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Résumé

Le foie est la plus grosse glande annexe du tube digestif, Le diagnostic des
anomalies st posé 4 partir d"un examen sanguin dans un bilan hépatique. Il désigne un
ensemble danalyses ayant pour but d’étudier les fonctions hépatiques. De nombreux
échantillons sanguins analysés  somt prélevés dans Phopital et les  durées
d’acheminement sont trés variables. Dans le cadre de la démarche, qualité de notre
laboratoire et en particulier de la réflexion menée sur I’étape pré analytique, nous
avons voulu évaluer I"impact de la température et du délai avant centrifugation sur la
stabilité des trois paramétres biochimiques : les transaminases et la glycémie du bilan
hépatique. Cette ¢fude a été réalisée sur 7 d’échantillons sanguins recueiilis sur tubes
secs pour les transaminases et sur tube héparine pour la glycémie. La glycémie a éié
mesurée par [a méthode 3 le glucose oxydase quant aux les transaminases, une méthode
enzymatique indirecte basée sur deux féactions complétes, a été utilisée. L’analyse
statistigue a montré, que ces deux facteurs n’influencaient pas les résultafs. En
conclusion, il convient de ne pas réaliser de dosage pour des délais d’acheminement
dépassant quatre heures avant centrifugation quelque soit la température de

conservation.

Mots clés : le foie, bilan hépatique, pré analytique, temps, température, stabilité, les
transaminases, glycémie.
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Introduction

Le foie est la plus grosse glande annexe du tube digestif’ du corps humain, aux
fonctions multiples et complexes de synthese et de transformation de diverses
substances. Le diagnostic des anomalies du foie est posé 4 partir d*un examen sanguin
dans un bilan hépatique. [l désigne un ensemble d’analyse ayant pour but d*2tudier les

fonctions de foie.

Le dosage enzymatique des transaminases (TGO, TGP) et le test de Iz glycémie a jeun
constituant trois (3) paramétres biochimiques les plus importants dans le bilan

hépatique.

Le premier stade de foute analyse est le prélevement de I'échantillon sanguin. Le
prélévement doit répondre a plusieurs eritéres de qualité puisque la fiabilité des résultats
ne dépond pas uniquement de 1a technique d*analyse choisie, mais aussi de la stabilité et
des conditions de conservation des échantillons pour analyses. Cette phase appelée pré-
analytique doil €tre maitrisée pour le laborantin et le médeein afin de garantir un

diagnostic de laboratoire optimal.

C'est dans ce contexte 1a. qu’il est nécessaire d’étublir des normes de qualité, pour
d’aboutir a des résultats fiables, répétables et done totalement crédibles. Notre travail
sur "étude de 1’effet de Ia temperature et du temps d’acheminement des prélévements
sanguins destinés pour la mesure de "activité enzymatique des transaminases et de la
glycémie. II 2 été réalisé 4 FEPSP Oued Zénati (Laboratoire d’analyse médicale).
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Le foie
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1, Anatomie morphologique du foie

Le foie est une volumineuse glande annexe du tube digestif, aux fonctions

multiples et complexes de synthése et de transformation de diverses substances.

11 est situé en haut et & droite de I’'abdomen, sous 1a coupole dreite du diaphragme, qui
le sépare du poumen correspondant. 1] est masqué, en arriere ¢t sur les cotés, par les
cotés I est en rapport anatomique avec plusieurs éléments. Vers le haut et en arriére il
est fix¢, au diaphragme par un épais ligament. Sous $a face inferieure ; la vésicule
biliaire lui esf accolée avec 4 sa gauche, le pédicule hépatique (allant de ’aorte vers le
foie, de la veine porte drainant le tube digestif et allant vers le foie) et de la voie biliaire

(allant du fole vers la vésicule biliaire et |"intestin).

Le foie pése 1.5 kg chez I'adulte. Il présente quatre lobes (les lobes droit et gauche, le
lobe médian et celui de Spiegel), chacun étant divisé en un ou plusieurs segments le foie
est ainsi constitué en tout de huit segments, chacun étant 1"objet d*une vascularisation
propre. Cette segmentation permet de réaliser des hépatectomies partielles, dites encore
réglées, ou I'ablation se limite & un ou quelques segments, 5 ou plus [Berthet er al,

2006].
2. Anatomie fonciionnelle

L’organisation anatomique de foie est telle que le sang, qui est au contact
immediat de chaque hépatocyte, a une double origine : sang veineux venant directement
du tube digestif et sang ariériel venant de I"aorte par I'artére hépatique. Comme les
autres cellules, les hépatocytes sont irrigués par du sang artériel qui leur apporte de
I"oxygene et les métabolites qu’ils prennent en charge, Le sang veineux arrive au foie
par le systéme porte hépatique, un dispositif vasculaire unique qui le relie directement
an tube digestif. Les veines venant du tube digestif ne gagnent pas directement la veine
cave inférieure qui est I'une des voies du retour veineux au ceeur. Les veines originaires
de I"estomac et de I’infestin confluent pour former la veine porte par la quelle les
substances abserbées artivent au foie on elles sont stockées, traitées ou détoxifiées.
Daris le foie, I"artére hépatique et la veine porte se ramifient et donne naissance a un
réseau de capillaires « les sinusoides du foie» au nivean des quels ont liev les échanges
enfre le sang et les hépatocytes et qui confluent pour former les veines sus-hépatiques

qui débouchent dans la veine cave inférieure [Berthet er al, 2006].
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2.1. Phiysiologie du lobule hépatique

Le lobule est I"unité fonctionnelle du foie. Cest un hexagone d’hépatocytes donit
le centre est occupé par la veile centrolobulaire. Les six angles externes sont occupés
par un rameau de la veine porte, un rameau de 1’artére hépatique et un canalicule
biliaire. Le sang de 1’artére hépatique et de la veine porte coule de la périphérie du
lobule vers les sinusoides, qui somt de gros capillaires situés entre les lames
d’hépatocytes disposées comme les rayons d’une roue de bicyclette. Chaque lame est
faite de deux couches d’hépatocytes de sorte que chacune de ses faces est en contact
avec une capillaire sinusoide. Les simusoides convergent pour former la veine
centrolobulaire. La confluence des veines centrolobulaires donne naissance aux veines
sus-hépatiques par lesquelles le sang quitte le fote vers la veine cave inférieure, Un fin
canalicule biliaire sans paroi propre court entre les lames d’hépatocytes qui y séeretent
en permanence la bile primitive qui s’écoule vers les canaux biliaires a paroi épithéliale
situés & la périphérie du lobule. Les canaux biliaires des différents Iobules confluent
pour former le canal hépatique dont la jonction avee le canal cystique provenant de la
vésicule biliaire donne naissance au canal cholédoque qui débouche dans Ie
duodénum/Castaing et Smaif, 1999 ; Berther et al, 2006 .

Figl : Anaiomie du foie (a) : Lobule képatique, (b) : Travées de cellules hépatiques
organisation vasculaire [Berthet et al, 2006].
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2.2. Héiérogénéité morphologique el fonctionnelle des hépatocytes

Les hépatocytes situés dans les différentes régions du lobule hépatique différent
par ceriains détails structuraux, mais surtout par leurs activités métaboliques. Les
différences morphologiques des hépatocytes en fonction de leur position anatomique
sont minimes, mais incontestables. Elles concernent essentiellement les mitochondries,
moins nombreuses mais plus volumineuses, avec une surface active plus importante,

dans la zone périportale que dans la zone périveineuse /Scoazec, 2003].

