n'est a relever par

rapport aux technigues développées.

3.2. Techniques par chimioluminescence

Olson et son équipe (30) ont adapté le phénoméne
de chimioluminescence a l'hémoglobinométrie.

Le protoheéme contenu dans les hémoprotéines est
libéré a pH alcalin, ce dernier exerce ses fonctions catalytiques
dans la. réaction de chimioluminescence, en présence de luminol et
de péroxyde.

L'intensité de la lumiere émise est proportion-
nelle a la concentration en heéme.
isgluminol + 2 R - O0OH.—s acide aminophtalic + N2 + 2 ROH

protohéme + lumiere

La méthode est adaptée au dosage de 1l'hémoglobine
dans l'échelle de mesure 0,2 - 400 mg/l ; précision et exactitude
sont excellentes.

Le principal inconvénient réside en la nécessité
de diluer les échantillons de fagon a éviter une surcharge du
phototube ; de plus, les conditions expérimentales sont telles que
1'isoluminol est utilisé de fagon & ne libérer que 5 % de ses

3

possibilités.

IV. Dosage de l'hémoglobine par le fer gqu'elle contient.
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Selon Metais et ses collaborateurs, 1'hémoglobine conte-

mole)

nant 0,34 % (mole

de fer, i1l est possible d'en évaluer le taux
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en connaissant la teneur en fer du prélévement. Aprés minéralisa-
tion par voie séche ou humide, les ions ferrigues sont dosés par
absorption atomique.

Cette technique est malheureusement délicate d'emplol et inadaptée
aux grandes séries (verrerie spéciale - lenteur - dosage par exces

a la suite de souillure).

V. Méthodes immunologiques.

De part sa composition (protéique) et sa nature (macro-
moléculaire), 1'hémoglobine constitue un composé particuliérement
immunogéne. Engler (10) et ses collaborateurs ont mis au point une
technique immunologique de dosage.

Les anticorps antihémoglobine A humaine sont synthétisés chez le
lapin j apres purification, deux types de dosage immuno-chimique
sont envisagés

dosage immunonéphélemétrique

L'intensité de la lumiére diffusée par le complexe
antigéne - anticorps est proportionnelle a la quantité de complexe
formée, donc & la teneur en hémoglobine.

dosage par électroimmunodiffusion

Une électroimmunodiffusion est réalisée par la technigue
de Laurell. Le prélevement est déposé dans le puit d'une plaque de
gélose contenant 1'immun-sérum antihémoglobine. La séparation se
fait par électmphoreéese, la coloration a 1'amido - Schwartz met en
évidence les "fusées" de précipitation.Le tx d'Hb est proportionnel a la
hauteur des pics.

Par immunonéphélémétrie, la courbe d'étalonnage est réali-
sée pour des valeurs comprises entre 200 et 1500 mg/l. La repro-

ductibilité est excellente, la précision est estimée a 2 %. Le dosa-

ge est spécifique, l'interférence de 1l'haptoglobine est nulle.
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Par électroimmunodiffusion, la courbe d'étalonnage est
établie entre 50 et 250 mg/l. La reproductibilité est bonne, la
précision de l'ordre de 5 %.

La présence d'haptoglobine dans le préléevement rend le dosage

impossible en raison de son interférence.

VI. Méthodes de dosage_physique_de_l'hémoglobine.

———— e DD e b e e R e e e e S o A

Les pigments hémoglobiniques étant naturellement
colorés, de nombreuses équipes se sont attachés a développer un
dosage de l'hémoglobine par une méthode basée sur des mesures
physiques du produit étudié.

La réutilisation possible du prélewement aprés lecture, 1l'absence
d'emploi de produits chimiques cancérigénes (benzidine) ou toxi-
ques-(cyanure) constituent les deux avantages principaux de ces
techniques.

L'apparition de spectrophotomeétres avec calculateur
intégré de plus en plus performant a permis l'essor de deux
méthodologies

- par mesure directe

- par mesure dérivée.

Les méthodes de dosage par lecture directe

Spectrométrie classique.

La présence de bilirubine ou de lipides dans les préle-
vements constitue la cause princ¢ipale d'interférence de ce type de
dosage. Bés 1953, Shinowara et ses collaborateurs (39) adaptent un
principe de mesure basé sur la différence d'absorption a deux
longueurs d'onde. Puis les équipes de Levere, Blackney et Khan

(33, 4, 19) améliorent le principe, en essayant de corriger 1l'ab-
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sorption due au bruit de fond, en effectuant les lectures a trois
longueurs d'onde.

Ces mesures tiennent compte du coefficient d'absorption spécifique
a chaque longueur d'onde mais elles nécessitent 1'utilisation d'un
calculateur car elles sont longues et fastidieuses.

En 1984, Noe (28) met au point un protocole de lecture basé sur la
correction d'Allen, il recherche l'absorption spécifique de 1'hémo-
globine, en éliminant & 380 nm 1'absorption des triglycérides et 3
470 nm l'absorption de la bilirubine.

Zwart (50) dose l'hémoglobine et ces 5 dérivés principaux par une
mesure effectuée a plusieurs longueurs d'onde, un calculateur
intégré tenant compte des coefficients d'absorption, rend la mesu-
re plus aisée. Les cooxymétres permettent ainsi les mesures pour
de grandes séries mais la sensibilité est faible pour des taux

d'hémoglobine bas.

Méthodes par mesure dérivée

spectrophotométrie dérivée.

Cox (7)Ven 1982 démontre que l'absorption en dérivée
seconde a 577 nm diminuée de l'absorption en dérivée seconde a
561 nm est proportionnelle aux taux d'hémoglobine. La technique
est adaptable pour des mesures entre 0 et 1 g/l. Ces travaux
seront repris par Sanderink (36) qui, en 1985, et Soloni (40) qui,
en 1986, publient ainsi des techniques voisines trés sensibles car
elles montrent un CV intersérie de 2,9 %.
En 1985, Park (31) réalise un dosage spécifique dé la carboxy-
hémoglobine en utilisant les différentes d'absorption & 4 longueurs

d'onde différentes. Cette technique de dérivation trés performante

permet donc désormais un dosage des dérivés hémoglobiniques dans
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la bande 450 - 380 nm.

En 1986, Taulier (43) ajuste une méthode de mesure & trois longueurs
d'onde, il corrige ainsi par deux fagons, dérivée seconde et lectu-
re a trois lonéueurs d'onde, les interférences sur le dosage. C'est
cette méthode que nous avons étudiée et adaptée sur le spectropho-
tometre Uvikon 820 Roche Kontron (R).

