G6PDH

Présentation

Référence Composition du Kit
179009910026 R1 1x20mL + R2 4 x5mL
R3  1x40mL
2x0,5mL TruCal G6PDH
Calibrants a 2 niveaux de concentration

17900 99 10 040

Emploi Prévu

Réactif diagnostique pour le dosage quantitatif in vitro de la glu-
cose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) dans le sang total
sur systemes photométrique.

Intérét Clinique

La glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) est une en-
zyme cytosoligue qui catalyse la conversion du glucose-6-
phosphate (G-6-P) en 6-phophogluconate dans la premiére étape
de la voie du phosphate pentose. La voie du phosphate pentose
est la principale source du NADPH nécessaire aux processus
anabolisants. Le NADPH est nécessaire en tant que donneur
d'hydrogene pour de nombreux processus réducteurs ainsi que
pour la stabilité de la catalase et la préservation et la régénération
de la forme réduite du glutathion. La catalase et le glutathion sont
tous deux essentiels a la désintoxication cellulaire et a la protec-
tion des cellules contre le stress oxydatif. Comme les globules
rouges n'ont pas d'autre source de NADPH et dépendent unique-
ment de la G6PDH, I'enzyme primaire de la voie du phosphate
pentose.

Le déficit en glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) est
I'une des enzymopathies génétiques humaines les plus courantes.
Les personnes atteintes d'un déficit en G6PDH sont a risque
d'anémie hémolytique dans les états de stress oxydatif, d'infec-
tions et apres ingestion de certains médicaments ou feves. [1]

Méthode
Méthode enzymatique UV (photométrique)

Principe

La glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) catalyse la
premiére étape du shunt phosphate pentose, oxydant le glucose-6-
phosphate (G-6-P) en 6-phosphogluconate (6-PG) et réduisant
NADP en NADPH.

L'augmentation de l'absorbance du NADPH est proportionnelle a la
concentration de G6PDH dans I'échantillon.

Le réactif contient des inhibiteurs de 6PGDH (6-phosphogluconate
déshydrogénase) qui empéchent la production d'un deuxiéme
équivalent molaire de NADPH par la 6-phosphogluconate déshy-
drogénase érythrocytaire.

Réactifs

Composants et Concentrations

R1: Tampon de Good modi  pH 7,65 > 20 mmol/L
R2: NADP > 0,19 mmol/L
R3: G-6-P pH 7,65 >0,19/L

Conservation et Stabilité

Les réactifs sont stables jusqu’a la fin du mois de la date de pré-
emption indiquée, conserves entre +2 °C et +8 °C en évitant tout
contamination. Ne pas congeler les réactifs.

Avertissements et Précautions d’Emploi

1. Réactif 2: Danger. Contient de I'acide de sodium. H302 Nocif
en cas dingestion. H311 Toxique par contact cutané. H411
Toxique pour les organismes aquatiques, entraine des effets
néfastes a long terme. P264 Se laver les mains et le visage
soigneusement aprés manipulation. P273 Eviter le rejet dans
I'environnement. P280 Porter des gants de protection/des vé-
tements de protection/un équipement de protection des yeux.
P312 Appeler un CENTRE ANTIPOISON/un médecin en cas
de malaise. P361+P364 Enlever immédiatement tous les vé-
tements contaminés et les laver avant réutilisation. P391 Re-
cueillir le produit répandu.
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2. Dans de trés rares cas, des spécimens de patients souffrant
de gammapathie peuvent conduire & des résultats faussés.
(2]

3. Les réticulocytes ont des taux de G6PDH plus élevés que les
globules rouges matures ; il n'est pas recommandé d'effec-
tuer le dosage aprés une crise hémolytique grave, car le
G6PDH peut sembler faussement élevé.

4. Se référer aux fiches de sécurité et prendre les précautions
nécessaires pour l'utilisation de réactifs de laboratoire. Pour
le diagnostic, les résultats doivent toujours étre exploités en
fonction de I'historique médical du patient, des examens cli-
niques ainsi que des résultats obtenus sur d’autres para-
metres.

5. Uniquement a usage professionnel.

Gestion des Déchets
Se référer aux exigences légales nationales

Préparation du Réactif

Dissoudre un flacon de R2 avec 5 mL de réactif R1 (réactif recons-
titué), mélanger délicatement et éviter la formation de mousse.

Stabilité :

5 jours de
R3 est prét a I'emploi.
Laisser le réactif atteindre la température ambiante avant utilisa-
tion. Fermer immédiatement aprés manipulation.

Matériels Nécessaires

Equipement général de laboratoire

+2a+8°C

Spécimen

Sang total recueilli sur EDTA, I'héparine ou d’ACD (acide-citrate
dextrose).

Prélevement d'échantillons conformément au CCRS (NCCLS) [3]

Préparation du Spécimen

Pour cette préparation, utiliser G6PDH Solution hémolysante de
DiaSys (Référence 1 7900 99 10 113) comme suit :

Solution hémolysante : 9 parts
Spécimen/Calibrant/Controles : 1 part

Mélanger doucement, éviter la formation de mousse et doser
immédiatement.