La plupart des fonctions métaboliques assurées par les hépatocytes sont
distribuées de fagon hétérogéne 4 I'intérieur du lobule hépatique. Les activités
enzymatiques correspondantes sont habituellement distribuées selon des gradients
lobulaires : elles sont présentes dans tous les hépatocytes mais prédominent du coté
périportal ou du cdté périveineux. Certaines activités enzymatiques ne sont cependant
détectables que dans une proportion d’hépatocytes localisés dans une des zones du
lobule hépatique ou une partie de I'une de ces zones Ce type de distribution, beaucoup
plus rare que le précédent, est connu sous le nom de disiribution en compartiments.
Lexistence de gradients et de compartiments enzymatigues le long de I’axc porto-
ceniro-lobulaire détermine la zonation métabolique du lobule hépatique /[Scoazec,
03]

La zoune périportale est spécialisée dans le métabolisme oxydatif, la
néoglucogenese, le catabolisme des acides gras et des acides aminés, la synthése de

cholestérol, la synthése d”urée a partir de NH3.

La zone périveineuse assure préférentiellement la glycolyse, la synthése des
acides gras et la cétogenése. Elle est responsable de la synthése de glutamine & partir de
NH3. Elle assure ¢galement 1’essenticl des fonctions de biotransformation des
xenobiotiques : ¢’est 14 notamment que prédominent les activités de la plupart des
cytochromes et des enzymes de détoxification. Elle contient Ies plus fortes activités des
enzymes impliquées dans le metabolisme de 1’alcool [Scoazee, 2003].

Une autre activité métabolique fondamentale des hépatocytes est également
distribuée de fagon hétérogéne dans le lobule hépatique : ¢’est la capacité de synthése
des protéines plasmatiques. Tous les hépatocytes soni capables de synthétiser et de

séeréter ensemble des protéines plasmatiques, Toutefois, 'activité de synthése des
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protéings plasmatiques est distribuée en gradients. Pour la plupart d’entre elles, la
synthése prédomine en région périportale : ¢’est le cas nofamment de I’albumine, du
fibrinogéne ou de I'haptoglobine. Pour quelques autres, comme |"alpha-feetoprotéine et

I"alpha-1- antitrypsine, la synthése prédomine en région périveineuse [Scoazec, 2003 ).
3. Exploration fonctionnelle hépatigue

L'exploration fonctionnelle du foie repose sur les dosages sanguins, Ainsi, une
insuffisance hepatique se traduit par une diminution du taux de certaines protéines
(albumine), révélée par une alternation des tests de coagulation (surtout le temps de
quick).Une cholestase (insuffisance de I’excrétion biliaire) provoque une augmentation
du taux sanguin de bilirubine et des phosphatases alcalines. Une cyiolyse (destruction
des celles hépatique) s*accompagne d’une augmentation du taux (de certaines protéines)
sanguin des transaminases. Le taux de gamma glutamyl-transférase sanguine s°éléve au
cours de toutes les affections du foie. La ponction- biopsie hépatique, pratiquée par
voie transcutanée, permet |'examen histologique du fragment de parenchyme hépatique
prélévé. Les examens complémentaires radiologiques du foie sont I'échographie, le

scanner et I'IRM imagerie par résonance magnétique /Scoazec, 2003 ].
3.1. Bilan hépatique

Un bilan hépatique consiste 4 doser un certain nombre denzymes ou de
substances {ransformées ou fabriquées en totalit¢ ou en partie par le foie, afin
d'apprécier le bon fonctionnement de celuwi ci ou du métabolisme hépatique [Feldman,

2007].
3.2. L’intérét du Bilan hépatigue

Le bilan hépatique permet, d'une part, de rechercher une éventuelle anomalie de
la fonction hépatique, d'autre part de préciser la nature de l'anomalie mise en évidence

afin de mieux comprendre l'origine de l'atteinte [Feldman, 2007],
3.3. Les différents examens demandés dans le cadre du bilan hépatique

Le bilan hépatique comprend le dosage de plusieurs paraméires :
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-Les transaminases (SGPT ou ALAT et SGOT ou ASAT) [voir chapitre 02]
-Les phosphatases alcalines (PAL) -

Sont des enzymes produites dans les voies biliaires et les os, et elle se Tetrouve
dans le fole. Le faux normal est de 30a 150 U/L. [Marshall et bangert 2005].Elles sont
augmentées dans les affections hépatiques  « cholestase extrahépatique et
intrahépatique, hépatites, cirrhose hépatique.... ... ... ... ..ete. »Elles sont diminuées en cas

de malnutition, le scorbut, le retard de croissance...etc [Teeter et Franciscus, 2004],
-La gamma-glutamyl iranspeptidase (Gamma-GT):

Enzyme produite dans les voies biliaire .Le taux normal est < 60U/L [Marshall
el bangert ,2005]Elles sont augmentées lors de tumeurs malignes primitives ou
metastatiques du foie, lors de la pose de certains médicaments ....etc. Elles sont
diminuées chez l'enfant avant 15 ans, et lors d’un déficit congénital en gamma GT

|Teeter et Franciscus, 2004).
~La bilirnbing :

Est le principal produit résultant de la dégradation des vieux globules rouges.
Lorsque la fonction hépatique est endommagee, Iz bilirubine s’accumule dans le sang et
entraine le jaunissement de la peaun et des yeux. Taux normal :  3-20pumol/L

[Teeter-et Franciscus , 2004].

D'autres dosages sont des reflets moins spécifiques de 'activité du foie mais sont

aussi des marqueurs du métabolisme hépatique.

-Le cholestérol: Son tanx peut &re augmenté en cas de cholestase, diminué en cas

d'insuffisance hépatocellulaire. Taux normal :<5 mmol/L

-L albumine: c'est une protéine fabriquée par le foie Une diminution de son taux

évoque plutét une insuffisance hépatocellulaire. Taux normal : 35-50 g/L.

-Le fibrinogéne: c'est une protéine fabriquée par le foie. Une baisse du taux de

fibrinogene sanguin peut s'observer parfois en cas d'insuffisance hépatique.
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~L'électrophorése des protéines: cest une technique qui permet dobserver une
diminotion ou une angmentation relative ou absolue de chacune des classes de

protéines. Elle évalue notamment Ie bon fonctionnement duv foie.

-Le taux de prothrombine (TP):La prothrombine est un facteur de coagulation (facteur
I) .Exclusivement produit par le foie. Le test biologique n’explore cependant pas
exclusivement le facteur II. Mais aussi les facteurs V. VII et X. Il peut &tre abaissé dans
deux circonstances, soit lors d’une insuffisance hépatocellulaire ou soit lors d*un déficit
en vitamine K. La valeur du taux de prothrombine 80-100% [Healadot et al, 2006].

D'aufres paraméfres sont des marqueurs spécifiques d'une maladie particulidre

du fole:

=Le dosage de I'alpha-foetoprotéine (AFP): est une protéine qui peut étre produite par
le foie, en cas de cancer, et parfois de cirrhose. Le taux normal :<10ug/L, [Feldman,

2007).

-Le dosage de la transférine déficitairer en carbohydrate (CDT): est une protéine
tabriquée par l¢ foic, dont la concentration est augmentée dans d'alcoolisme chromque.

Son taux normal est en-dessous de 60mg/litre [TFeldman. 2007].