Mathématiquement, la dérivée représente la pente d'une tangente en

un point donné d'une courbe. Elle sera positive lorsque la courbe

est ascendante négative si la courbe est descendante et nulle pour é
un point correspondant & un maximum ou & un minimum (12).

Pour un spectre d'absorption gaussien, l'intensité obtenue aprés n
dérivation est inversement proportionnelle & la largeur de la bande
L, élevée a la puissance n.

" - k"

Pour deux especes A et B en solution, l'intensité obtenue apreés n

dérivation est

La dérivée d'une constante étant nulle, l'interférence due au

bruit de fond est ainsi supprimée au prefit du signal. Il est ainsi
possible d'étudier une substance ne donnant qu'un léger épaulement
sur un spectre classique en raison soit d'une faible concentration
soit d'une absorption importante du bruit de fond. |
L'application que nous avons réalisée est entiérement basée sur ce i

principe.
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E. MATERIEL ET METHODES

I. Matériel

—— — - —

Le spectrophotometre est un appareil Uvikon 820 couplé a un
enregistreur "Recorder 21" tous deux commercialisés par la maison

Roche Kontron.
Les micro-pipettes utilisées sont de marques Eppendorf.

Nous travaillons avec des tubes a hémolyse plastiques (CML

de 5 ml) et des microcuves & usage unigue de 1,6 ml.

Etalons d'hémoglobine:
Les solutions étalons sont préparées par lyse des globules
rouges selon la technique suivante
- le culot de globules rouges est lavé trois fois en
eau physiologique puis hémolysé comme suit
1 volume de globules rouges lavés
1,5 volume d'eau distillée
1 volume de C C L4
AGITER 3 a 4 minutes dans un tube & centrifuger bouché,
au Vortex
Centrifuger a 3 000 - 3 500 tours/mn pendant 20 mn
Recueillir le surnageant
Ajuster le taux d'hémoglobine a 4 % avec de l'eau distil-
lée.

Remarque

t'ytilisation du tétrachlorure de carbone (C C l4 )

impose l'emploi de tubes en verre pour l'hémolyse.
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- 1'hémolysat a 4 % environ est ensuite dosé sur un
cooxymetre 2 500 Corning (6).

- 1'étude s'interessant a des valeurs comprises entre
0 et 100 mg/l d'hémoglobine, cette solution mére stable au moins 7
j a + 4° C est diluée au 1/400 (en flacon jaugé) dans de l'eau

distillée.

- Etalon cyanmethémoglobine

(R)

Hémotrol Bio Mérieux titrant 604 mg/l que nous

diluons au 1/6.

- Réactif de Drabkin modifié

Cyanure de potassium : 50 mg

Ferricyanure de potassium : 200 mg
Phosphate monopotassique : 140 mg
Stérox : 0,5 ml

Eay distillée @ S P : 1 000 ml

~ Bilirubine
Ultimate (R) Bilirubin calibrator C8 Beckman titrant
128,3 mole/1 - lot N° C60 82 €0

II. Préléevements

2. 1. Sang :

Le sang du patient est recueilli par ponction veineu-
se a 1l'aide d'une aiguille a plateau dans un tube hépariné. Les
premiers cm3 de sang étant rejetés afin d'éviter un dosage par

excés due a 1'hémolyse.
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Aprés centrifugation 10 mn a 3 000 tours/mn, le plasma est immé-

diatement décanté dans un tube a hémolyse de 5 ml.

2. 2. Urines :
Le dosage sera effectué sur une aliguote d'urine
prélevée dans une cantine séche et transférée dans un tube en plas-

tique (tube & ionogramme urinaire). Une centrifugation a 3 00O

tours/mn pendant 10 mn préceéde le dosage.

2. 3. Dialysat :

Dans le cas de la mesure du volume de sang résiduel
(cf : protocole Annexe I), le dyalisat recueilli dans un flacon

plastique de 20 ml est préalablement centrifugé avant d'étre dosé.

III. Méthodes

L'Uvikon 820 posséde 8 canaux programmables indépendants
les uns des autres, sur le canal 8 apreés plusieurs expérimentations,
nous avons sélectionné le programme suivant :

Rescale : 1,1 |

Zéro suppress : 60,0

Time constant : 0,2

Format : A&

Dérivative : 2/3,5

Scan speed : 100

A& scan : 380 - 450

Sbw : 2

L'étude critigue du choix du programme sera envisagée avec la partie

discussion de ce travail.

Apreés avoir fait l'auto-zero sur 2 cuves a usage unigque contenant
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1 ml d'eau distillée, nous tragons les spectres respectifs en
dérivée seconde de 1 ml de plasma et de 1 ml d'urine traitée au
réactif de Drabkin.
La cuve de référence contenant 1 ml d'eau distillée.

Remarqgue :

L'échantillon d'urine est préparé de la fagon suivante

2 ml d'urine

5ml de solution de Drabkin

Incubation 20 mn & température ambiante.

L'échantillon de dialysat est techniqué comme un plasma.
La courbe en dérivée seconde de l'hémoglobine présente 2 maximums
vers respectivement 394 et 420Anm, et un minimum vers 408 nm. En
utilisant la méthode des tangehtes, on mesure la distance entre la
droite joignant les 2 maximums et le minimum. Cet intervalle de

mesure est proportionnel & la concentration. (figs )

La courbe en dérivée seconde de la cyanméthémoglobine montre deux
maximums vers 400 et 430 nm, et un minimum vers 415 nm. La distance
entre la droite Jjoignant les deux maximums et le minimum est éga-
lement proportionnelle & la concentration. (fig <% )

Aprés avoir tracé les courbes d'étalonnage en hémoglobine et cyan-
methémoglobine, il suffit de reporter les résﬁltats des mesures sur

le graphe pour connaitre la teneur en composé du produit dosé.
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F. RESULTATS

Remarques préliminaires :

Dans cette étude, nous avons utilisés comme systeme d'unité le
mg/l car l'ensemble des travaux publiés et la pratique 1l'ont
conservé, cependant nous rappelons que le systéme intertional
d'unité utilise le Mmole/1l.

1 mmole/l d'hémoglobine = 64 456 mg/l

L'ensemble des calculs de probabilité utilisé pour valider la
technique a été réalisé sur les lectures brutes (en mm) et non sur

leur coreespondance en mg d'hémoglobine.

Nt = S i S R Ty e ——

1.1. Evaluation de l'imprécision sur la mesure de 1'hémoglo-

bine totale.

1.1.1. Essail de répétabilité
_****************%****

La société frangaise de biologie clinique définit
ainsi la répétabilité

"Expression quantitative de la précision lorsque le
méme opérateur appligue la technique sur le méme échantillon, dans

le méme laboratoire, avec les mémes appareils et les mémes réactifs

au cours de la méme série d'analyses".

