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ICTERE NEONATAL (1)

= [ctere a Bilirubine non conjuguée (NC)
avec risgue d’encéphalopathie
hyperbilirubinémiqgue séquellaire :

= Toxicité de la Bilirubine NC:

— poison metabolique : chaine respiratoire,
glycolyse....

— passage de la BHE, fixation phospholipides
membranaires, noyaux gris centraux
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ICTERE NEONATAL (2)

« Facteurs de risque d’Ictere nucléaire :

Facteurs clinigues : hémolyse néonatale,
prématurité, acidose, souffrance neurologique
périnatale

Facteurs biologiques : Hyperbilirubinemie, hypo-
albuminemie, compétiteurs de la liaison
bilirubine-albumine

Agnés Mailloux, CNRHP, Hopital St Antoine



CnrHp

LIAISON BILIRUBINE-ALBUMINE

Bilirubine NC+ Alb T > Bilirubine NC- Alb

!

BNL = Bilirubine non liée a I’'albumine

: BNL dans le plasma tres faible
O — 3 pg/dl ou O — 50 nmol/I
- 1 site principal de fixation (sites secondaires
d’affinité plus faibles)
- Site non spécifique ouvert a de nombreux
compeétiteurs endogenes et exogenes : /n vivo, BNL
ne peut étre déduite du rapport Bilirubine NC /Alb
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LIAISON BILIRUBINE-ALBUMINE

BNL + Alb > Bilirubine NC- Alb
+
Phospholipides

Acidose

|

Bilirubine NC — Phospholipides membranaires

* Prend en compte 3 facteurs biologiques de risque
d’ictere nucléaire : hyperbilirubinémie, hypoalbuminéemie,

* Permet donc d’identifier des situations a risque mal
appreéciees par les dosages individuels de bilirubine et de
I’'albumine
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LIAISON BILIRUBINE-ALBUMINE

1969 : Odell et al : Salicylate Index

1966 : Porter et al : capaciteé résiduelle de liaison a
I’'albumine par le colorant HBABA

1967 : Kaufmann et al : Bilirubine intra erythrocytaire

1967 : Jirsova et al : gel filtration sur Sephadex

1974 : Jacobsen et al : Méthode a la peroxydase
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' DOSAGE BNL PAR METHODE PEROXYDASE

BNL + Alb > Bilirubine NC- Alb
HZOZ
Peroxydase)Q*
H.,0
Leuco-dérive
BNL rapidement degradée en un leuco-déerive par

I’'action d’'une peroxydase en présence d’eau
oxXygeénee, source de radicaux peroxydes.

L’étude de la cinétique de la réaction de peroxydation
permet, connaissant la constante d’activité de la
peroxydase, de calculer la concentration en BNL.

Agnés Mailloux, CNRHP, Hopital St Antoine



CnrHp

' DOSAGE BNL PAR METHODE PEROXYDASE
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DOSAGE BNL PAR METHODE PEROXYDASE
INSTRUMENTATION

UB ANALYSER, Arrows, Co, Ltd, Osaka, Japon

Instrument dédié (approuvé par la FDA)
Utilisé au CNRHP (décembre 1987)

mmp Adaptation sur des automates ouverts de Biochimie :
CX4-CE Beckman Coulter (Novembre 2006)
DxC Beckman Coulter (Avril 2007)
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" DOSAGE BNL PAR METHODE PEROXYDASE

UB analyser CX4-CE DxC
Echantillon plasma 25 pl 7l 7 ul
Tampon Phosphate pH 7,4 + H202 1 mli 200 pl 200 pl
Peroxydase 25 6 ul 6 ul
Type de réaction CINET1 CINET1

décroissant | décroissant

Longueur d’onde primaire 460 nm 470 nm 470 nm
Longueur d’onde secondaire 650 Nnm 650 Nnm
Température réaction 37°C 37°C 37°C
Durée incubation tampon+échantillon | variable 48 s 48 s
Lecture du blanc Boite noire |50 s 40s
Début lecture apres ajout peroxydase | Boite noire |3 s 10 s
Durée lecture 30s ,16points | 30s
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~ DOSAGE BNL PAR METHODE PEROXYDASE

Calibrage : 2 points

Point O : eau distillee

Point 1 : Etalon BNL préparé au CNRHP pour une valeur cible de
BNL de 0.70 pg/dl

Controles de qualité
Précibil (niveau moyen)

Biorad (niveau eleve)

Stabilité des reactifs :
1 journée a 4 °C sur I'apparell
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" DOSAGE BNL PAR METHODE PEROXYDASE

IMPRECISION

N Moyenne pg/dl Ecart-Type CV %

NIVEAU 1 20 0.77 0.02 2.78 %

NIVEAU 2 20 1.01 0.02 1.9 %

N Moyenne pg/dl Ecart-Type CV %

NIVEAU 1 20 0.76 0.02 3.19 %

NIVEAU 2 20 1.00 0.03 2.15 %
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" DOSAGE BNL PAR METHODE PEROXYDASE

r2 | 0.9179

0.9784 + 0.02942
Y-intercept when X=0.0 | 0.001441 + 0.01698
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" DOSAGE BNL PAR METHODE PEROXYDASE

r2 | 0.9698

BNL DxC

1.071 £ 0.02049
Y-intercept when X=0.0 §J 0.01551 = 0.01021
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'DOSAGE BNL PAR METHODE PEROXYDASE

Pool de sérum humain normal enrichi en BILI NC
rapports BILI NC ZAlb croissants
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'DOSAGE BNL PAR METHODE PEROXYDASE

673 Echantillons clinigues de nouveaux-nés ictériques
Risque d’ictere nucléaire
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CONCLUSION
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