-Les sérologies de I'hépatite C et de I'hépatite B: diagnostic d'une hépatite virale C ou
B [Feldman, 2007].
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1. Les transawiinases

Enzyme qui accélere le transfert d’un gronpement aminé d’un acide aming sur

un acide cétonique -SYN- aminotransferase.

Deux transaminases présentent un intérét clinique | 1’augmentation da leor taux dans le
sang est en effet révélateur d’un certain nombre d affections ; leur mesure permet donc

d’orienter le diagnostic.

L’alanine-aminotransférase (A.LT.; ALAT ou SGPT [serum glutamopyruvafe

transférasef)

Est surtout présente dans le foie et les reins et. en quantité plus faible, dans les
muscles striés et les globules rouges. Son taux, normalement inféreur & 15unités
internationales par litre, augmente en cas de destruction des cellules de foie- surtout lors
d’une hépatite virale, avant I"apparition de I"ictére- parfois de fagon trés importante ; ce
laux augmente également, dans de moindres propertions, au cours d’autres maladies du
foie (cirrhose, hépatite toxique [causée par le tétrachlorure de carbone, par exemple],

obstruction biliaire, ete,) et au cours de infurctus du myocarde.

L aspartate-aminotransférase :  (A.8.T; ASAT ou SGOT [serum glutamo
oxaloacétate transférasef)

Se trouve principalement dans les cellules des muscles striés, du foie et dans les
globules rouges. Son taux est normalement inferieur 4 20UI/L. 1L augmente en cas de
destruction des cellules, en particulier en cas d”infarctus du myocarde (I"importance de
I"augmentation étant alors proportionnelle 4 celle de la Iésion) et de myopathie. En cas
de destruction des celles du foie, le taux sanguin d’A.S.T.augmente moins que celui
d’AL.T. [Guyader, 2000,

2. La structure des transaminases

Les aminotransférases (transaminases) sont des enzymes qui jouent un role
essentie]l dans le méfabolisme des acides aminés. L'Aspartate aminotransférase peut
servir de modele pour les transaminases, ¢’est un dimére constitué de 2 sous-unités
identiques. Chacune avec environ 400 résidus d'acides aminés et un poids moléculaire
dlenviron 45 kDD, renfermant chacune un site actif avec une molécule de PLP liée 4

Lys258. L'activité enzymatique est tributaire de la contribution des deux sous-unités.
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Une sous-unité seule n'est pas active. Chaque site actif nécessite la collaboration des
deux sous-unités a travers Arg386 sur I'une et Arg292 sur l'autre. En s'insérant entre les
deux Arginines, le substrat entraine le rapprochement des deux sous-unités et déclenche
un remaniement étendu qui affecte les extrémités C-terminales et les boucles mobiles.
Le PLP se trouve a l'artioulation de deux domaines qui bougent 'un par rapport a l'autre
[Petska et al, 2008].

Fig2 : la structure de la transaminase |Petsko et al, 2008/

3. La fonetion des transaininases

Les transaminases catalysent le fransfert d’un groupement o-amine d un acide
aminé (1'alanine pour I"ALAT, 'aspartate pour 'ASAT) sur un groupement o-
cétonique de 'acide cétoglutarique, formant ainsi respectivement un acide oxalo-

aceétique ou un acide pyruvique, plus un acide glutamique.

Acide aspartique +Acide alpha-cétoglutarique —».TGO acide oxalo-acétique +Acide
glutamique.
Alanine + acide alpha-cétoglutarique o acidepyruyique +acide glutamique.

La fonction de l'enzyme dépend d'un coenzyme intimement li¢ & la protéine et se
trouvant sous deux formes; le Pyridoxal-5-Phosphate (PLP) et le Pyridoxamine-5'-
Phosphate (PMP). Le PLP a une fonetion aldéhyde qui est remplacée par une fonction
amine primaire dans le PMP, Le coenzyme est présenté sous ses deux formes libres
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avec une forme PLP liée 4 une chaine latérale de lysine appartenant & I'enzyme. Dans ce
demnier cas, la liaison entrainant le départ d'une molécule d'eau donne naissance 4 une
base de Schiff [Ouedraogo, 1986].

'
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Fig3 : la liaison des uninotransférases avec le coengyme [Petsko et al, 2008/
4. Classification des techniques de mesure enzymatique

La vitesse d"une réaction peut étre théoriquement déterminée en mesurant la

a5

Consommation de substrat par unité de temps - @ ou encore la vitesse d apparition

- 3 . ., :{p
d"un produit de réaction +%,

Cette derniere mesure peut &tre directe ou indirecte. Avant d’aborder cette
question, il est important de noter que certaines méthodologies permettent de suivre
d’une maniére continue 1"évolution de la cinétique réactionnelle. Ceci est possible
chaque fois qu™un substrat ou un produit de la réaction présente une propriété analytique
qui est mesurable dans les conditions de I"incubation (par exemple lorsqu™un produit de
réaction est coloré ou fluorescent au pH optimum de I"enzyme) [Métais et al, 1990].
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4.1. Méthode basée sur la mesure de la vitesse de disparition d*un substrat

Il est nécessaire d’ajouter une quantité importante de substrat dans le milieu
réactionnel pour mesurer une activité enzymatique

Une faible proportion de cette quantité devrair étre transformée. Il est donc trés
difficile de mesurer avec précision cefte quantité qui est le résultat de Iactivité

catalyiique /Métais et al, 1990].
4.2, Mérthode basée sur la mesuré de la vitesse ’apparition d’un produit de réaction

Ces méthodes sont plus satisfaisanies que les précédentes puisqu’elles mesurent
'apparition d’un produit de réaction. Ce type de méthodes a été appliqué trés largement
en chimie clinique et ufilise la photométrie, la titimétrie, la manométrie, les mesures

radio<immunologiques et la fluorimétrie [Mérais er al, 1990)].

5. Les techniques de dosage des rransaminases
5.1, Techrigue dedosage du TGO(ASAT)

Dane le oas de la TGO, Tes dewn ténotions suivantes fsont couplées :
1L~ Aspartate + 2- oxoglutarate «——o Oxaloacéfate -+ L- Glutamate
IL... Oxaloacétate + NADH, H' ™ 5  [-Malate + NAD'

Deux temps peuvent éire distingueés :

1-Mise en température des réactifs et elimination des réactions parasites «ici
consommation de ['oxaloacétate présent dans I"échantillon et réactivation éventuelle
de I'enzyme avec sa coenzyme, le phosphate de pyridoxals. En effet, la TGO se
combine de maniére réversible avec le phosphate de pyridoxal. C° est pourquoi 1" adition
de phosphate de pyridoxal av milien réactionnel €t & |"échantillon est recommandée par
la SFBC. ; elle a lieu a 30¢”; 10min avant le démarrage de la réaction par le 2-

oxoglutarate.

2-Déclenchement de la réaction par adition de 2-oxoglutarate et mesure de la vitesse de
diminution de I’absorbance a 340 nm apres que 1'équilibre entre les deux réactions soit

atteint,

10


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Chapitre 2 les-engpmes hiputigues Influence de ln température et dutemps d'acheminement de preélivement sanguin au
Es—————— — — — — — ———+———

Ce test cinétique est trés supéricur 4 la méthode colorimétrique de Reitman et Franke)
qui est basée sur le dosage de |'oxaloacétate par la 24 dinitrophényldrazine en milieu
alcalin. Or, |'oxaloacétate est instable et est inhibiteur de la TGO, La méthode

colorimétrique donne donc des valeurs trop basses et est trop peu sensible.