Nous effectuons vingt mesures en une seule série, d'une solution

diluée au 1/400 d'hémoglobine titrant 38 g/l (tableau I).

L'essail de répétabilité nous conduit aux résultats suivant :
taux d'hémoglobine trouvé : 94,05 mg/l CV = 0,22
taux d'hémoglobine théorique : 95 mg/l

1.1.2. Reproductibilité

H R I KKK R KKK A KN




Résultats expérimentaux

en mm M E v : 6 E cv
156 - 156,5 - 156,5 - 156,5: : : :
157 - 157 - 157 - 157 - ' ; f ;
156,5 = 157 = 157 = 157 =t 456 9% 0,12 P 0,34 © 0,22
157 - 156,5 - 157 - 157 - : : :
157 - 156,5 - 156,5 - 157 =: : :
156 - : : :

TABLEAU I

Essai de répétabilité - solution hémoglobine 95 mg/l.




. Valeurs en : : . : : : Moyenne :
: mm o J 1 : J 2 : J 3 : J 4 : J 5 i des 5 jours+s
.1 SN : : : : : :
. :180,5 183,53 184  182,5: 182,5 181,5: 180,5 180 : 176 176  : :
: .180,5 183 . 184,5 182,5, 180,5 181,5., 180,5 180,5 s 175,5 175,5 .
: ‘181 183,5 ° 184,5 182,5° 180,5 181,5 ° 180  180,5 . 175.5 176

: © 182 *183,4 . 181,3 . 180,3 ., 175,8 , 180,6 |,
: : 2,2 : 1,04 0,57 : 0,07 : 0,08 : 7,72 :
: : 1,48 © 1,02 0,75 . 0,26 . 0,27 . 2,77 ,
: cv : 0,81 : 0,56 : 0,42 : 0,14 : 0,16 : 1,54 :
: Valeurs en f : : 1: : : Moyenne .
; 11 mmoué J 1 ; J 2 J 3 ; J 4 . J 5 . des 5 jours ,
¢ IS L6 - 45,5 45 44,5 Wi 43 52,5 + 39,5 39,5 : :
P P 43:3° 13 £ s 4“5 433t 33 s ;
: M : 45,33 . 45,41 44,17 42,58 ; 39,25 ; 43,35:
: v : 0,17 : 0,24 : 0,07 : 0,04 : 0,18 : 5,55:
: 6 . 0,41 : 0,49 : 0,26 : 0,20 : 0,42 :  2,35:
: cv : 0,90 1,08 ¢ 0,58 : 0,48 : 1,06 : 5,44 :
. Valeurs ens . : H H * Moyenne .
: III oy J 1 : J2 J 3 J 4 J 5 : des 5 jours:
: * 10,5  10,5° 10 9,5 * 9 9 ' 8 8,5. 7 7 . .
: : 105 10°: ‘9,5 97 : 85 8 : 85 8 7 7 :
. . 10,5 10 . 10 9 .+ 9 8 + 85 8 1 7,5 7,5 :
: M ¢ 10,33 ¢ 9,5 : 8,58 : 8,25 ¢ 7,08 8,77 ¢
: : 0,07 : 0,2 : 0,24 : 0,08 0,04 : 1,32 ¢
: . 0,25 . 0,45 . 0,49 . 0,27 . 0,20 , 1,15
; cv i 2,50 P 4,70 1 5,73 . 3,32 [ 2,88 . 13,12

TABLEAU II

Essai de reproductibilité de la solution d'hémoglobine :
I : Hémolysat & 100 mg/l
II : Hémolysat a 25 mg/1
III : Hémolysat a 6,25 mg/l
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Définition de la société frangaise de biologie
clinique

"Expression quantitative de la précision lorsque la
technique est réalisée dans diverses conditions qui doivent étre
définies. La reproductibilité intra-laboratoire est calculée dans
un méme laboratoire & partir des résultats des aliquotes d'un
méme échantillon, distribuées au hasard dans les séries d'analyses
de spécimens de patients (reproductibilité intrasérielle) soit
"dans la journée", soit "jour aprés jour", soit en fonction des
séries pendant plusieurs Jjours consécutifs (reproductibilité inter-
sérielle)".
Nous préparons trois solutions filles d'hémoglobine, et effectuons
10 séries de 3 dosages de chague solution pendant 5 jours (ta-

bleau II).

1.2. Evaluation du domaine d'analyse.

1.2.1. Limite de détection
D R

Si l'on considére que la limite de détection équivaut
a trois fois l'écart type (35), intersérie,a 3 mg/l, elle sera de
3 x 0,49 = 1,5 mm, c'est a dire 1,2 mg/l.

1.2.2. Limite de linéarité
KEEEXREXREEH KK KRR X ¥

Définition
"Limites de validité & une probabilité donnée de la
relation linéaire des valeurs théoriques aux valeurs observées.
Elles sont établies a partir de dilutions du produit & mesurer
dans une matrice adaptée ou a partir de solutions primaires."
Nous avons démontré gue la technique est linéaire entre 0 et 100

mg/1l : elle 1l'est sans doute pour des taux supérieurs d'hémoglobine




Solutions
{trant

. .
.

.mesure 95 mg/l i47,5 mg/l: 24 mg/l; 12 mg/1 6 mg/l 3 mg/1
“en mm/jour ; : :

: . 158 . 78 . 38 . 18 . . ,
i J1 159 77,5 % 37,5 % 17,5 ¢ : ,
: . 157,5 . 78,5 . 38 . 17,5 : ,
: 160 . 79,5 . 39 .19 . :

P J2 158 : 79 : 38,5 19 ; : ,
X 158 .79 . 37 . 18,5 .3,
: 159 . 78 . 38 . 18 . . ,
P33 158 ‘78,5 ' 38 P18 : : ,
: 159 .79 . 38,5 . 18,5 . 9 . ,
fgﬁy;;”e 158,5 i 78,55 38 Po18,2 F 8,78 1 3,9
Y 0,625 . 0,40 0,34 . 0,32 . 0,25 . 0,24
P06 0,79 ‘0,63 ‘0,58 0,56 ‘0,50 © 0,49
. ocv . 0,50 0, 80 1,53 3,1 . 5,77 . 12,5

TABLEAU III

Etude de linéarité d'une solution aqueuse d'hémoglobine

0 es se




IN° tube ; 1 . 2 . 3 b i 5 16 : 7 :i8 i 9

: eau 10 ' 0 250 *s500 ‘750 ‘1000° 1250° 1500° 1750° 2000 °

. M 295 me/ll 2000 ; 1750 ; 1500 ; 1250 : 1000: 750: 500: 250: O

: mesure enmm; 158 ; 136,5 117: 96 : 77 : 56,5: 36,5: 18 : O

g ; : : : ; ; i : ;

* hémoglobine * 95 82 71 T 58 47,5 34,5 .22 7 11 0

: Théorique : 95 83 . 71 59 :47,5: 36 : 24 : 12 i O

s %d . . . .