Attention

L'activité du G6PDH est exprimée en unités par gramme d'hémo-
globine [U/g Hb] ; par conséquent, la concentration d’hémoglobine
doit étre déterminée avant d'effectuer le test GEPDH.

Stabilité

L'érythrocyte G6PDH est stable dans le sang total pendant une
semaine a une température de +2 & +8 °C, mais il est instable
dans I'hémolysat de globules rouges. Un précipité peut apparaitre
20/30 minutes apres dilution (voir préparation de I'échantillon avec
la solution hémolysante G6PDH), probablement en raison de la
variabilité biologique de I'échantillon du patient.

La congélation du sang n'est pas recommandée. [4,5]
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Mode Opératoire

Des notices d'application spécifiques aux systemes automati-
sés sont disponibles sur demande.

Longueur d’onde 340 nm (334 — 365 nm)

Trajet optique lcm

Température +37 °C

Mesure Contre I'air ou de I'eau distillée
Calibra nt Echantillon

Niveau 1 Niveau 2
Réactif reconst itué 1000 pL 1000 pL 1000 pL
Calibra nt 10 pL 10 yL -
Echantillon - - 10 pL
Mélanger doucement et laisser incuber pour 10 minutes a
+37 °C, puis ajouter :

R3 | 2000pL | 2000uL | 2000 pL
Mélanger doucement. Lire I'absorbance (A1) aprés exactement
2 minutes. Lire & nouveau (A2) aprés 5 minutes.

Calcul
Calcul manuel de I'activité G6PDH (U/L a +37 °C)

AA Calibrant niveau 1 = A2 calibrant niv. 1 — Al calibrant niv. 1
AA Calibrant niveau 2 = A2 calibrant niv. 2 — Al calibrant niv. 2
AA Echantillon = A2 échantillon — A1 échantillon

Calculer toujours AA/minute (AA/min) : AA/min = (A2 -A1)/5

G6PDH (U/L, +37 °C) = AA/min x (Volume total/VVolume de do-
sage) x (1/¢ d) x 1000

Volume total = (1 + 001 + 2) = 3,01 mL

Volume de dosage = 0,01 mL

¢ = 6,3 = Absorption millimolaire de NADPH & 340 nm

d =1 cm = longueur de trajet optique

1000 = Facteur pour convertir I'activité a litres
G6PDH (U/L, +37 °C)

= AA/min x (3,01/0,01) x (1/6,3 x 1) x 1000

= AA/min x (301 x 1000) / 6,3

= AA/min x (301000) / 6,3

= AA/min x 47778

Calcul manuel de I'activitt G6PDH activité (U/g hém  oglobine
a +37 °C)

Compte tenu de la valeur de I'hémoglobine totale (Hb totale) de
chaque échantillon [g/dL], appliquer la formule suivante:

G6PDH [U/g Hb] = G6PDH [U/L, +37 °C]
Total Hb [a/dL1 x 10

Calibrants et Controles

TruCal G6PDH de DiaSys est recommandé pour la calibration. Les
valeurs du calibrant TruCal G6PDH ont été assignées a base d'un
test commercialement disponible. Utiliser TruLab G6PDH pour le
contrdle de qualité interne. Chaque laboratoire établira la procé-
dure a suivre si les résultats se situent en dehors des limites de
confiances.

Référence Présentation
TruLab G6PDH (3 niveaux) | 179009910045| 3 x 0,5mL

Performances
Données évaluées sur MINDRAY BS300

Les données exemplaires citées en bas peuvent varier légerement
en cas de conditions de mesure déviantes.

Domaine de mesure jusqu’a 3200 U/L
Au-dela de cette valeur, utiliser la moitié du volume
d’échantillon et multiplier le résultat par 2.

Limite de détection * 29 U/L

* Concentration mesurable la plus basse qui peut étre distinguée de
zero ; Moyenne + 3 SD (N = 20= d’un spécimen exempt d'analyte.
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Interférences
<10 % jusqu'a

Substance interférente

Cuivre Inhibiteur fort
Sulfate Inhibiteur fort
Acide ascorbique 50 mg/dL
Bilirubine (totale) 40 mg/dL

Lipémie (Intralipid®) (triglycérides) 4000 mg/dL

Pour plus d’information au sujet des interférences, voir Young
DS. [6]

Précision

Intra série (n=20) Echantillon 1 Echantillon 2
Moyenne [U/L] 191 1374

CV [%] 1.4 0,7

Inter série (n=20) Echantillon 1 Echantillon 2
Moyenne [U/L] 192 1373

CV [%] 1,7 0,9
Comparaison de méthode (n=21)

Test x G6PDH concurrent

Testy G6PDH de DiaSys

Pente 0,988

Ordonnée a l'origine -13 U/L

Coefficient de corrélation r=0,991
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Facteur de Conversion
G6PDH [U/L] x 0,0167 = G6PDH [ukat/L]

Valeurs Usuelles [7]
Adultes: 7,9-16,3 U/g Hb

Chaque laboratoire devrait vérifier si les valeurs usuelles sont
transmissibles a sa propre population patiente et déterminer ses
propres valeurs de référence si besoin est.
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