En pratique, I’adjonction de phosphate de pyridoxal conduit & une augmentation de la
vitesse de la réaction. Cet effet dépend de la concentration de phosphate de pyridoxal,
de la durée de contact enire I'enzyme ei le phosphate de pyridoxal, de la concentration

en TGO et de la nature du tampon,
3.2. Technique de dosage du TGP(ALAT)

L’ALAT catalyse le transfert de la fonction amine de |'alanine wvers 1'a-

cétoglntarale quelle transforme en glutamate. Selon la réaction suivante :
Alanine+ o-cétoglutarate —2 5 Glutamate +pyruvate
Pyruvate+ NADH+ H* —222 5] actate+ NAD™

Dans ym premigr-temps, 'ALAT se lie & I’alanine puis wransfére la fonction amine sur
un eoenzyme ¢ le pluspliate de pyridusal gui devienl phosphale de pyridoxamine

sans cesser d'étre li¢ 4 'enzyme. L enzyme se dissocie alors du pyruvate.

Dans le second temps, I'enzyme li¢e au phosphate de pyridoxamine, forme un complexe
avec l'o-cétoglutarate, pmis transfére la fonction amine du coenzyme qui redevient
phosphate de pyridoxal, vers le second substrat qui est transformé en glutamate. Enfin,
ie complexe ALAT-glutamate se dissocie : ’enzyme e son coenzyme lié ont recouvré

leurs structures initiales, [Métais ef al, 1990]

11
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1. La structure du glicose

Le glucose est un sucre monosaccharide (ose) de la famille des aldohexoses.
IL contient six carboves. Il posséde une fonction aldéhyde sur le premier carbone, une
fonction alcool primaire (-CH,OH) sur le sixiéme carbone et différentes fornctions

alcools secondaires (OH-¢-H) sur les autres carbones (Fig. 4).

(a) ({0

Figd : La structure du glucose, (a) forme lidaire, (b) forme cyclique

Le glucose est le seul glucide libre circulant dang le sang. Tl est stacké sous forme de

glycogene. Tous les hexoses absorbés par I'intestin soni convertis en glucose par le foie
[Poortmans et Boisseau, 2009]
2. Technique des dosages des glycémies

Les méthodes utilisables pour doser le glucose dans le plasma sanguin, peuvent
8tre classées en trois groupes :
2. L les méthodes réductimétriques

Les techniques reductimétriques visent 4 doser le glucose par la mesure do
pouvoir réducteur. Ce pouveir réducteur est du & la présence d’un groupement pseudo-
aldéhydique sur le carbone 1 du glucose. Touies ces techniques sont effectudes en
milieu alealin puisque le glucose, alors'sous forme d'énolate, est plus facilement oxydé

que sous sa forme ceétolique.Ces méthodes manquent de spécificité puis qu’elles

12
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mesurent non seulement le glucose. Mais aussi acide urique, la créatine, la créatinine
et certainsacides amings. /Métais et al, 1990]
2.1.1. Methodes aux ferricyanures [Méthode de Hoffuian (1937)]

La consommation de ferricyanure est déterminée par colorimétrie. La méthode est
rapide et a été adapté sur auto-analyseur Technicon.Malgré 1'opération de dialyse la
méthode de Hoffman reste peu spécifique : la créatinine et 'urate interférent. De plus,
sa. précision est insuffisante pour les faibles concentrations en glucose puisqu’il s agit
de mesurer une diminution de coloration. fAdétais et al, 1990}

2.1.2. Méthodes al'iodomercuraie de Boudoin et Lewin(1927)

En présence d’une solution alcaline d'iodomercurate et 4 chaud, l¢ glucose
forme par réduction un précipité de meroure métallique. qui sera titré & chaud par
iodométrie.Cette méthode qui a servi de référence en France est aujourd’hui dépassée
sur les plans de la rapidité et de la spécificité. [Métais et al, 1990]

2.1.3. Méthode aux ions cuivrigues [Méthede de Brown(1961)f

Les sels cuivreux formés aprés chauffage en milieu alcalin sont dosés avec la
néacuproine (2-9.diméthyl, 1-10 phénanthroling) qui forme un complexe jaune oringé
stablu. La méthode est beaucoup plus sensible [Merais et al, 19920,

Zo4. Les methodes furfuraliyues

Les oses chauffés en milieu acide sont déshydratés en dérivés du furfural (le
glucose fournit de I"hydroxymethyl, furfural), qui se combinent facilement avec des

phénols ou des amines aromatiques pour donner des produits colorés.

H+

Glucose : :

HOHC O+3H:0
Hydroxyméthyl furfural

Les réactifs proposés sont trés nombreux : Ies principaux sont I'anthrone, ["aniline est

surtout 1’ortho- toluidine,
2.2.1.Méthode a aniling :Lurentz (1963)

L7alaniline en solution acétique fournit une coloration rouge intense avec les

hexoses, Iacide glucuronique et les pentoses aprés chauffage. la méthode est trés

13
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sensible puisque 2yl de plasma suffisent pour faire une défermination. Elle est simple et
rapide, mais n'est pas spécifique du glucose.
2.3. Les méthodes enzymutignes

Depuis de nombreuses annces, on a utilisé la spécificite des enzymes pour le
dosage du glucose dans les milieux complexes tel que le plasma. Dans ce but, ont &é
employés Ja glucose oxydase. La glucose déhydrogénase et le systéme hexokinase-

glucose-6-phosphate déhydrogénase.
2.3.1. Méthodes a la glucese oxydase (Hugetl ef Nixon 1957)

Plusieurs techniques ont éié développées. La plus connue utilise |"association

glucose oxydase-peroxydase qui catalyse les réactions [ et I,

3 -D —glucose+H,0+0; M Acide gluconique+H,0....,....[
HO+DH; (incolore) IO L 9H04D (coloré)...o. . vnes oo 1

Le glucose oxydase enzyme est trés spécifique du B-D glucose. Plusieurs chromogénes
ont été praposés ponr doser le peroxyde d’hydrogéne formé dans la réaction L s
différent par leur specificité, leur stabilité et leur sensibilité ¢t peuvent étre classés en
deux groupes :Les premiers utilisent une substance qui se colore sous I'action dun
oxydani. les seconds sont basés sur une réaction d°addition produisant en présence d’un
oxydant un composé color€.Le giucose peut éire détermind par dosage de Moxygéne
consomme dans la réaction 1 ou par dosage d'H>O; selon diverses méthodes. L 'addition
de catalase et d'éthanol ou d*iodure et de molybdate & été proposé pour détruire HyO;

sans Iibération d"oxygeéne et perméttre ainsi 4 la réaction 1 d’&tre compléte
FaOptCoH0H =5  OH,CHO+2H,0
Ou H,Op+ 2H" +#2f MM o ), 4+ 2H,0
2.3.2. Méthede G la glucose déhydrogénase(Banaush 1975)

Le glucose déhydrogénasé (Bacillus mégaterium) catalyse la déhydrosénation
du BD-glucose en D-gluconolactone en présence de NAD.L addition de mutarotase

permet d’accélérer la transformation d°% en B-D-giucose ot 1"obtention de 1'équilibre
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reactionnel. La formation de NADH. H+. proportionnelle & la qualité de glucose est

évaluée 4 334,340 ou 366 nm.