: récﬁpération: 100 . 99 . 100! 98 . 100 . 96 . 91 91 . O
TABLEAU IV

(Ne tube & 1 i 2 . 3 . 4 . 5 6 : 7 8 : 9 .

cogY™ 1 0 ;250 ; 500 ; 750 ;1000 ;1250 ;1500 ;1750 ; 2000 .

t 2% "¢/1 12000 £1750 F1500 P1250 11000 1 750 ¢ 500 F 250 0

. mesure enmm, 156 , 154 , 134 . 114 . 94 75 :54,5 . 34 ,14%

fﬁiémgﬁmﬂé 95 84,3 '72,3 160,3 148,3 137,3 124,3 112,3 % O

pmg P95 83 71 59 ‘47,5 % 36 24 12 * 0

: théorique . : : . . . :

v % d . H H . . . . . .

. récupération s 100 : 101 . 102 . 102 , 102 . 104 ; 101 ; 102 . O
TABLEAU V

Exactitude de la méthode de dosage de 1'hémoglobine :
en milieu aqueux (tableau IV)
en milieu protéique (tableau V)

* correspond & la teneur en hémoglobine du pool de plasma. Les
résultats sont exprimés en tenant compte de cette correction.
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mais le programme utilisé avec la table tragante est tel que pour
des taux supérieurs a 110 mg/l, la mesure n'est plus possible sur
le graphe sans changer le programme de calculs de l'appareil
(valeur de zéro et expansion).

Nous préparons trois échantillons d'hémoglobine a 95 mg/l et nous
réalisons une série de 6 solutions de concentrations décroissantes
dans le domaine de mesure souhaité.

Chagque jour pendant trois jours, nous effectuons l'analyse des
trols exemplaires de chaque solution (tableau III).

Lé courbe d'étalonnage est une droite d'équation

y = 1,69 x - 1,68

c : 0,99997

(fig 9).

1.3. Exactitude et application au milieu protéique

1.2.1. Surcharge d'hémoglobine dans l'eau
PR EEEE L L L 5 5 E L L E BT T EEEEETETEEE T T2

(tableau 1IV)
L'ensemble des différentes surcharges d'hémoglobine
conduit & un pourcentage de récupération moyen de 97 %.

1.3.2. Surcharges d'hémoglobine dans un pool de plasma
EE S EE S LR LSS S AR S ST E R L E LT ST EE L ELEE LT EEEEE L ST

Le pool de plasma est constitué d'une vingtaine de
plasma de la série du jour que nous centrifugeons avant de réaliser
les ajouts (tableau V).

L'ensemble des différentes surcharges d'hémoglobine
conduit & un pourcentage de récupération voisin de 100 %.

Le milieu protéique ne modifie pg% les pourcentages
de récupération,ﬁ% la pente de la droite d'étalonnage préparée en
milieu aqueux de fagon significative, de ce fait, cette courbe

étalon sera utilisable pour les plasmas et les dialysats (fig 10).
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Interférence
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-
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Surcharge de bilirub

Fig 11



MESURES E N MM

Valeur
moyenne

#4 e s se S am e apm aw

9 -8-5-8-~-7=-9 -9 ~-11,5-10 - 8

9 - 13 - 6 -84 -2,5=7=2,5=7 -

5

4% 8% 48 8E 5e 3E 3 Bl ss B e

TABLEAU VI

HauYeusr ded Joler en mm dhous der walenss

noimales 3 hemoglobine dant e plotma

% &% 2w s® e ws
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1.4. Sélectivité de la méthode

L'étude des spectres d'absorption montre que daps la bande

450 - 380 nm, la bilirubine, catabolite de 1'hémoglobine risque

d'influencer le dosage.

L'influence de la bilirubine est étudiée par surcharge d'une solu-

tion d'hémoglobing, par de la bilirubine étalon C8 Bec'ckman dosée a

75 mg/1l soit 128)umole.l.

Nous surchargeons par ajouts de 50u 1l une solution d'hémoglobine

(cf fig 11), Jjusgu'a obtenir un seuil pathologique significatif.

La solution d'hémoglobine de départ titre 85,5 mg/1 (143 mm

mesuré sur le spectre)

Apres 7 ajouts de 50}11, la déviation est de 151 mm soit

90,25 mg/1

Une solution de bilirubine a 45}Lmole11 entraine une erreur par

exces de 5,6 %

1.5, Valeurs normales

Les valeurs normales du taux d'hémoglobine plasmatique

sont établies a la suite du dosage de viingt
des patients venant en consultation externe

de maladies hémolytiques (tableau VI).
Valeurs normales : 0 - 5 mg/l

II. Dosage_de 1'hémoglobine dans l'urine.

—— —— S e e A M ——

2.1. Evaluation de 1l'imprécision sur

plasmas prélevés chez

et supposés indemnes

la mesure

de la

cyanmethémoglobine.

2.1.1. Essal de répétabilité
F K K WK K B WK N KKK KKK KN

Nous effectuons 20 mesures en

une seule

série d'une




e

Résultats exprimés en mm

3
<

* as a0 se

181 - 181 - 181 - 181! -~ 180,5 - 179,5 -
180 - 180 ~ 179 - 180 - 180,5 - 180 -

180,5 - 180,5 - 180 - 181 - 181,5 - 180 - :

181 -

:180,45 :0,39 :0,63 :0,35

.s

TABLEAU VII

Essal de répétabilité - solution de cyanmethémoglobine 101 mg/1




valeurs en
mm

-
5]
=
R

J 3

J 5

Moyenne .
des 5 jours

v an |se sw ww

85,5
85,5

85
85,5
85,5

af se w3 les ss as

8L 83
83,5 83

83,5 83

N T

85,33

83,33

as |ve op s o ss seae se ww

0,06

0,17

0,257

0,41

4% B8 Es B8 se S8 e S a8 S8 sm 4

% ap se |ws

e »

0,30

% oh os (ve b sw wh s s (e 2w wn

% sh ew |es ah ee

0,49

*% af we jee ob s ah ss as [se e ww

J 3

s me s

J 5

19,5
19,5

19,5
19,5
19,5

19,5
18,5 18
18,5 18,5

19,58

18,67

we (se a9 ofb s¢ ae

0,04

0,27

0,20

s s |ne sb ws les we

0,52

H valeurs en H
- min -
. I I . .
-

- -
- -
- -
- -
- -
H M :
- L}
- -
- -
- -
H & :
- -
- -
- -
- Cv -
- -
- -

4e sslas s fes ofe vo ae se ol se s

#s oo [as se [os sp ww [en

1,04

#s ss |ss ee |oe oh ss |oe ss op we e

s mm

2,77

se sm las o8 joe =p

Valeurs en

" w0
(]
H
—
LI X}

J 3

sp ss sb s+ as
p se ww

Eal ol
Lo L3
U

s oh s wa

L=
L o
hn W,

s =p ss aw

3,75

e »

k.

0,075

% op se

0,27

: M :
: v :
: 6 :
; cv '

e ssfun sk we
v an[uv ah se .

7,30

“a se |®a oh 4% af wu sk sw sk e wa

% es fes =

84,68
0,85
0,92
1,09 |

Moyenne :

des 5 jours:

19,51
0,34 .
0,60
2,97 ¢

Moyenne H

des 5 jours:
3,78 ¢
0,098 .
0,31 .
8,27

I : solution & 50 mg/l
solution & 11,5 mg/1l
solution a 3,12 mg/1

TABLEAU VIII

de cyanmethémoglobine

i e e R e e b M W R e e M M e S e = e S W e e




M Solul.:ion M . . : . . N
: ~ 101mg/1t 50 mg/lt 25 mg/1%12,5 mg/lt 6 mg/l ¢ 3 mg/l G
sen mm/jou H : : : : :

' ‘o182 ° 91,5 Pag,s 3! © 9,5 : 4 :

: J1 . 183 . 93 . 45 . 21 .9 : 4,5
: * 182 ‘92 ‘45,5  F 22 ‘10 : 4,5 ¢

. 180,5 . 91,5 . 44,5 . 21 . 9,5 :

9 :
Jz2 % o1sl P90,5 P43 ‘20,5 P09 ; 3,5
: 9

181 : 90,5 i 44,5 i 20,5 ,

. 182,5 . 91,5 .45,5 . 21,5 i 9,5
Js3 ¢ 18l,5 * 89 s 44 P21 P9,5
. 182,5 + 91,5 . 44,5 . 20,5

PMOYEMNE i 1,8 91,2 Pas,s5 21 f9,33 P 4

gen mm ; ;
S \ i 0,69 ; 1,26 g 0,59 0,25 5 0,125 0,125 . E
E 6 ; 0,83 1 1,12 g 0,77} 0,50 0,35 S 0,35 E

g cv ; 0,46 ; 1,23 ; 1,72 ; 2,38 ; 3,79 § 8,83 g E

TABLEAU IX

Etude de linéarité d'une solution aqueuse de cyanmethéloglobine.
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Linéarité - solution de cyanhémoglobine 624 mg/1

TABLEAU IX bis
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solution diluée au 1/6 de cyanmethémoglobine titrant 604 mg/l

(tableau VII).

L'essal de répétabilité nous conduit aux résultats suivants
taux d'hémoglobine trouvé : 100 mg/l CVv = 0,35

taux d'hémoglobine théorique : 101 mg/l |

2.1.2. Essal de reproductibilité
K K K KKK KKK N KKK KKK KKK XN |

Nous préparons trois solutions filles d'hémoglobine,
et effectuons 10 séries de 3 dosages de chaque solution pendant 5

jours (tableau VIII).

2.2. Evaluation du domaine d'analyse

2.2.1. limite de détection
H K K KKK KKK KN KKK KX
D'aprés les références citées pour l'hémoglobine
totale, elle équivaut a trois foils l'écard type intersérie a 3 mg/l

soit 3 x 0,35 = 1,05 mm soit 1 mg/l.

2.2.2. limite - de linéarité

KEXXAEEXXXXEXHXXKXKKXNK¥

Nous préparons trois échantillons de cyanmethémo-
globine a 101 mg/l et nous réalisons une série de 6 soclutions de
concentrations décroissantes dans le dosemine de mesure souhaité
(1 - 101 mg/l). Chague jour, pendant trois jours, nous effectuons
l'analyse des trois exemplaires de chaque solution (tableau IX).
La courbe d'étalonnage (tableau IX bis) est une droite d'équation
y = 1,52 + 1,84 x
c : 0, 99997

Fig 12.

2.3, Exactitude du dosage.

2.3.1., dans l'eau

* K K K K KKK KK
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Essai De LiNEARITE
(CYANMETHEMOGLOBINE)
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C=099997
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: Ne tube: 1 2 : 3 . 4 ;> 6 . 7 .8 9
Eeau en ug 0 5250 ;500 ;750 glooé 1250?_1500 ; 17505 2000;
;cyantb e 2000 ; 1750 ; 1500 ; 1250 ; 100G 750 ; 500 | 2505 o
i gﬁS:;e i 1825 1595 1365 114% 91; 68,5; 45,5 ; 21,2% 0

; cyod o ; 101 ; 88 ;75,52 63 50,5 38,0, 25 .11,75 / |
ithéggiqué 1b1£ 87,55 755 62,55 50 i 37,55 25 é 12,5; /

c% de ré- ' 007 100 101 1010100° 101 100 P94 Py

i cupérat© i i i : : ] : : i i
TABLEAU X

: N° tube . 1 : 2 . 3

T = :

P Rimegn G 125 ;250 : 500

s an 1 M : . M

* Urine P 875 i 750 = 500 :

* mesure : : :

Pen mm : 28 : 47 : 87 :

¢ mg cyan Hb : 15,5 ; 26 ; 49 :

. ng ; ‘ :

* Théorique: 15 : 2> : >0

. % : : :

2 tracts 103 Powos i o8

TABLEAU XI

Exactitude de la méthode de dosage de la cyanméthémoglobine
- en milieu aqueux (Tableau X)
- en milieu urinaire (Tableau XI)
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Nous réalisons des surcharges de cyanmethémoglobine dans 1l'eau

(tableau X).

L'ensemble des différentes surcharges conduit & un pourcentage de

récupération moyen de 100 %.

2.3.2. Dans l'urine
P T R E T T X L5 L3

Nous vérifions que l'urine, milieu aqueux, n'influe
pas par ses autres composants sur le dosage.
Les surcharges sont réalisées par une solution étalon de cyanmet-
hémoglobine titrant 604 mg/l diluée au 1/6 (tableau EKI).