La méthode a &té adaptée sur de nombreux automates (flux continu, appargils a
transfert, analyseurs centrifuges) La spécificité de la réaction est satisfaisante,
notamment sans influence de [Macide ascorbique. de la bilimbige....etc, aux
concentrations susceptibles d’étre renconirés; Sa sensibilité permet d’opérer sur 2ul de

plasma ou moins pour des méthodes automatisée. [Metais et al, 1990]
2.3.3. Méthedes @ I'héxokinase (Schmidi 196]1)

Cette methode utilise "héxokinase et le glucose ~6- phosphate déhydrogénase

(G6PDH) qui catalysent les deux réactions suivantes °

Liooioon... Glucose + ATP ledkinss o Glucoss -6- P+ ADP.
I............Glucose -6- P+ NADP' S & P- gluconate + NADPH. H'.

L.a mesure de |"absorbance & 340 nm, apres que les réactions aient atteint lcur équilibre,
rend comple de Ja yuanule de glucose present dans "schantillon. Le principal avantage
de metiey mdthodis et aque Tn réactinn indicatrics (1) o6 cafalysés pau une susyine Lés
spécifique du glucose. ce gui rend cette méthode trés exacte, méme si |"héxokinase n’est
pas S’p.éciﬁc[ué‘.La méthode mesure la somme glucose + glucose -6- P dans les

conditions opératoires habituelles. [Aéiais eral, 199()]
2.4~ Les méthodes rapides sur sang capillaire

Les méthodes rapides sur bandelettes servent i la mesure semi- quantitative de
La concentration sanguine du glucose. Ces méthodes sont utilisées par les médecins en
cas d'urgences et par lss diabétiques dans la cadre d’un autocontrdle glycémique au
‘cours du traitement insulinique. Les mesures sont faites sur du sang capillaire préléve au
bout du doigt. Ce prélévement foumnit une gouite de sang qui est déposée sur la
bandelette réactive, Celle. ¢i contient de fa glucose oxydase, de la peroxydase et un
chromogene.Les diverses techniques proposées différent par la qualite du chromogéne,
et les modalités d’appréciation ou de mesure de la coloration produite. L appréciation
peut étre visuelle par comparaison avec une échelle de couleurs corréspondant 4 des

concentrations définies. Certaines bandeleties sont basées sur Ja simple diffusion du sang
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dans le support cellulosique, alors que d'autres (dextrostix) ont leur partie réactive
tecouverte d’une membrane filtrante qui refient les macromolécules et les éléments
figurés du sang et laisse diffuser les molécules de petite taille. Afin de réduire ces
erreurs, des lecteurs de bandelettes servent a évaluer la coloration obtenue. Ils sont
basés sur la mesure de la lumiére réfléchie 4 une langueur d"onde donnée (réalisée par
un filtre colore) [Aéraix et al, 1990].
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La phase pré analytique

Le pre analytique se définit comme I"ensemble des processus qui se déroulent
préalablement & I"analyse biologique propremenit dite /Pangauit et al, 2007].

1. Le Prélévement

Le premier stade de toute analyse (et I’'un des plus important) est le prélévement
de "échantillon & analyser

L.1. Définition

Le prélévement sanguin est un soin réalisable par un infirmier, une sage femme,
un biologiste médical, un médecin ou un technicien de laboratoire. 11 permet de réaliser
des examens de laboratoire sur un échantillon de sang (sang total, sérum ou plasma)

prélevé par ponction veineuse, capillaire ou artériel /Adétais et al, 1990 ; Bustin, 2008].
1.2. Modes de préiévement

En lonclion du mode de prélévement, en distingue :
L2.1. Le sung veineux (sgv)

Le sang veineux est le plus souvent prélevé dans les veines superficielles du pli
du coude, avec une aiguille bien coupante en acier inoxvdable .Pour faciliter le
prélévement, on peut placer un garrot de telle maniére que la circulation artérielle ne
soit pas arréice. Mais 1l est nécessaire de le retirer dés que T"aignille est en place pour
eviter la stase. Le sang contenu dans la seringue sera rapidement réparti dans les tubes

spéciaux pour étre transporté au laboratoire [Meérais et al, 1990).
1.2.2, Le sang capillaire (sgc)

Le sang capillaire est de plus en plus, fréquemment prélevé du fait de la
miniaturisation des prélevements (en particulier chez les enfants). Le prélévement se
fait 4 la pulpe du doigt, au lobe de Uoreille ou au talon pour des enfants, avec des
lancettes que I'on aseptise aprés chaque prélévement ou des vaccinostyles 4 usage

unique. Les tubes sont centrifugés dans une centrifugeuse spéciale.
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Le prélévement est souvent effectué chez les nouveau-nés et méme les prématurés
(proscrire alors 1'usage d’alcoal ou d’éther dans les couveuses).Il suffit pour cela
d’¢échauffer, de masser le doit on Je talon avant le prélévement, d°éliminer les prenlieres
gouttes pour recueillir ane gouttelette de sang rouge artériel Cette méthode est frés
utilisée pour la détermination du pH, de PeQ, [Mérais et al, 1990].

1.2,3. Le sang artériel (sgA)

Le sang artérie] est réservé & des déterminations exceptionnelles: gaz du sang,
étude de 1"équilibre acido- basique, ammoniaque. Le prélévement est délicat est doit
étre réaliser par un médecin. 1l se fait & I"artére humérale ou f€morale. L aiguille doit
¢étre plantée directement dans le vaisseau que I’on repére au toucher par le battement
artériel. Le sang est recueilli dans une seringue étanche ou par un cathéter directement

dans un tube sous huile de paraffine [AMérais er al, 1990].

1.3. Les conditions de prélévement

On opére en général le matin 4 jeun (entre 7et9 heures), afin d’obtenir toujours
les mémes conditions et d’¢viter les vanations nycthémérales. Pour cerlaines
déterminations un jeune de 30ul0 heures suffit. Le sujet doit se trouver on état de tepas,
allongé et détendu. I faut éviter toute émotion, rassurer le patient et le placer dans un
endroit confortable. Le matériel doit étre sec et propre (aiguilles, seringues, tubes,
bouchons, etc.).Le sang ne doit pas étre trituré, ni secoué brutalement, mais agité par
simple retournement dans un tube bouché. Les aiguilles et seringues ne doivent pas &tre
nettoyées a I'alcool ou & ["éther. Elles doivent &tre stérilisées & I’étuve et bien refroidies
pour éviter toute hémolyse qui empéche la réalisation de nombreux dosage sur le sérum
et le plasma. Tes tubes utilisés pour recevoir le sang sont en verre ou en matiére
plastique, de taille trés vadable (1 ml a 20 ml). Toujours munis d’un bouchon adapté. 11
est necessaire de rendre le sang incoagulable par addition d anticoagulants pour obtenir
aprés centrifugation le plasma avec son fibrinogéne. On opérait le plus souvent sur du
sérum. Actuellement pour de raison de facilité et de gain de temps, on travaille sur du

plasma [Metais et al, 1990].
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e La prise de certaines substances :(médicaments, café, alcool, tabac) : certains
médicaments que prend le patient peuyent provoquer des angmentations
enzymatigues par induction ou effet pathologique. La prise de vitamine B12
peut rendre un test de sang occulte faussement positif .L'alcool peut abaisser le
glucose ef augmentater les urates.