Le pourcentage de récupération moyen s'éléve a 101 %.
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G. DISCUSSION

I. Choix des conditions de dérivation.

e

La dérivation est une fonction mathématique qui met en valeur
les rapides changements de direction de la courbe et supprime les
faibles variations.

Dans son étude, Taulier (42) rappelle qu'un des avantages de
la spectrométrie dérivée réside dans l'amplification des bandes
étroites par rapport aux bandes larges.

Pour une bande spectrale de largeur a mi-hauteur L, présen-
tant une absorbance I a une longueur d'onde donnée, 1l'intensité In
du signal obtenu apres n dérivations est

I

Pour deux bandes correspondant aux substances A et B, le

rapport des intensités est fonction du rapport des valeurs Lp et

I I L n
A A ( B)
- _R X = (2)
(Ie)n Iy L

L'hémoglobine vers 410 nm présente une bande &'absorption é-

Lp.

troite, alors que le spectre de la coloration propre de 1l'urine ou
du plasma s'étend sur une zone plus large.

L'augmentation de l'ordre de la dérivée favorise donc la
mesure du signal obtenu pour l'hémoglobine aux dépends de celui du

fond coloré.

Choix de l'ordre de la dérivée

Il est nécessaire, pour deux raisons principales, de limiter la

valeur de l'ordre de la dérivée.
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a) si 1'intensité relative du signal se trouve amplifiée
(formule (2)), sa valeur absolue diminue (formule (1)) et

devient impossible a mesurer avec précision.

b) lt'irrégularité de la ligne de base liée aux fluctuations de
l1'intensité lumineuse ou de l'amplification électronigue repré-
sente le bruit de fond de 1l'appareil.

Ce phénomene présente une largeur de bande voisine, trés faible,
pér dérivation, il va étre d'autant plus augmenté.
Le rapport signal/bruit de fond diminue rapidement lorsque

l'ordre de la dérivée augmente.

La dérivée seconde donne une intensité de mesure suffisante pour
1'hémoglobine et une pente trés faible pour le bruit de fond (42).
cette dérive résiduelle de la ligne de base peut €tre corrigée

par la méthode des tangentes.

Choix de la largeur de la bande et de la vitesse de déroulement du

spectre.

Selon Sanderink (36), la résolution du spectre en dérivée seconde
dépend de la largeur de bande et de la vitesse de déroulement du
spectre. Nous nous sommes fixés apreées différents essais une fente

(sbw) de 2 nm et une vitesse de 100 nm/mn.

Choix de la fenétre de lissage

Le systéme de calcul qui ne connait pas 1'équation de la courbe a

dériver doit procéder par analyse successive des différentes posi-

tions du spectre en appliquant la formule générale de la dérivation.

I1 faut donc choisir une fenétre de lissage représentant la portion
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sur laguelle le systeme de calculs, analyse la courbe et trace la

dérivée.

Comme le rappelle Ficheux (12)

- une fenétre de lissage trop petite risque de surcharger le
spectre dt de conduire & une mauvaise reproductibilité.

- une fenétre trop large risque d'éliminer des pics parmi
lesquels le ou les pics caractéristiques de la substance & doser

et donc de perdre en qualité de résolation.

L'appareil permettant de choisir une fenétre entre 0,2 et 4 nm, le
spectre original étant relativement plat, divers essais nous ont

conduit & choisir un intervalle de 3,5 nm.

Réglages annexes

- Expension : "rescale"

L'expansion en ordonnée sur l'enregistreur des valeurs pho-
tométriques est fixé a 1,1 ce qui correspond & une expension maxi-

male pour 100 mg/l d'hémoglobine.

Ainsi, ns ns limitons pour le dosage de forts taux d'hémoglobine,

mais des traces de dérivés hémoglobiniques seront facilement détec-

tées.

- Décalage de zéro : "rzero suppress"

Le décalage de zéro est fixé a 60 %, car cette correction

nous permet d'exploiter sans probléme le spectre en dérivée seconde

d'un prélévement ayant un taux d'hémoglobine a 100 mg/1l.

- Constante de temps : "time constant"
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La constante de temps indique le temps demandé pour attein-
dre 98 % de la valeur pleine échelle a mesurer. En fixant 0,2 s,

nous rendons le dosage plus rapide.

- Format

Nous utilisons le format A,, l'appareil enregistreur sélec-
tionne un spectre tracé dans la norme 21 cm x 29,7 cm. Le calcu-
lateur détermine lui-méme et met en mémoire l'expension des lon-
gueurs d'onde sur le papier, la vitesse de déroulement du papier
et la distance entre deux spectres.
Le programme ainsi sélectionné nous permet d'obtenir une bonne
sensibilité, une bonne reproductibilité et une excellente linéarité
qui permet grédce a un domaine de mesure étendu de réaliser rapi-

dement de grandes séries d'analyses.

II1. Comparaison de la spectrophotométrie dérivée et la correc-

Comme Taulier l'a montré dans son étude (43), le dosage par
cette technigue de 1'hémoglobine dans les liguides biologiques est
bien corrélé avec une méthode de référence utilisant la correction
d'Allen (technique & la cyanmethémoglobine).
l1'utilisation d'un procédé mathématigue (la dérivation) améliore la
qualité des résultats, il diminue de fagon considérable 1'importan-
ce du bruit de fond.

La correction de l'absorption du bruit de fond par la méthode de la
lecture a trois longueurs d'onde sous-entend que l'absorption

"parasite" est linéaire dans la zGne de mesure considérée.

III. Méthode de dosage de l'hémoglobine plasmatique par spectro-
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métrie dérivée.

Les critéres d'évaluation de cette méthode sont excellents.

En utilisant les recommandations de la Société Francaise de Biolo-

gie Clinique, nous avons trouvés les résultats suivants (cf cha-

pitre "résultats" page 28 )

Exactitude

%

Sélectiviteée

essai de répétabilité : C V = 0,22 pour un taux d'hémo-
globine de 95 mg/l

essai de reproductibilité : C V moyen pour l'ensemble

des trois gammes

1,4 % intra série

6,8 % inter série

limite de détection : 1,2 mg/l

linéarité : ¥ = 1,69 x - 1,68 cc = 0,99997

de récupération en milieu aqueux (91 % - 100 %)

en milieu protéique (100 % - 102 %)

Celle-ci est satisfaisante comme le montre 1'étude des

principales interférences que nous discuterons dans le paragraphe

suivant.