Le tabac peut modifier la concentration de certains constituants, Ainsi que
l'activité de certaines enzymes, d'hormones et de vitamine [Togni ef al 2002 ;
Mauris et Deom, 2003].

e L'activité physique du patieni 1 peut également modifier les résultats de ceriaines
analyses sous le fait de variations de l'équilibre hormonal qui peuvent provoquer
une augmentation de la glycémie. Un effort physique intense provogque umne
élimination urinaire dérythrocytes et de leucocytes et une augmentation de CK
(créatinine kinase) /Togni et al ,2002].

e La position du patient : lors de la préparation du patient a la prise de sang, la
position corporelle (debout, assise ou couchée) peut influencer sur de nombreuse
parametres. La position debout augmente le calcium total .Le passage de la
position couchée a la position debout abaisse le volume plasmatique d'environ
12%, ce qui ‘il faur fairc la prise de sang avec le patient en position assise ou
couchée [Togni et al 2002 ; Mouris et Deom ,2003].

Les ariéfacts se manifestant in vitro : Comprennent :
a)Le Prélévement de ['échantillon : Le meilleur moment pour une prise de sang

L'interprétation de plusieurs parameétres de laboratoire, suriont clinico-
chimiques, passent par des variations circadiennes, saisonniéres et périodigues.
Comine les valeurs de référence sont souvent données dans les prélévements se font
& des heures standardisées, les examens diagnostics doivent se faire dans des
conditions semblables (exemple ; le matin entre 7a%heure) [Togni ef al, 2002].

b) Le Chaix du réeipient : le choix du bon récipient est trés critique, car chaque
récipient est spécifique pour une analyse précise. De nombreux tubes pour le sang
confiennent des gels de séparation, des stabilisateurs ou des anticoagulants qui sont

classés en :
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Substances captant le caleium : dont EDTA, Citrate, Oxalate
Substances inhibant des enzymes : comme I"héparine [Togni et al, 2002 ).

¢)L'identification des prélévements : pour une bonne interprétation des résultats,
l'indication compléte du nom, du prénom, de la date de naissance sur la demande
d'examens et le tube est la condition sine qua non d'une atiribution sans erreur
possible au patient, de valeurs de références spécifiques et d'anciens résultats le

concemant [Togni et al, 2002].

d) L’utilisation du garrot lprs d'une prise de sang : e garrot ne doit pas rester trop
long temps en place et ne doit pas étre trop serré, vu gu'une stase peut fausser leg

résultats d’analyses [Togni et al ,2002].

¢)L'utilisation du plasma ou de sérum : le plasma est obtenu aprés centrifugation
sur du sang préleve avec un anticoagulant, le sérum est obtenu sur du sang complet

(sans adjonction d’anficoagulant) apres que le processus de coagulant soit terminé.

La concentration sérique d'un constiluant peut éfre différente, de la coneentration

plasuialiyue [Muwrs et Deont 2003,

1) L’hémalyse : est le passage des constituants des globules rouges dans le plasma ou
le sérum .On le reconnait géneralement par la couleur rouge du sérum ou du plasma,
causée par [€clatement des érythrocytes [Mauris er Deom 2003/ Comme
conséquence d'un retard dans la centrifugation, ce qui entraine I’augmentation de la
canceniration plasmatique en potassium, phosphate et la diminution de la
concentration du glucose /Marshall et Bangert ,2003].

&) La couservation : une bonne conservation jous un trés grand réle. surtout pour
l'envoi d'échantillons ou l'analyses demandées aprés coup. Le sang total doil étre
examine dans les 24 heures .La conservation du sang total pour le dosage de la
glycémie donne des résultats faux, vu que des cellules continuent 4 métaboliser le
glucose. Les échantillons pour les paramétres clinico —chimiques et de la coagulation
doivent étre centrifugés dans les 45 minutes. Pour le potassium, le phosphate, TGO,
il est recommandé de séparer le sérum. Pour les analyses de paramétre photos
sensibles comme Ia bilirubine, les vitamines et la créatine kinase, les tubes doivent
étre @ I'abri de la lumiére sitdt aprés la prise de sang.
21
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Les récipients doivent rester bien fermés pour éviter le rsque de toute
contamination des échantillons par d'autres échantillons ainsi ‘que par oxydation des
composants sanguins par la présence d'oxygéne. Et I'évaporation de l'eau en
provoque la concentration. Le sang toral ne doit pas étre conservé au réfrigérateur,
car les éléments cellulaires peuvent étre lysés & basse température [Togni ¢f al
,2002].
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1. Matériel et méthode
1. Matériel
1.1, Muatériel expérimental

Tous les appareils et les réactifs utilisés dans ce travail appartiennent an

laboratoire de biochimie 3 I"EPSP-Oued-Zénati (voir annexe).

Le Tris, L-aspartate, L-alanine, NADH, LDH, MDH, o-cétogluiarate et I’cau
physiologique, étaient de qualité analytique, et équilibrés a température ambiante avant
utilisation.

1.2. Matériel biologique

Sept échantillons sanguins ont été collectés le matin 4 8h, 4 partir de sept
individus & jeun (depuis 8heures). Dans le respect des bonnes pratiques de prélévement.
Un volume de 10 ml de sang a été prélevé au nivean des veines superficielles du pli du
coude. Le sang veinewx a été réparti dans 3 fuhes : 2 tubes pour les transaminases

(TGO, TGP) el un tube pour la glycémie.
2. Méihnile
2.1. Protocole expérimental

Le sang contenu dans chacun des trois tubes a été fractionné (partagg) en 5

aolres tubes.
-Tube 1 a ¢té immédiatement centrifugé pendant 5 min 4 4000 tours pour déterminer
les valeurs initiales & fo (fi0n)

~Tube 2 a ét¢ gardé 4 yme température ambiante pendant 2h, puis centrifugé pendant 5
min & 4000 tours pour la détermination des valeurs tyz (t;)
~Tube 3 : a €€ conservé & une température égale a 4¢°, puis centrifugé pendant 5 min 4

4000 tours pour la détermination des valeurs tyy (ts)

-Tube 4 : a été gardé a une température ambiavte pendant 4h puis centrifugé pendant 5

min a 4000 tours pour la détermination des valeurs tyy, (13)
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-Tube 5 : a €t conservé & une température égale a 4¢°, puis centrifugé pendant 5 min &

4000 tours pour la détermination des valeurs ty, (ts)
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Prélevement des échantillons sanguins

(7 échantillons de 8h-10h)

Répartitions des prélévements dans deux séried
[l

! |

Série conservée a température série conservee a 4°c

ambiante

l

1% série d"analyse juste aprés

centrifugation a 10h (ty)
| 1

l I

2" série d’analyse aprés 2h d’abandon | [3°™ séne d’analyse apres 2h de

sur la paillasse (1) conservation 4 4°¢ (tp)
45 sgrie d "analyse aprés 4h d’abandon 5% série d’analyse aprés 4h de
sur la paillasse (13) conservation a4°c (ty)

¥ig5 : Protocole expérimentale
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2.2. Analyses biochimiques

L analyse biochimique consiste au dosage de V'activité enzymatique, alanine
aminotransférase (ALT),aspartate aminotransférase (AST) et de la glycémie.,
2.2.1. Aspartate-aminotransférase(AST)

a)Principe

L’aspartate«aminotransférase(ASI), appelée aussi glutamate oxaloacétate (GOT)
catalyse le transfert réversible du groupement amino de I"aspariate au a-cétoglutarate,
en formant le glutamate et le ['oxaloacétate: qui lui est réduit en malate Ta
concentration catalytique est determinge, en ufilisant la réaction couplée de Ja malate-
déshydrogeénase (MDH), & partir de la vitesse de disparition du NADH, mésuré 4 340

nm.
Aspartate + u-cétoglutarate —2'— Glutamate +Oxaloacetate

Oxaloacetate + NADH+H* —*2%_5 Malate *NAD*

R1 TRISPh 7.8 80 mmol/L
Tampon L-Aspariale 200mmal/L.
R2 NADH 0.18mmeo/L
Substrat Malate déshydrogénase 600U/L
«-Cétoglutarate 12mmol/L

b) Caractéristiques diagnostiques

L’aspartate aminofransférase présente un taux dactivité élevé dans le cceur, les
muscles squelsttiques ef le foie. L’AST sérique est généralement augmentd a la suite
d’un infarctus du myocarde, d.une embolie pulmonaire, d*un traumatisme des muscles
squeleftiques, d'une cirrhose éthylique, ainsi que dune hépatite virale ou
medicamenteuse.
¢) Méthode

Le dosage a été effectué sur le sérum du sang, Le réactif de travail a été préchanffé
a la température de réaction et de I'instrument, ce dernier a ét¢ ajusté  avee de Ieau
distillé. 1mi de réactif de travail et 100ul de I’échantillon ont été pipeté dans une cuve
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puis mixé, incubé pendant une minute .L"absorbance initial a été noté et de nouvelles
lectures ont éi¢ effectuées chaque minute, pendant 3 minute. La différence entre les

absorbances et |"accroissement moyen par minute (AA/min) a ét€ caloulé.
Calcul
AA/min x 1750=U/L de ALT [spinreact ,2003]
2.2.2 Alanine- aminotransférase(ALT)
a)Principe

Alanine aminotransférase(ALT), appelé aussi glutamate pyruvate transaminase (GPT)
catalyse le transfert réversible de groupement amino de I'alanine au u-cétoglutarate, en
formant du glutamate et du pyruvate ; qui lui est réduit en lactate par 'intermédiaire du
lactate déshydrogenase (LDH) et du NADH. La vitesse de disparition du NADH est

mesurée & 340 nm.
Alanine+ u-cétoglutarate —*T— Glutamate +pyruvate

Pyrovatet NADH+ H* LB g Lactate + NAD"

Rl TRIS pH 7.8 100 mmol/L
Tampon L-Alanine 500mmol/L
R2 NADH 0.18mmo/L
Substrat Lactate déshydrogénase (LDH) 1200U/L
a-Cétoglutarate 1Smmol/L

b) Caractéristigues diagnostigues

L'alanine aminotransférase présente un taux d’activité élevé dans le ceeur, les
muscles squelettiques et le foie. L’ALT sérique est généralement augmentée a la suite
d’un infarctus du myocarde, d'une embolie pulmonaire, d’un traumatisme des muscles
squelettiques, d’une cirthose éthylique, ainsi gque d’une hépatite virale ou

médicamenteuse.
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) Méthode

Le dosage a été effectué sur le sérum du sang Le réactif de travail a été
préchauffé & la température de réaction et de [instrument, ce dernier a éié ajusté avec
de I’eau distillé, Im] de réactif de travail et 100p] de I"échantillon ont été pipeté dans
une cuve puis mixg, incubé pendant une minute .L absorbance initial a ét¢ noté et de
nouvelles lectures ont été effectuées chaque minute, pendant 3 minute. La différence
entre les absorbances et Iaccroissement moyen par minute (AA/min) a été calonlé

[Spinreact, 2003].

Calcul

AA/min x 1750=U/L de ALT /spinreact , 2003/
2.2.3. Glucose

) Principe
La méthode utilisée pour le dosage du glucose sanguin est celle utilisant comme
enzying le glucuse vaydase dile ylucose PAP.
-Le D-glucose est transformé en acide gluconique et peroxyde d’hydrogéne par la
glucose oxydase.

-Le 4-aminoantipyrine, présent dans le réactif est oxydé par le peroxyde d’hydrogéne,
dennant ainsi naissance 4 un complexe stable de quinone de couleur rouge. La mesure

de 1"absorbance de la quinone se fait & S05nm.
Glucose+Oy+ 0 Bl e Acide gluconique+Hs0,

2H;04+phénol+4-amino-antipyrine P9 Ouinoneimine rose +4H,0

Réactif' 1 Tampon tris pH=7 100mmol /1
Solution tampon Phénol 0.3mmol/1
Réactif 2 Glucose oxydase 10000U/1
enzymes péroxydase 1000U/1
Amino 4-antipyrine 2.6mmol /I
Réactif 3 glucose - 100mg/dl
standard g/t
5.56mmol /I
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3. Méthodologie statistigue

Le design de nofre expérience est un design avec un factenr fixe de cing niveaux
(7 groupes) et 3 variables dépendantes qui sont les variables biochimiques TGO, TGP et
GLY. Dans I"étude actuelle, on a adopté une analyse d’ANOVA ordinaire pour toutes
les variables biochimiques. Dans le cas ol les tests de Fisher d’ANOVA ont ¢é
significatifs on & procédsé a des analyses post hoe pour détecter les différences bi variées
par la voie d’une comparaison mulfiple de Tukey. Les analyses statistiques ont été
effectuées par STATA 10 un logiciel répandu dans le domaine de la bio statistique et

adopté principalement par la Harvard Medical School.
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Résultais et discussion

De nombreux échantillons sanguins analysés dans nos laboratoires sont prélevés
et acheminés dans des durées, trés variables. Peuvent aller jusqu® a 24beures. Dans le
cadre de la démarche qualité de nos laboratoire, et notamment le laboratoire d’analyses
medicales EPSP Oued Zénati, nous avons voulu évaluer I'impact de la température et
du délai avant centrifugation sur ia stabilité des trois paramétres (TGO, TGP, GLY) au

cours du bilan hépatique.

En effet ce travail a été congu pour formuler une réponse & une question posée par un
médecin qui a constaté que les bilans hépatiques de toutes les maladies d’un jour sont
devenues pathologiques et Ia il s’est interrogé si vraiment toutes ces maladies sont issus
d’un vrai probléme hépatique ou s’est il d’un probléme d’acheminement de prélévement

au laboratoire ?

Les différentes variances statistiques pour TGO, TGP et GLY par groupe sont
représentées dans le Tableau 1. Le test de Fisher pour ‘Thypothése de différence
moyenne de TGO est significative’ entre les 5 groupes a €té non significatif (Tablean 1,
Figure 6, F (4, 30)-0, 433, p=0.784>0.05). Le test de Fisher pour I"hypothése de
différence moyenne ‘IGP est sigmificative entre les 5 groupes a été non significafif
(Tableau 1, Figure 7, F (4, 30)= 1.570, p=0.208>0.05). Le test de Fisher pour
T"hypothese de différence moyenne GLY est significative’ entre les groupes a été non
significatif (Tableau 1, Figure 8, F (4, 30)= 1.902, p=0.136>0.05).
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Tableau 1:Analyses des variances des trios parametres mesurés (TGO, TGP, GLY)

ANOVA
) Somme  des — Moyenne des
carres ddl carrés F Signification

AST (U/L)  Inter-groupes 482.857 o 120.714 A33 784

Intra~-groupes 8363113 30 278.770

Total 8845970 34
ALT (U/L) Inter-groupes 407.675 4 101.919 1.570 208

Intra-groupes 1947.733 30 64.924

Total 2355 408 34
GLY Inter-groupes .208 4 052 1.902 136
(mg/dL) Intra-groupes 821 30 027

Tolal 1.029 34

Les résullats obtenus montrent une stabilité de moins de 4heures de tous les paramétres
& + 21% (température ambiante du laboratoire). L'éwude de [Foucher et al, 2003]

montres des résultats proches malgré une interprétation statistique différente.