Evaluation

de 1'imprécision sur la mesure

*

faite avec
trairement

propriétés

répétabilité

La technique utilisée nous offre une répétabilité par-
un coefficient de variation égal a 0,22 % ce qui, con-
aux méthodes les plus perfectionnées reposant sur les

peroxydasiques de 1l'hémoglobine (42), nous autorise a
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a ne réaliser qu'un seul dosage par prélevement méme lorsque le
taux d'hémoglobine est faible.
* reproductibilité

1'étude de la reproductibilité est excellente, car
le coefficient de variation moyen intra-série ne dépasse pas 1,5 %.

le coefficient de variation inter-série est plus
élevé, cependant, il reste inférieur a 5,5 % pour des taux d'hémo-
globine de 95 mg/l ou 25 mg/l.
A partir d'une coneentration de 6,25 mg/l, le CV est de 13,12 %.
L'explication de ce résultat médiocre peut s'expliquer par une
mauvaise conservation des solutions diluéeé des différents liquides
biologiques. En effet, le CV intma-série pour ces échantillons
reste lui constament inférieur a 6 %.
I1 faut éviter absolument de stocker pendant plusieurs jours a

4+ 4° C les préleévements en vue du dosage de 1l'hémoglobine.

* évaluation du domaine d'analyse

La limite de détection est remarquable (1,2 mg/l) ;
toute hémolyse pourra donc étre diagnostiquée aisément. Comme
nous l'avons déja éciit, la linéarité est parfaite dans le domaine
d'analyse que nous nous sommes fixés (1,2 - 100 mg/l). Rarmi les
différentes méthodes de dosage dé 1'hémoglobine, la méthode a
l1'hématine (22, 48) ne permet pas de travailler & d'aussi faibles
concentrations.
Le dosage n'impose aucune dilution préalablé contrairement a la
méthode proposée par Wu (47), spectrophotométrie directe de la

cyanmethémoglobine ou l'absorbance devait &tre obligatoirement

comprise entre 0,1 et 0,6.

* exactltude
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Le pourcentage de récupération voisin de 100 % soit en
milieu aqueux soit en milieu protéique est un atout supplémentaire
de la méthode par dérivation pour 1l'évaluation du taux d'hémoglobi-

ne dans les liquides biologiques.

* gélectivité

Les travaux de Amazon (2) ont prouvés qu'il était possi-
ble de doser un mélange de bilirubine et d'hémoglobine, en utili-
sant la méme plage de longueur d'onde que nous avons testée.
Dans notre étude, nous avons étudié 1'influence d'une concentration
de bilirubine de 45 M-mole/l, ce qui représente déja un taux patho-
logique trés significatif.
L'erreur observée par exceés était d'environ 5,6 % ; au niveau d'un
C TS, ce plasma serait obligatoirement inutilisable et rejeté,
car toute bilirubinémie haute doit entrainer un examen clinique du
donneur.
En pathologie médicale, cette surévaluation artificielle des résul-
tats d'hémoglobine due a la présence de grande quantité de bilirubi- 5
ne n'aura que peu d'influence, les valeurs normales d'hémoglobine
plasmatique étant suffisamment basses.
La seule réserve a émettre sera pour le plasma des icteres hémoly-
tiques tel celui du nouveau-né oU la bilirubine peut atteindre

220}Lmole/l.

Les travaux de Soloni (40), effectués sur la méme bande spectrale,

ont montré que la présence de lipides dans le plasma n'influe pas i

sur la valeur des résultats. En effet, les lipides d'apres ces
sugmentaion

autenrs entrainent soit une légére, soit une augmentation constante

de l'absorption due au bruit de fond, or la méthode par dérivation

ne tient campte gue des brusques variations de l'absorbance.
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Valeurs normales.

L'étude des différents protocoles de mesure montre un abaissement

trés net de la valeur normale de 1'hémoglobine plasmatique,due a
l'augméntation de la spécificité des différentes techniques. 5

500 mg/l est considéré comme la limite supérieure acceptable par

la méthode de Drabkin, par dérivation, un taux compris entre 0 et
5 mg/l est considéré comme physiologique.
I1 est important de signaler que la qualité du prélevement est i

fondamentale car toute hémolyse iatrogéne fausse le dosage.

Praticabilité.

La technique a une praticabilité parfaite.

- le passage du sérum,directement,est un atout m a j e ur car il
apporte un gain de temps comparé aux techniques immunologiques et
une sécurité car dans les techniques colorimétriques, il faut

tenir compte de la vitesse de développement de la réaction colorée.
- le colt de 1l'analyse est nul.

- le temps de préparation de 1l'analyse est négligeable comparé a
celui imposé par les techniques immunologiques, colorimétriques voi-
re d'absorption atomique.

- l'absence d'emploi de réactifs toxigues ou cancérigenes est un
atout majeur en terme de médecine du travail.

- l'adaptation aux grandes séries est facilitée par 1l'absence de
1'emploi de réactifs. Ces analyses de réalisent rapidement, environ

1 mn par dosage. |
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Les caractéristiques de la méthode sont les suivants

essal de répétabilité : CV = 0,35 %

essai - de reproductibilité : CV moyen pour l'ensemble des

trois gammes d'échantillons.

intra-série 2,6 %
inter-série = 4,11 %

limite de détection : 1 mg/1

- linéarité : y = 1,52 + 1,84 X cc = 0,99997
- exactitude 2 % de récupération

* en milieu aqueux :(94 - 101)%

* dans 1'urine :(98 - 104)%

Comme le démontre Taulier (43) dans son étude, la transfor-
mation de l1'hémoglobine en cyanmethémoglobine est nécessaire. Elle
permet 1'obtention d'une seule forme d'hémoglobine urinaire, la
cyanmethémoglobine, et élimine l'interférence des porphyrines.

Les tests de validation sont bons mais on notera un CV
intra-série plus élevé, la dispersion plus importante étant sans
doute liéde a la réaction chimique utilisée. Le CV inter-série plus
faible peut s'expliguer par la stabilité de la cyanmethémoglobine

formée. L'ajout de réactif rend la praticabilité moins bonne.
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H. CONCLUSIONS

Cette étude nous a permis d'illustrer les qualités
inhérentes a la spectrophotométrie dérivée et d'adapter sur un
appareil polyvalent une méthode de dosage de l1'hémoglobine dans
les liquides biologiques.

La spectrométrie dérivée a révélé de nombreux avantages
par rapport a la spectrophotométrie classique qui fournit seule-
ment aprés des corrections plus ou moins complexes des résultats
entachés d'erreurs systématiques.

Les principales qualités sont

la simplicité de mise en oeuvre

- l'exactitude

- la précision

- la sensibilité

- la rapidité

- l'absence d'emploi de dérivés toxiques.

Ce principe mérite donc d'étre mieux connu dans le domaine
de la biologie clinique ou il peut apporter des solutions élégantes
a certains problémes difficilement solubles classiquement (dosage
des coproporphyrines par exemple).

A l'avenir, il serait intéressant d'élaborer une méthodo-
logie simple et pratique par dérivée seconde adaptée au dosage
des différents dérivés héminiques (myoglobine...). La bande spec-
trale 650 - 550 nm devra &tre exploitée afin de s'affranchir défi-

nitivement de l'interférence de la bilirubine.
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57~ Annexe

PROTOCOLE DE LA MESURE DU VOLUME SANG RESIDUEL

. — B e R . T ————

1) Mesurer la concentration d'hémoglobine sur un échantillon

de sang du patient

(par exemple HbS = 8,7 g/100 ml'avec Hématocrite = 27 X)
BbS = .....g/1l ou mg/ml '

2) Aprés restitution au patient, faire recirculer a l'aide de 1

pompe a sang pendant 10 minutes dans le dialyseur et les

lignes
1l litre d'eau déminéralisée
S —
)
5 )
b
T

- Vider totalement le circuit et MESURER le volume recucilli ¢
(en général, moins d'l litre & cause de 1'U.F. pendant la

recirculation).

- Faire analyser la concentration en hémoglobine Hbv dans un

échantillon pris dans le volume d'eau recueilli.

- Le volume de sans résiduel est égal a :

i — - —————— —— i — ——

i 1l

i1 VR V x Hbv |}~ V en ml

H ml. = " Hbv en mg/ml

Ei Hbs :i HbS en mg/ml
]

L e e Ja

Remarque : Si la mesure de la concentration en hémoglobine du
‘du sang du patient a été faite récemment, il n'est

pas nécecssaire d'en effectuer une nouvelle.




Voo Al ¢ hg

: e X el
i

fode opératoire : o - K . ﬂ:thPuJurm -

. Au lit du patient : ' T

Matériel =

- une pompe a sang ;

- des lignes a sang avec un corps de pompe correspondant, pro-
pres ;

- éprouvette’ graduée de 1 litre ;
- de l'eau déminéralisée.

: LI . u'
Montage :’

™
»

\F

NS

MW

d....

lliilli[iilli

" .

Manipulation :

- prélever 2 ml de sang "artériel” en fin de dialyse ;
- débrancher et restituer le sang selon la procédure normale.
iloter le volume de liquide utilisé pour la restitution ;-
- dJdiconnecter les lignes "dialysat” et vider le conmpartiment
c“nl""at d2 1'hmodialyseur ;
tconnectir les licnes "song”" de 1l'héncdialrseur et cornnec-
leo tubvlures propreaes
e circuler 700 A 1L 0CO ml Ad'eau déminéralisbe de 1706~
uvette dans 1o contartineant asceng e 1'hénmodialyneur pon-
At 10 mirutes environ ; :
upirer la totalité® << 1l'hémolys2t csontonu dans les tubu-
3 ¢t dan3 1l'himedielruour, -
T le wolune (V) ;

T AT e

b5 IS U 5
e ﬂ a U l-""':

- homogénéiser le contenn do L'énpvonvett~ of prendre un &chon-
(A B .
ORI S o | {E‘}.

.

Mo s




b.

Au laboratoire :
Matériel :
- verrerie de laboratoire ;

- spectrophotometre ;
- ammoniaque a 0,8 p. 100.

Manipulation :

-5l

- hémolyse dursang de référence : bien homogénéiser le sang,
le diluer au 1 : 100 avec de l'eau déminéralisée : échantil-

lon (Ez) ;

- mesure de l'hémoglobine : mettre dans des tubes 3 essais les

réactifs suivants :

TUBES
REACTIFS
Témoin Echantillons
NH(OH 0,8 % ...c.veeecennnnss 1 ml 1 ml
Eau déminéralisée ........... 1 ml -
Hémolysat .....3:............ - 1 ml

- agiter ;

- lire la densité optique deos
le timoin & 540 nm.

Culcul :

]

= Volurz2 d2 sang résiduel

échantillon~ (E: et Ez2} contre
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c) hémodialyse

2.3. Contrdle de qualité en biologie
a) évaluation d'une méthode

b) validation des résultats

D. LES DIFFERENTES METHODES DE DOSAGE DE

L 'HEMOGLOBINE

I. Transformation de 1'hémoglobine en cyanmet-

hémoglobine par la méthode de Drabkin.
I11. Formation d'hématine alcaline D 575

III. Méthodes basées sur les propriétés péroxyda-
siques du pigment.
3.1. Techniques colorimétriques

3.2. Techniques par chimioluminescence
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Dosage de l'hémoglobine par le fer

gu'elle contient.

Méthodes immunologiques.

Méthodes de dosage physigue de 1'hémoglobine.

E. MATERIEL ET METHODES

II.

III.

Matériel.

Prélevements.
2.1. sang
2.2. urine

2.3. dialysat

Méthodes.

F. RESULTATS

I.

Remarques préliminaires.

Dosage dans le sang et les dialysats.

1.1. Evaluation de l'imprécision sur
la mesure de 1l'hémoglobine totale
1.1.1. Essai de répétabilité

1.1.2. Reproductibilité

1.2. Evaluation du domaine d'analyse
1.2.1., limite de détection

1.2.2. limite de linéarité

1.3. Exactitude et application au milieu

protéique

1.3.1. Surcharge d'hémoglobine dans 1l'eau
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1.3.2. Surcharge d'hémoglobine dans
le plasma

Sélectivité de la méthode

Valeurs normales

I1. Dosage de l1'hémoglobine dans l'urine.

2.1. Evaluation de l'imprécision sur la
mesure de la cyanmethémoglobine
2.1.1. Essai de répétabilité
2.1.2. Essal de reproductibilité
2.2. Evaluation du domaine d'analyse
2.2.1. Limite de détection
2.2.2. limite de linéarité
2.3. Exactitude du dosage
2.3%3.1. Surcharge de cyanmethémoglobine
dans l'eau
2.3.2. Surcharge de cyanmethémoglobine
dans l'urine
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Dosage de 1'hémoglobine dans les liquides par spectrométrie

dérivée ; Adaptation d'une méthode sur un spectromeétre

Uvikon 820 (Roche Kontron).
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Docteur -en Pharmacie - Grenoble 1988.

RESUME

La spectrométrie dérivée permet de simplifier considéra-
blement le dosage de 1l'hémoglobine dans les milieux biolo-
giques fortement colorés. Cette technique autorise une déter-
mination quantitative directe, sans étape préalable d'adjonc-

tion de réactifs.
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