Concernant des variations de I'activité enzymatique des transaminases, 1'analyse
statistique a montré qu’il n'y a pas de différences significatives entre 5 mesures
effectuées 4 des temps et des températures différente, malgré, qu'a vue d’eil, de
I€geres fluctuations ont été remarquées et expliquées par des erreurs de manipulation en

autres dues a ["appareillage et au réactifs
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Tableau? : Les résultats de l'activité de la TGO @ des temps et du température

différents
TO T1 T2
Tea F amb T 4% Tamb T 4%
Echantillonl | 11,47 20,39 20,70 23,38 25,95
Echantillon? | 48,28 33,92 26,96 25,93 18,86
Echantilion3 | 67.43 44.74 31,81 41,12 34,04
Echantillon4 | 22,50 19,36 14,55 19.46 17,71
Echantillons | 15,51 20,72 12,43 18.45 17.80
Echantillon6 | 25,47 34,16 2747 84 44 24,64
Echantillon7 | 35,48 39,56 52,66 46,06 53,15
37 501
35 G0
Sy
3
| ]
w)
< 3250
o
o
a
=
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= 3000
27 50

Figt: variations sériques moyennes de activité enzymatique de TGO.
q
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Tableau 3 : Les résultats de Pactivité de la TGP a des temps et du température
différents

TO T1 T2
TGP T amb T 4% T amb T4%
Echantillonl | 22,37 20,03 19,00 25,38 19,35
Echantillon2 | 0,57 7,37 13,08 23 28 10,63
Echantillon3 | 29,56 15,87 21,94 12,17 11.74
Echantillond | 15,88 5,37 1,16 8,55 1,43
Echantillon5 | 10,56 11,19 21,18 7.55 8.82
Echantillon6 | 3,67 19,75 27,17 20,32 6,61
Echantillon7 | 7,82 217 23.02. 16,29 0,07
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Fig 7: variations sériques moyennes de "activité enzymatique de TGP
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[Métais et al, 1999] expliquent que lorsque la température augmente, la protéine subit
une dénaturation thermique, Tl est donc important de contréler avec précision la

température pendant la période de contacte entre I’enzyme ef le substrat.

Les mémes auteurs rapportent, que la température a la quelle débute 1'inactivation
thermique est variable d"une enzyme 4 |'autre. Dans un but de standardisation la Société
Frangaise de biologie clinique a proposé en 1974 de retenir la température de 30% pour

déterminer les activités enzymatiques en chimie clinique.

Dans leur étude produit sur la détermination des propriétés de la TGO d’E. Coli,
[Chesne er Pelnont, 1974], ont démontré que la TGO est particllement  inactivée a

température élevée (64°¢).

Rappelons aussi que la température modifie la concentration en ions H" et donc le pH
du miligu réactionnel, ce demnisr constifue une condition optimale de ["activité
enzymatique, donc par la variation de la température .Le pH de nos spécimens pourrait

&tre changé, ce qui explique la stabilité de I’activité enzymatique des transaminases.

D'aulre part, l'analyse statistique n'a signalé aucun effet des deux factears étdiés sur les

valeurs de la glycémie.

Tableau 4 : Les résultats de Pactivité de la GLY a des temps et du températiire
différents

TO T1 T2
GLY T amb T 4% Tamb T 4%
Echantillon 1 | 0,89 0,70 0,81 | 0.69 0,78
Echantillon 2 | 1,09 0,92 0,98 0,84 0,89
Echantillon 3 | 0,63 0,56 0,63 0,41 0,49
Echantillon 4 | 1,06 0,84 0.89 0,77 0,84
Echantillon 5 | 1,17 112 1,08 0,96 0,89
Echantillon 6 | 0,88 0,71 0,84 0.66 0,79
Echantillon 7 | 0,84 0,71 0,79 0,65 0,74
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Figure 8: variations sériques moyennes du tawx du glucose sanguin.

Néanmoins, le tableau 4 montrent des variations minimes dans les concentrations du

glucose sanguin. Ces diminutions du taux de la glycémie peuvent &tre dues & la

continuation des réactions enzymatiques du cycle de glycolyse qui se définit comme

ctant une série de réactions dégradant le glucose en deux moléeules de pyrnvate dans le

cytosol de la cellule.

Et comme les différentes cellules sanguines n'ont pas été lysées on séparées des tubes
Jhypotheése que le voie glycolytique a persiste pendant le temps d'abandons de ces
tubes sur 1a paillasse, est fort probable.
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Conclusion

Ce travail de recherche a été réalisé dans le but d*étudie I'effet du temps et de la
température d acheminement des prélévements Sanguins, au laboratoire, destinés pour

Ia mesure de trois paramétres biochimiques du bilan hépatique.

L’analyse statique a montré que ces deux facteurs n’influengaient pas les résulfats.
Neéanmoins, les résultats de cette étude montrent qu’il est préférable que le délai limité
éntre le prélévement et les cenirifugations demeure inférieur & 4h pour la détermination
de ces paramétres courants en  biochimie, Ce délai permet cependant de garantir la
stabilite de ces trois paramétres mais (peut-étre) pas d’autres,

[l est donc nécessaire de séparer les érythrocytes et les leucocytes du plasma dans
"heure qui suit le prélévement et d’effectuer 1analyse jusie aprés centrifugation. Mais
si I'analyse ne peut éire effectuée rapidement, il est nécessaire d’ajouter un agent
antiglycolytique tel que le monoiodacétate de sodium (inhibiteurs de la glycolyse), de
centrifuger les prélévements et de conserver les sérums ou les plasmas décentrés 3+4°C

pour les analyser ultérieurement.
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Annexe
=Les tubes : secs et héparines.
~Centrifugeuse: rol fixe 32 A.
-Les réactifs.
= Les ganis

-Portoir.
-Analyseur, spectrophotométre avec cuve thermostatable a 30 ou 35 ¢° pour lecture &

340 nm.
- Cuve stride de 1.0 cm de trajet optique.
-Bain thermostaté a37°¢

-Analyseur, spectrophatométre ou phetométre pour lectures 4 5001 20nm
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Abstract

The liver is the largeste gland annexe of the digestive tract. Diagnosis of anomalies is
larding from.bloob tests in a hepatic cherche-up .1t refers to a set of anomalysis dinged
to investigate the liver fonctions . A large amount of off —site blood sampling are
analysed in our laboratory with a variable conyeying time of up to 7 hours. Fifteen
healthy volunteers were included in this stady.In the quality approch in our laboratries
in particular the reflection on the preanalytical phase. The aim was to evaluate the
stability of currant analyts in regard to the temperature and the time before
centrifugation. Whole blood obtained bay venipuncture was collected into collector
tubes transaminase respectiveluy withe heparinate for blood glucose determination.
Blood glucose was mesured bay the method glucose oxydase.As for transaminases
Jindirect enzymatic method based on two couples reactions has been used .Statical
analsis showed that these two factors did note influence the results.

On conclusion it showld be de not achieve assay fin a true of delivery exceeding 4 hours

hefore centrifugation,

Key wards liver, hepatie cheche-up, preanalytic, temps, temperature,stability,
transaminases, glycemie,
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